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1 INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 Introduccién

La exposicion a radiacion ionizante es un fendmeno habitual en la
sociedad moderna, tanto en el ambito ocupacional como en aplicaciones
terapéuticas. Los efectos nocivos de la radiacion ionizante inciden
principalmente en el material genético, bien de forma directa generando roturas
de una o ambas cadenas del ADN, aberraciones cromosoémicas y mutaciones,

y también de forma indirecta a través de la induccién de dafios oxidativos .

Los efectos agudos de la exposicion del organismo a la radiaciéon
ionizante incluyen entre otros inmunosupresion, pérdida de células
hematopoyéticas y alteraciones en numerosos tejidos (renal, pulmonar,
hepatico, nervioso)?. El higado es un érgano particularmente sensible a la

radiacion, pudiendo sufrir fallo hepatico y hepatitis inducida por radiacion.

Una crisis hematolégica puede conducir a una mayor probabilidad de
aparicion de infecciones, hemorragias y dificultad para la cicatrizacion, ademas
de una temprana leucocitopenia. El sindrome hematopoyético es especialmente
importante en exposiciones (parciales o de cuerpo entero) a radiacion ionizante
que supere 1 Gy. La irradiacion de la médula ésea y células progenitoras

provoca muerte celular dosis-dependiente a escala exponencial °.

La irradiacion empleada en la terapéutica radical o en el tratamiento
paliativo de los tumores o malformaciones vasculares del sistema nervioso
central (SNC) presenta un alto riesgo de causar lesiones en los tejidos neurales
perilesionales sanos y también al radiar zonas cercanas al sistema nervioso *.
Los danos producidos por la irradiacion del SNC se consideran el principal
factor que limita el empleo de este tipo de tratamiento en radioterapia, ya que
existe una intima asociacién entre el grado de las alteraciones producidas vy

factores como la dosis empleada y la duracién del tratamiento radioterapéutico.




Las alteraciones producidas por la radiacién en tejido cerebral y en la
médula 6sea pueden aparecer de forma inmediata o tardia y son faciimente
detectables en imagenes obtenidas con resonancia magnética (IRM). Existe
amplia experiencia clinica en la utilizacion de la resonancia magnética como
método diagndstico en la deteccion de los efectos en sistema nervioso central
de la radiacion empleada en el tratamiento de tumores de cabeza y cuello, y de
los cambios de sefial en la médula ésea de los cuerpos vertebrales radiados,

por muerte del tejido hematopoyético y reemplazamiento graso.

Se han efectuado investigaciones que destacan la importancia de las
alteraciones inducidas por la radiacion ionizante en el hipocampo, donde se
forman neuronas a lo largo de toda la vida, representando el soporte esencial
de la memoria y el aprendizaje °. Se sabe que la radiacién ionizante impide el
aprendizaje por suprimir la neurogénesis en el hipocampo, pero se desconoce
en gran medida el efecto de las radiaciones ionizantes sobre las alteraciones
funcionales inducidas en el sistema nervioso del adulto ® y del mismo modo
existe poca informacion sobre el curso temporal de las alteraciones
comportamentales asociadas con la irradiacion ’. La comparacién de los
efectos comportamentales a corto y a largo plazo con alteraciones neuroldgicas
en modelos animales de irradiacion experimental podria aportar claves
importantes a considerar en la prevencion de efectos secundarios en

radioterapia.

La busqueda de agentes quimicos que sean capaces de proteger al ser
humano de los efectos negativos de la radiacion ionizante es una cuestion
fundamental de la radiobiologia 8. El aumento de estrés oxidativo asociado a la
radiacion experimental constituye la base para uno de los enfoques de
radioproteccion frente al dafio a tejidos sanos inducido por la radioterapia *. Las
moléculas con caracteristicas de inactivacién (scavenging) de radicales libres
son potenciales agentes radioprotectores, y en este sentido la amifostina (acido
S-2-(3-amino-propilamino-etilfosforotioico)) se utiliza en oncologia aun con los
inconvenientes de efectos secundarios graves y elevado coste °. Para evitar las
desventajas de compuestos radioprotectores sintéticos existe un interés

creciente en la identificacion de compuestos radiomodificadores que tengan la
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capacidad de minimizar los efectos de la radiacion, y la literatura presenta
multitud de evidencias acerca de los efectos de alimentos ricos en flavonoides

y otros polifenoles en la mitigacion del estrés oxidativo.

La investigacion biomédica es cada vez mas certera en dilucidar los
mecanismos moleculares a través de los cuales intervienen los compuestos
bioactivos presentes en estos derivados. Nuestro grupo ha demostrado el papel
radiomodificador del mosto de uvas tintas procedentes de cultivo organico

frente a los dafios ocasionados por radiacién X a dosis subletales '*'

, Y uno de
los componentes bioactivos principales de este producto, la quercetina, ha
demostrado poseer propiedades radiomodificadoras en ratones sometidos a

radiacién gamma 2.

La quercetina ejerce efectos antioxidantes a través de varios mecanismos
de proteccion, entre ellos inactivando especies reactivas de oxigeno,
impidiendo su formacion mediante metales de transicion o interactuando con

111314 "ademas de estimular la desubiquitinizacion del factor Nrf2 que

glutatiéon
regula la expresion de diversas enzimas antioxidantes '°. Nrf2 es un factor de
transcripcion implicado en las respuestas celulares al estrés oxidativo y
xenobidticos. En ausencia de estrés, Nrf2 estd unido al inhibidor Keap1 en el
citoplasma, que funciona como sensor de oxidantes. La accion de los pro-
oxidantes sobre Keap1 activa el Nrf2, el cual pasa al nucleo celular y se une a
elementos de respuesta antioxidante (AREs) en el genoma, activando la
transcripcion de genes de enzimas antioxidantes ' A pesar de que se conoce
desde hace tiempo la activacion de AREs por agentes inductores de estrés
oxidativo como especies reactivas de oxigeno, radiacion ultravioleta, citoquinas
o metales pesados ', sélo recientemente se ha relacionado la activacién de

Nrf2 con los efectos de la radiacion ionizante .

La quercetina presenta ademas significativa actividad antiinflamatoria *°,
mejora las complicaciones pulmonares de la cirrosis ° y es capaz de inhibir la
proliferacion celular e inducir apoptosis en varios tipos de células
cancerosas 2''??. Sin embargo, existen evidencias de una relacién entre la
concentracion de quercetina y el efecto observado, dado que a

concentraciones inferiores a 10 uM la quercetina parece ejercer efectos




antioxidantes mientras que a concentraciones superiores a 50 uM el efecto
predominante parece ser pro-apoptético >4, Debido a esto cabe plantearse la
importancia del efecto antioxidante de la quercetina respecto a su efecto pro-
apoptotico en la terapia antitumoral, dado que a priori no puede descartarse un
posible conflicto entre su potencial efecto radiomodificador a través de la
estimulacién del sistema antioxidante y su efecto antitumoral mediado por la
induccidn de apoptosis. Puesto que no se conocen completamente los
mecanismos responsables de la deteccion celular de la produccion de radicales
libres inducidos por la radiacion y la consiguiente activacion de vias de
sefalizacion y expresion ' asi como el modo en que el estatus redox influye en
la actividad Nrf2 %, investigar la expresion de Nrf2 en relacién a los cambios en
estatus antioxidante inducidos por la radiaciéon y la suplementacion puede
aportar datos significativos en relacién a la potencial utilizacion terapéutica de
la quercetina como agente radiomodificador sin comprometer la eficiencia de la
radioterapia. Es de destacar asimismo que la mayor parte de estudios sobre el
efecto radiomodificador de la quercetina se han efectuado en lineas celulares

tanto normales como cancerosas, con pocos trabajos in vivo 2.

La quercetina es uno de los flavonoides mas abundantes de la dieta
humana, habiendo sido publicados valores de ingesta diaria de entre 6 y
31 mg/dia ?®%’. La mayor parte de la quercetina aparece en los alimentos en
forma de glucdsidos que son hidrolizados por la flora intestinal ?®. Se ha
indicado que el consumo diario de 100 g de grosellas negras y otras bayas
(cuya concentracion de quercetina puede superar los 140 mg/kg) puede inducir
valores plasmaticos de quercetina de hasta 25 pg/L (0,074 uM)?°. En este
sentido, la administracion intragastrica de 2 y 10 mg de quercetina por 200 g de
peso corporal en ratas indujo una concentracion plasmatica de metabolitos de
quercetina (sulfatos y glucurénidos) de entre 9,6 y 69 uM tras la primera hora y
entre 4,2 y 19,3 uM trascurridas 6 horas desde su administracion 30, Ademas,
se ha descrito una importante diferencia en biodisponibilidad de derivados de la
quercetina dependiendo de la forma de administracion, obteniéndose menores
valores plasmaticos con administraciébn intragastrica que mediante
suplementacion en la dieta®'. Esta variacion en la biodisponibilidad de la

quercetina y sus metabolitos, unida a las evidencias de una dependencia del
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efecto fisioldgico respecto del rango de concentracion utilizado, hace necesario
estudiar cuidadosamente tanto las dosis administradas, como la ventana
temporal de administracion de la quercetina respecto de la aplicacion de la

radiacion.

En un reciente estudio comparando la actividad radiomodificadora de la
quercetina y el propdleo en ratones irradiados de forma unica con 4 Gy de
radiacién gamma '?, la administracion intraperitoneal de 100 mg/kg/dia de
quercetina durante 3 dias pre-irradiacion pudo contrarrestar la leucopenia
inducida por los rayos gamma, no siendo asi cuando la administraciéon se
realizd durante los 3 dias siguientes a la irradiacion. Lamentablemente, en este
estudio no se efectuaron mediciones de los valores plasmaticos de quercetina
alcanzados, pero los resultados proporcionan informacion indirecta respecto a
la importancia de definir la ventana temporal del tratamiento radiomodificador
con quercetina, posiblemente relacionada no solamente con su bien definido
efecto antioxidante sino también con su efecto inductor de genes de enzimas

antioxidantes.

1.2 Objetivos

En base a todas las razones expuestas, parece apropiado abordar un
estudio in vivo del efecto radiomodificador de la quercetina para contribuir a
definir su potencial aplicacion a la radioterapia, incluyendo como variable a
considerar el intervalo de tiempo transcurrido desde la administracion de
radiacion. Debido a los efectos deletéreos de la radiacion ionizante sobre el
sistema nervioso y el higado, entre otros, es interesante llevar a cabo estudios
sobre el efecto radiomodificador relativos al comportamiento y la fisiologia en
modelos animales, asi como evaluar las posibles lesiones inducidas mediante

técnicas de imagen utilizadas en radiologia y radioterapia.

Por este motivo, la presente memoria de Tesis Doctoral refleja una serie
de experimentos disenados para determinar los efectos radiomodificadores de
la administracion intragastrica de quercetina siguiendo una serie de etapas que

incluyen: 1) evaluacién de las alteraciones organicas inducidas en los tejidos




nervioso y hepatico, 2) ensayos comportamentales que evaluen los cambios en
motilidad, cognicion, ansiedad e ingestion de agua y alimento, asi como 3)
analisis de extractos de tejido hepatico para evaluar la modificacion de la
actividad del sistema antioxidante por la irradiacion experimental con rayos X

en ratas Wistar macho suplementadas o no con quercetina.

1.2.1 Objetivo general

Evaluacion del efecto radiomodificador, a lo largo del tiempo, de la
quercetina administrada a ratas Wistar macho antes y después de la irradiacion

a cuerpo entero con una dosis subletal de rayos X.

1.2.2 Objetivos especificos:

1. Determinacion, mediante técnicas de imagen por resonancia magnética
(IRM), de las alteraciones en encéfalo y médula espinal, asi como en
médula 6sea de los cuerpos vertebrales, inducidas en ratas Wistar
macho por la irradiacion experimental con rayos X a dosis subletal y

evaluacion de su posible reversion por la administracion de quercetina.

2. Determinacion de parametros relativos al comportamiento exploratorio,
cognitivo e ingestivo en ratas Wistar macho expuestas a irradiacion
experimental con rayos X, asi como la evaluacion de sus posibles

alteraciones inducidas por la suplementacién con quercetina.

3. Analisis del efecto de la irradiacion experimental con rayos X y de la
suplementacién con quercetina sobre parametros corporales,

hematoldgicos y tisulares en ratas Wistar macho.

4. Analisis del efecto de la irradiacién experimental con rayos X y de la
suplementaciéon con quercetina sobre el dano oxidativo inducido en
higado a través de la determinacion de indicadores de estrés oxidativo,
de la expresidon de enzimas antioxidantes y de la activacién del factor

de transcripcion Nrf2 y su inhibidor Keap1.
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2 ANTECEDENTES

2.1 Radiacion

2.1.1 Definicion y conceptos

El término "radiacion" representa en su concepcién basica la transferencia
de energia desde una fuente a otra. Este proceso depende de la capacidad de
penetracién de la onda que se transmite y de las posibilidades de propagacion

de la energia.

Las ondas y las particulas presentan muchas caracteristicas en comun, y
la radiacion suele producirse predominantemente en una de las dos formas.
Por lo tanto, las radiaciones son formas de energia susceptibles de poder
transmitirse bajo dos modalidades: radiaciones particuladas o corpusculares,
constituidas por particulas como electrones, protones o neutrones, y
radiaciones electromagnéticas, cuando lo que se transmite son fotones. A su

vez, estas ultimas pueden dividirse en ionizantes y no ionizantes.

Los efectos de la radiaciéon sobre 6rganos o tejidos se deben a la
transferencia de energia a través de la materia en estudio mediante la
formacion de atomos ionizados de naturaleza inestable en el tejido diana,
generando una serie de eventos. Los efectos nocivos que se producen en los
sistemas biolégicos como consecuencia de estas radiaciones, pueden ser
directos, debido a la interaccion de la radiacion con macromoléculas, o
indirectos, debido a los productos liberados durante la interaccion entre la

radiacion y el agua de los sistemas *2.

El sistema internacional de medidas para la radiacion utiliza como unidad
de radiacion absorbida al gray (Gy), que equivale a la energia absorbida por
kilogramo de sustancia irradiada. Un Gy equivale a 100 rads, unidad de medida
del sistema CGS que se empez6 a utilizar en 1953.
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2.1.2 Tipos de Radiacion

2.1.2.1 Radiaciones corpusculares

Las radiaciones corpusculares estan relacionadas directamente con el
movimiento de electrones, protones y neutrones, particulas presentes en los
atomos de forma natural. Estas radiaciones son caracteristicas del fendbmeno

de la radioactividad, en la que se emiten dos tipos de particulas:

e Radiacion a: Es emitida por particulas alfa, constituidas por dos
protones y dos neutrones. La principal caracteristica es que al ser
particulas muy pesadas y con doble carga positiva, interactian con
casi cualquier particula que se encuentren, causando numerosas
ionizaciones en una distancia corta. Por lo tanto, se trata de una
radiacién poco penetrante que podria ser detenida por barreras de
poco espesor como (por ejemplo, un folio), pero, sin embargo, no
son inofensivas, ya que pueden actuar en el lugar donde se

depositan, ya sea por sedimentacién o por inhalacién.

e Radiacion B: Es emitida por particulas beta, las cuales presentan
carga negativa y una masa muy pequena, y por ello reaccionan con
menor frecuencia con la materia que las particulas alfa, pero su
poder de penetracion es casi 100 veces mayor, pudiendo atravesar
superficies y tejidos. Podrian ser frenadas por barreras de varios
metros de aire, varios centimetros de agua, o una lamina de

aluminio.

2.1.2.2 Radiaciones electromagnéticas

Este tipo de radiaciéon se caracteriza por la combinacién de campos
eléctricos y magnéticos que se transportan a través del espacio propagando
energia entre dos lugares o incluso en el vacio, es decir que no necesitan un
medio material para propagarse. La radiacion electromagnética puede

ordenarse en un espectro electromagnético que se extiende desde ondas de
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frecuencias muy elevadas (correspondiendo a longitudes de onda pequefas)

hasta frecuencias muy bajas (longitudes de onda elevadas).

= H

mm lem

im 1lkm

0.0lnm 1nm

700nm

Figura 2-1. Espectro electromagnético.

Adaptado de http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Spectre.svg

Por orden creciente de longitud de onda, el espectro electromagnético

esta compuesto por:

e Rayos gamma (y)

e Rayos X

e Radiacion ultravioleta

e Luz visible

e Rayos infrarrojos

e Microondas

¢ Ondas de radio o radiofrecuencias

En experimentos con sistemas bioldégicos y en la mayoria de las
aplicaciones clinicas, las radiaciones mas utilizadas son los rayos X y los rayos
y, dos formas de radiacion electromagnética con propiedades similares. La
principal caracteristica de estas radiaciones es la elevada energia que poseen,

y por lo tanto su gran capacidad para la expulsién de uno o mas electrones
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orbitales de los atomos con Ilos que interactia. Las radiaciones
electromagnéticas se distinguen principalmente por la forma en la que se

producen.
2.1.2.2.1 Rayos X

Los rayos X se originan a partir de interacciones entre electrones. Son
producidos en un tubo de rayos X como producto de la desaceleracion rapida
de electrones muy energéticos al chocar con un blanco metélico. El catodo es
un filamento caliente de tungsteno y el anodo es un bloque de cobre en el cual
estda inmerso el blanco. De esta manera la energia de los electrones es
transformada en gran parte en energia térmica. Los electrones que se generan
en el catodo son enfocados hacia un punto en el blanco (normalmente con una

inclinacién de 45°) y como producto de la colisién se forman los rayos X.

Aunque a menudo los rayos X tienen una energia inferior a la de los
rayos y, €sta no es la principal diferencia, ya que se pueden producir rayos X
con energias mucho mas elevadas que la de los rayos y procedentes de la
desintegracion radiactiva. Los aparatos como el betatron se emplean para
producir rayos X muy energéticos, de longitud de onda menor que la de los

rayos y emitidos por elementos naturalmente radiactivos ".

AMPOLLA DE CRISTAL FILAMENTO
BT S B A

. ey
HAZ DE RAYDS
UTIL

Figura 2-2. Generacion de Rayos X.

Adaptado de http://radiologiauaa.wordpress.com/
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2.1.2.2.2 Rayos y

Los rayos y son un tipo de radiacion electromagnética formada por fotones,
producida generalmente por elementos radioactivos o procesos subatémicos.
Debido a su alta energia, los rayos y constituyen un tipo de radiacion ionizante
capaz de penetrar en la materia mas profundamente que la radiaciéon a o la
radiacion . Por la misma razén pueden causar graves danos al nucleo celular,

por lo que pueden ser empleados para esterilizar equipos médicos y alimentos.

Los rayos y no poseen carga ni masa, y por tanto su emision no conlleva a
cambios en su estructura. Cuando interaccionan con la materia y colisionan con
las capas externas de los atomos con los que se cruzan, provocan la pérdida
de una cantidad de energia radiante, de ahi que puedan atravesar grandes
distancias. Por lo tanto, se diferencian de los rayos X en su origen, debido a
que estos ultimos se producen a nivel extranuclear, por fenédmenos de frenado

electronico .

RADIACION / ._.//

“

Alfa 77 T

Beta 7N _7_BR
Gama/W’\sz\/\fvw.

Papel, Films Laminas Metalicas
Ropa Delgada Madera Densa
Ropa Gruesa

Pared Gruesa
Concreto
Pared Plomo

Figura 2-3. Clasificacién de las radiaciones en funcion de su poder de penetracion.

Adaptado de http://www.oni.escuelas.edu.ar/2002/buenos_aires/radiacion/tipos.htm
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2.1.2.3 Radiaciones no ionizantes

Las radiaciones no ionizantes son aquellas radiaciones que no son
capaces de extraer electrones de la materia con la que interactuan, provocando

a lo sumo excitaciones electronicas.

En esta categoria pueden destacarse las radiaciones de microondas,
infrarrojas, visibles, ultravioletas y laser, caracterizadas por poseer una baja
frecuencia de radiacion y longitudes de onda dentro del espectro

electromagnético.

2.1.2.4 Radiaciones ionizantes

La radiacion ionizante, ya sea electromagnética o particulada, es aquella
con energia, longitud de onda y frecuencia tales que al interactuar con un
medio le transfieren energia suficiente para desligar un electrén de su atomo.
En el instante en que el electron sale desprendido, se produce un fenbmeno
llamado ionizacion. Por lo tanto, la ionizacién es el proceso de formacién de un
par de iones, el negativo o electrdn liberado, y el positivo, es decir, el atomo al

que se le elimina el electrén *°.

La radiacion ionizante indirecta es producida por particulas sin carga. El
tipo mas comun es la radiacién electromagnética (rayos X y rayos y), que seran

generados por fotones de alta energia.

La radiacién ionizante directa consta de particulas cargadas
(electrones, protones, particulas a o iones pesados), susceptibles de
interactuar con la materia de manera que podran atraer o repeler electrones de
atomos y moléculas en funcién de sus cargas. Entre las moléculas diana de la

radiacion ionizante directa se encuentran el oxigeno (O.) y el agua (H20).

Entre estos tipos de radiacién, la que vamos a destacar y con la que

nosotros hemos trabajado, es la radiacion X.

Los rayos X son radiaciones electromagnéticas capaces de atravesar
cuerpos opacos, y lo unico que los distingue de las demas radiaciones
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electromagnéticas es su elevada longitud de onda. Los rayos X se forman a
partir de fendmenos extranucleares, a nivel de Ila O&rbita electronica,
fundamentalmente por desaceleracion de electrones, e interaccionan con la

materia a través de estos electrones.

La exposicidn a las dosis bajas de rayos X a las que el ser humano puede
encontrarse habitualmente no es perjudicial. En cambio, la exposicién a dosis
elevadas de rayos X puede producir dafios graves tales como quemaduras de
la piel, caida del cabello, defectos de nacimiento, cancer, retraso mental y
muerte. Por tanto, la exposicion a radiacidén ionizante puede tener resultados
como la mutagénesis o la muerte celular, y las manifestaciones clinicas

dependeran de las dosis administradas y del area del cuerpo afectada **.

Por lo tanto, una clasificacion general de la radiacion en funcion de su

naturaleza y efectos seria la siguiente:

Rayos a

Rayos 3

Protones
Neutrones

CORPUSCULARES
RADIACIONES
IONIZANTES

Rayos X
Rayos vy

Radiofrecuencia ELECTROMAGNETICAS
Microondas

Infrarrojos
Visibles
Ultravioleta

RADIACIONES NO
IONIZANTES

Tabla 2-1. Clasificacion de los tipos de radiacion en funcion del tipo de energia que se

transmite y de su frecuencia de radiacion.

Se pueden clasificar las fuentes de emisiéon de radiacién ionizante en
naturales y artificiales. El 70% de la radiacion a la que el ser humano se ve
expuesto diariamente, generalmente proviene de fuentes naturales que no
pueden ser evitadas. La mayor parte de estas fuentes se pueden encontrar en

el aire, los alimentos, en el espacio y en la corteza terrestre, como por ejemplo
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los rayos césmicos o la lluvia radioactiva. En cuanto a las artificiales, provienen
de la multiplicidad de dispositivos tecnoldgicos utilizados en la sociedad ya sea
para aplicaciones médicas o industriales, como maquinas de rayos X, centrales

nucleares y aplicaciones energéticas.

Por otra parte, la exposicion a la radiacion puede ser heterogénea en
términos de tipo, cantidad y calidad de la dosis, dependiendo del tipo de fuente

de radiacién y la ubicacién del sujeto irradiado.

2.1.3 Efectos generales de la radiacion ionizante

La exposicion total del organismo a una radiacion ionizante puede causar,
tanto en animales como en humanos, disfunciones organicas que en ultimo
término estan relacionadas directamente con un aumento del estrés oxidativo
debido al incremento en la produccidén de especies reactivas procedentes de la

ionizacion de moléculas .

El blanco o destino primordial de la radiacién dentro de la célula es el
material genético, provocando roturas en la doble cadena de ADN, las cuales,
si no se reparan, supondran en ultimo término la pérdida celular. Entre otros,
también aparecen cambios a nivel de las vias de transduccion de seinales, y
alteraciones en las mitocondrias, en el proceso de apoptosis y en el ciclo
celular. Parte de estos cambios se producen tanto en respuesta al dafo en el
ADN, como en mitocondrias y membranas celulares, que también desembocan

en la destruccion celular .

Por lo tanto, los dafios que se originan estaran relacionados con la
sensibilidad de las células expuestas, pudiéndose diferenciar otros sindromes
secundarios relacionados con el sindrome de radiacién aguda (ARS, Acute

Radiation Syndrome), que trataremos mas adelante *'.

A nivel del SNC, las lesiones se centran en el cerebro y en la médula
espinal, situacion que podria tener importantes consecuencias clinicas.
Estudios de investigacidon han demostrado la aparicion de cambios transitorios

rapidos y frecuentes, inducidos por la radiacién, en el comportamiento tanto de
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roedores como de humanos expuestos a dosis efectivas comprendidas entre
3y7Gy*®.

Existe una gran cantidad de evidencias de que la respuesta del SNC tras
la radioterapia sigue un proceso de interaccion continuo y dinamico *°. Debido a
su localizacion anatomica, el SNC se ve afectado por la dosis de radiacion en
el tratamiento de tumores localizados en la cabeza, cuello, fraccidn toracica y
parte superior abdominal *°. En el caso de las ratas, disminuia la aversion al
gusto condicionada después de 3 dias tras una exposicion a una dosis de 3 Gy
de protones *°, y la actividad locomotora disminuia tras dos semanas de una
exposicion con protones a una dosis de 4 Gy ’. En la radioterapia en humanos,
se ha encontrado disfuncién cognitiva transcurridas tan soélo unas horas

después de la exposicion a una dosis de radiacién igual o menor a 10 Gy .

Los efectos bioldégicos como consecuencia de una radiacion ionizante
estan atribuidos a cambios quimicos inducidos en las moléculas, debido a una
absorciéon de energia. La exposicidon de tejidos a una radiacion con suficiente
energia, provoca la ionizacion de moléculas y por tanto un aumento en la
formacion de especies reactivas caracterizadas por contener uno o0 mas
electrones desapareados en su orbital atdbmico mas externo. Estas especies
alteradas quimicamente se conocen como radicales libres, y son lo
suficientemente reactivas como para cambiar la estructura y alterar la funcion

de las moléculas bioldgicas que se encuentren en sus proximidades *'.

Cuando este grupo de radicales se superpone sobre la hélice de ADN las
hebras seran dafadas, provocando dobles roturas que seran altamente
citotdxicas y que estaran relacionadas con alteraciones en la funcién y muerte
celular, como efectos de la radiacion ionizante. Estas lesiones en el ADN

resultantes de la radiacion ionizante tienen lugar en un periodo de 10 ms ***3.

Por lo tanto, es obvio el gran interés en la busqueda de agentes
protectores contra los dafios moleculares debidos a la radiacion ionizante, y en
concreto en lo referente a las moléculas que puedan reducir las lesiones del
ADN debido a los clusters, ya que este daino podria dar lugar a la aparicion de

cancer *'.
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En resumen, las consecuencias fisiopatolégicas de la radiacion se centran
en un mal funcionamiento celular debido a la formacién de especies reactivas
tanto de oxigeno como de nitrégeno (EROs y ERNSs), que se originan cuando la
radiacion ionizante penetra en los tejidos vivos. El resultado final sera la
disfuncién y eventual muerte celular, ya que interactuan con macromoléculas
de vital importancia como son el ADN, proteinas o componentes de las

membranas celulares 36444°,

Sin embargo, los efectos directos e indirectos de la radiacidon inician
asimismo una serie de vias de sefializacidn bioquimicas que podrian reparar
los dafios producidos, o culminar en constantes cambios fisiolégicos, o llegar a

la muerte celular “°.

NUCLEO
CITOPLASMA

MITOCONDRIA

Efectos
Directos

Efectos
Indirectos

Radiacion
Ionizante

MEMBRANA

Peroxidacion lipidica

- Oxidacion de proteinas
- Oxidaciéon de ADN

- Inactivacion de enzimas

Figura 2-4. Efectos directos e indirectos de la radiacién ionizante sobre macromoléculas.

Imagen modificada de Azzam y cols. i

La absorciéon de radiacion ionizante a través de las células vivas altera de
una forma directa las estructuras atdémicas, provocando cambios quimicos y
biologicos; de forma indirecta, a través de la radidlisis del agua celular, la

generacion de especies quimicas reactivas mediante la estimulacion de
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oxidasas y de la oxido nitrico sintasa. La radiacidon ionizante también podria
afectar a las funciones mitocondriales de wuna manera significativa,
contribuyendo asi a las alteraciones en lipidos, proteinas, ADN nuclear y ADN
mitocondrial (Figura 2-4) *®.

Se cree que las modificaciones bioquimicas tempranas que ocurren a lo
largo de un corto periodo de tiempo desde la exposicion, son las responsables
de la mayoria de los efectos de la radiacion ionizante en células de mamiferos.
Sin embargo, las consecuencias de los cambios oxidativos podrian comenzar a
aparecer durante dias o inclusos meses después de la exposicién inicial a la

radiacion debido a la continua generacion de EROs y ERNs °.

2.1.3.1 Efectos a corto plazo

Los efectos agudos de la exposicion a radiacion ionizante principalmente
incluyen la supresion inmune, disminucion de células hematopoyéticas, dafio
en las mucosas, e importantes dafnos potenciales a nivel de pulmén, higado,

rifiones y sistema nervioso central, que seran considerados mas adelante *°.

El higado juega un papel esencial en la radiosensibilidad, y como
consecuencia de su estructura funcional es capaz de soportar elevadas dosis
de radiacion, siempre y cuando se trate de una radiacién parcial. De lo
contrario, la irradiacién total del érgano dara lugar a un fallo en los hepatocitos
y a otras enfermedades relacionadas (RILD, “Radiation Induced Liver

Disease”), como podria ser la hepatitis *°.

2.1.3.2 Efectos alargo plazo

De manera general, los efectos biolégicos de una exposicion a radiacion
que mas preocupan a la sociedad son los posibles dafios genéticos y la
aparicion de cancer. En el caso de dafio genético en seres humanos, no se ha
demostrado ningun caso de enfermedad hereditaria causada por una
exposicién a radiacion. Por el contrario, en el caso de cancer se ha
comprobado la aparicidon de ciertos tipos de esta enfermedad, algunos afos

después de la irradiacion con dosis altas, superiores a los 100 rads (10 Gy). Se
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podria pensar que los efectos tardios producidos por dosis bajas de radiacion
se conocen bien, ya que un alto porcentaje de individuos estan continuamente
expuestos a estas fuentes naturales. Sin embargo, los efectos causados por
dosis inferiores a 0,1 Gy son imposibles de diferenciar de las frecuencias
espontaneas o de las que son originadas por factores quimicos o virales. Esta
falta de conocimiento ocasiona que la sociedad reciba una informacion

incompleta, e incluso errénea.

Los dafos celulares generados podrian adquirirlos las células vecinas, y
por tanto aparecen también en la progenie. Existe una amplia evidencia que la
exposicion de poblaciones celulares a radiaciones ionizantes, va a suponer

importantes cambios bioldgicos tanto en las células radiadas como en vecinas

no radiadas, lo cual pasara a siguientes generaciones *'*°.
Progenie
Radiacién Supervivencia ,
lonizante ° - Estrés oxidativo
@ Q‘Q - Cambios genético/epigenéticos
/ . (reordenamiento cromosémico, aumento

Muerte ) L
de mutaciones, amplificacion de genes,
aneuploidia, cambios en la expresién de

@\f genes, etc)

Células @ @
vecinas Y Q .
©

Efectos inducidos similares a los de la
progenie de las células irradiadas

Figura 2-5. Efectos de la radiacion ionizante.

Adaptado de Azzam y cols. 4

La radiacion ionizante induce efectos tanto en las células a las que puede
ir dirigida como en las células circundantes. Tras la exposicion a la radiacion la
comunicaciéon de moléculas inductoras de estrés desde las células irradiadas

propaga los efectos, entre ellos el estrés oxidativo, a las células vecinas y a su
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progenie. Los efectos inducidos de este modo podrian ser de naturaleza similar
a los observados en la progenie de células irradiadas (Figura 2-5) 48

Los cambios a largo plazo de la radiacién incluyen disfuncién, fibrosis y
cancer en un amplio rango de 6rganos y tejidos. Los recuentos sanguineos
pueden ayudar a gestionar el proceso de toma de decisiones desde el punto de
vista clinico. El sindrome hematopoyético es significativamente importante
frente a exposiciones parciales o totales del cuerpo, en una dosis superior a
1 Gy. La irradiacion de las células madre de médula 6sea y de sus células
progenitoras, supone un aumento exponencial en la muerte celular. Tras una
dosis de radiacién ionizante total de 2 o 3 Gy, los progenitores
hematopoyéticos presentan una capacidad limitada para dividirse durante el

proceso mitético >°.

Después de esta exposicidn podria darse una decadencia hematologica
pudiendo dar lugar a predisposicion a la infeccidn, sangrado y dificultad en la
cicatrizacion de heridas, entre otros. Otro de los fendmenos que se produce
tras la radiacién es la disminucion del recuento linfocitario. En un estudio
realizado en nuestro laboratorio sobre ratas, se comprobd que se produce una
disminucién del 50% en el recuento absoluto de linfocitos durante las primeras
24 horas tras la radiacién con 6 Gy, seguido por un descenso aun mas acusado

durante las siguientes 48 horas ™°.

2.1.4 Efectos especificos de la radiaciéon ionizante

En el caso de los tejidos, las células maduras que no estan en division
son relativamente radiorresistentes, pero las que se dividen dentro de un tejido
son radiosensibles, por lo que la irradiacion intensa puede matar un numero
suficiente de células para que el tejido se atrofie. La rapidez de esta atrofia
depende de la dinamica de la poblacion celular dentro del tejido afectado, es
decir, en érganos caracterizados por un recambio celular lento, como el higado
y el endotelio vascular, el proceso es tipicamente mucho mas lento que en
organos caracterizados por un recambio celular rapido, como la médula 6sea,
la epidermis y la mucosa intestinal. Por otra parte, también influye el volumen

de tejido irradiado ya que si es bastante pequenio, o si la dosis se acumula con
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la lentitud suficiente, la gravedad de la lesion puede reducirse notablemente por
la proliferacidon compensatoria de las células supervivientes >*. Se ha
comprobado que la exposicion a dosis bajas de radiacion ionizante causa una
mayor cantidad de estrés oxidativo que durante los procesos metabdlicos

normales del organismo °°.

Cuando la radiacion ionizante penetra en los tejidos vivos, se genera un
gran numero de radicales libres reactivos, que pueden reaccionar con
macromoléculas de vital importancia como es el ADN, proteinas o
componentes de membrana, dando como resultado final un dafo celular,
disfuncién y muerte. El dafio en el ADN es el factor mas importante en la

muerte celular **,

La radiacién y puede ser absorbida directamente por el ADN, provocando
la ionizacién de pares de bases y de la glucosa, en un mecanismo descrito
como efectos directos de la formacion de dafios simples y en tandem en el
ADN. También pueden inducirse lesiones en el ADN de tipo de
entrecruzamientos o roturas, los cuales, si ho se reparan de manera correcta,
podran ser las lesiones mas importantes en la induccion de anomalias

cromosomicas, mutaciones en genes y cancer.

Sin embargo, se estima que aproximadamente un 65% de los dafos en el
ADN se debe a los efectos indirectos procedentes de la formacion de radicales
libres, como los radicales OH’, que se generan a partir de la radidlisis de las
moléculas de agua que se encuentran alrededor, y que posteriormente
atacaran al ADN. Los danos en el ADN se acompanan de alteraciones en la
division celular, muerte celular, deplecién del “pool” de células, disfuncién de
los sistemas, y, siempre que la dosis de radiacién sea alta, el organismo podria

morir .
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Figura 2-6. Efectos bioldgicos directos e indirectos mas frecuentes de la radiacion ionizante

Aunque las células y los tejidos poseen sistemas enddgenos capaces de

la destoxificacién y eliminacién de productos procedentes de la radidlisis del

agua, al aumentar las EROs tras la exposicion a irradiacion, estos sistemas

endoégenos no son capaces de proteger a las células de los efectos tan

peligrosos que provocan los radicales libres. Finalmente, tanto dosis de

radiacion altas como bajas son susceptibles de provocar efectos a largo plazo

como disfuncion vy fibrosis en un amplio rango de 6rganos vy tejidos, pudiendo

desembocar en cancer °’.

2.1.4.1 Alteraciones sobre el higado

El higado es el segundo érgano mas grande del organismo y desempefia

un papel clave en las diferentes funciones metabdlicas y de sintesis. Su
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funcionamiento es esencial para la vida del organismo por sus importantes
funciones de eliminacion de productos toxicos, sintesis y almacenamiento de
nutrientes y su participacion en la digestion de alimentos por la produccion de
bilis.

El higado es un érgano muy importante en cuanto a los efectos bioldgicos
de la radiacién. Como consecuencia de su estructura funcional y de otras
caracteristicas, el higado es capaz de hacer frente a altas dosis de radiacion,
siempre y cuando se trate de una irradiacion parcial. De lo contrario la
irradiacion total del 6rgano conducira a una insuficiencia hepatocitaria, y

finalmente a la induccion de enfermedades como la hepatitis >°.

Aparte de los dafios genéticos, la peroxidacion lipidica también es
considerada uno de los eventos inducidos por la radiacion ionizante. Esta
peroxidacion se ha visto que aumenta en las mitocondrias del tejido hepatico
conforme lo hace la dosis de radiacién administrada *®. Los dafios mas
caracteristicos que aparecen se localizan a nivel de las membranas celulares, y
supondran una inactivacion de proteinas o la generacion de dafnos en el ADN

que pueden conducir posteriormente a la muerte celular.

2.1.4.2 Alteraciones del comportamiento y el aprendizaje

La circunvolucién dentada o giro dentado (gyrus dentatus) del hipocampo
es una de las regiones del cerebro de los mamiferos que continta produciendo
neuronas en edad adulta. Dentro del hipocampo, las funciones relativas a la
memoria estan asociadas con las principales células que participan en su
formacion: células piramidales y células granulares del giro dentado. Las
células granulares de nueva formacién se producen a partir de células madre o
precursoras de neuronas que son mitéticamente activas en la zona
subgranular. Esta produccién de nuevas células se presenta en el mamifero

adulto *°,

Por lo tanto, el hipocampo se considera un lugar importante para la
neurogénesis, y hay estudios que demuestran que este proceso disminuye tras

la irradiacion tanto en ratas como en ratones ®. La exposicion neuronal a la
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radiacion podria inducir un amplio rango de consecuencias funcionales, incluido
el deterioro cognitivo. Aunque la patogenia de esta disfuncién no es clara, se
indica que las células precursoras de las neuronas del hipocampo podrian estar

relacionadas.

Cualquier agente que darfie estas células precursoras, como la radiacién
ionizante, puede tener un importante impacto sobre la neurogénesis y sobre las
funciones cognitivas especificas asociadas con el hipocampo. La radiaciéon
ionizante sera capaz de generar radicales libres y especies reactivas de
oxigeno en las células, rompiendo el balance vital del organismo entre agentes
oxidantes y antioxidantes ®'. El aumento de la susceptibilidad al estrés oxidativo
como efecto a largo plazo, y la respuesta inflamatoria son factores que
contribuyen a los déficits neuroquimicos y conductuales que se veran reflejados
en el proceso normal de envejecimiento, asi como en la progresion de

enfermedades neurodegenerativas.

El grupo de trabajo de Manda, en 2008, realiz6 un estudio en ratones a
los que se les sometia a una exposicion a radiacién ionizante de 1,5 Gy. Se
observo una disminucidn de la memoria espacial y un aumento significativo del
estrés oxidativo a nivel del cerebelo y del cortex frontal de los ratones

irradiados, frente a los ratones control que no recibian radiacion *°.

La mayoria de los cambios sobre el comportamiento inducidos por
radiacion aparecen rapidamente y suelen ser transitorios. Por ejemplo, en el
ser humano aparecen sintomas de fatiga y debilidad tras una exposicion a
rayos X de dosis baja (1 Gy). Sin embargo, un dia después de la exposiciéon a
una dosis de 5 Gy aparecen problemas a nivel de memoria y desorientacion en
el aprendizaje. En el caso de pacientes sometidos a radioterapia, bajo unas

dosis de 10 Gy, las funciones cognitivas se degradan en un periodo de horas .

El papel del cerebelo en el aprendizaje espacial también ha sido
estudiado en modelos animales genética y no genéticamente lesionados,
sometidos a la prueba de Morris para el estudio de las posibles alteraciones de
su capacidad de memoria y aprendizaje. Los grupos experimentales del trabajo

se dividian en: a) ratas con genes mutados, b) ratas con lesién a nivel de la
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corteza cerebral o del nucleo dentado, y c) ratas a las que se elimind un
namero determinado de células de Purkinje, confirmando finalmente Ia
hipotesis de que cualquier dano en el cerebelo puede causar un déficit
cognitivo independientemente del control motor. Los resultados de las ratas con
lesion cerebral también confirman las alteraciones a nivel de memoria y del
aprendizaje frente a este tipo de laberintos. Ademas, estos resultados
relacionan los problemas de aprendizaje en ratas y ratones con las deficiencias
en las funciones visual-espaciales en pacientes con atrofia cerebelosa. El
déficit espacial puede estar atribuido a la alteracién de la actividad metabdlica

relacionada con las vias cerebelosas .

2.1.4.3 Alteraciones sobre parametros sanguineos

La médula ésea es un tejido ubicado en el interior de los huesos y se
encarga de producir las células sanguineas, tanto eritrocitos como leucocitos.
La mayoria de los pacientes con cancer reciben radioterapia que en ocasiones
podra tener efectos secundarios como es el sindrome de la insuficiencia de la

meédula 6sea, como consecuencia de la irradiacion de tejidos normales 63,

Las células hematopoyéticas de la médula Osea tienen una gran
sensibilidad a la radiacion y su deplecién con una dosis baja es suficiente para
causar granulocitopenia y trombocitopenia en un periodo de tres a cinco
semanas. Si la dosis es mayor, estas disminuciones en el recuento de
granulocitos y plaquetas pueden ser lo bastante graves para originar
hemorragia o una infeccién mortal °°.

El sistema hematopoyético es uno de los érganos mas sensibles a la
radiacion debido a su alto nivel de renovacion celular. Una dosis baja de
radiacion aguda puede afectar y suprimir las células. Existe una relacién entre
la dosis y la circulacidon de células hematopoyéticas, inducida por la exposicion
a la radiacion ionizante, ya que se produce una reduccion en la produccion y
distribucion de células por parte de la médula 6sea, y un aumento en la

apoptosis de las células maduras 4.
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Una dosis de radiacién ionizante superior a 1 Gy en los seres humanos,
supone un importante riesgo para la médula ésea y el sistema hematopoyético,
y con el tiempo provocara alteraciones sobre la funciéon inmune, un aumento de
la susceptibilidad a la infeccion y variaciones sobre el proceso hemorragico a
nivel interno y externo. Por lo tanto, debido a este dafio en las células
progenitoras se va a dar un descenso tanto de gldbulos rojos nuevos como de
glébulos blancos, lo cual podremos apreciar unas semanas después de la
exposicion a radiacion. El descenso en el numero de plaquetas impedira la
coagulacion sanguinea y en estas condiciones cualquier hemorragia podria
resultar fatal. La escasez de células sanguineas puede provocar como
resultado final la muerte del individuo ®. La disminucién en el recuento de
plaquetas se dara por lo general de 5-10 dias después de la exposicion a una
dosis de radiacion ionizante leve o moderada. La duracion de la
trombocitopenia se relaciona directamente con la dosis de radiacion ionizante y

la utilizacion de plaquetas en los sitios de sangrado activo e,

En un trabajo previo realizado por nuestro equipo en ratas observamos
que tras la exposicidén a rayos X (6 Gy) se produce un descenso en el numero
de leucocitos durante las 6, 24, 48 horas y 16 dias, sin embargo el descenso en
el numero de glébulos rojos y plaquetas solamente se produce a los 16 dias
post-irradiacion. La ingestion ad libitum de mosto de uva, durante una semana
antes y 2 semanas después de la radiacion, con rayos X indujo un aumento

tanto de leucocitos como de eritrocitos '°.

Cuando se observa el dafio agudo causado por radiacion en sangre
periférica, manifestado por alteraciones en el recuento sanguineo, se debe
aislar a la persona irradiada para evitar infecciones, en caso necesario
transfundir plaquetas y, para casos severos, el unico tratamiento posible sera el

trasplante de médula ésea.

En un estudio realizado en el que la dosis de radiacion gamma era de 2 a
4 Gy, se obtuvieron resultados relacionados con un aumento de concentraciéon
plasmatica de colesterol, triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad (LDL) en

el grupo de ratas irradiadas, mientras que la cantidad sérica de albumina,
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globulinas totales o lipoproteinas de alta densidad (HDL) disminuian

significativamente respecto al grupo control de ratas sin irradiar "°.

Otros trabajos han estudiado la variacion de determinados marcadores
biolégicos en funcidn del tipo y la dosis de radiacion administrada. En un
estudio realizado en ratas sometidas a una dosis de radiacion gamma de 6 Gy,
se llego a la conclusién de que parametros como el peso corporal, el indice de
glébulos rojos y blancos, la concentracion de hemoglobina, el porcentaje de
hematocrito o el porcentaje de glutation reducido (GSH), disminuian

significativamente en las ratas irradiadas respecto a las ratas control "

2.1.4.4 Efectos cancerigenos

El potencial carcinogénico de la radiacion ionizante fue reconocido poco
después del descubrimiento de los rayos X por Roentgen en 1895. La primera
constatacion de la aparicion de cancer de piel fue publicada en 1902 y el primer
caso de leucemia en trabajadores expuestos a la radiacion fue informado en

1911, debido a las altas dosis de radiacion a las que eran expuestos 2.

Tanto los tumores benignos como los malignos inducidos por la radiacion
no tienen ningun rasgo que les diferencie de los producidos por otras causas, y
se caracterizan porque tardan mucho tiempo en manifestarse. Es mas, el
origen de estos tumores tiene lugar tras exposiciones a unas dosis de radiaciéon
relativamente alta, dependiendo a su vez, tanto del tipo de neoplasia originada,

como el sexo o la edad de las personas expuestas.

Los efectos cancerigenos de la radiacion y sus mecanismos moleculares
no se conocen con exactitud, aunque se piensa que pueden ser parecidos a los
de los compuestos quimicos. Se sabe que en la mayoria de los casos se puede
incluir activacién de oncogenes y/o activacion de genes supresores de tumores,
aunque como ya hemos dicho ello dependera de las condiciones en las que se

da la exposicién .
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2.1.5 Sindrome de radiacion aguda (ARS)

El sindrome de radiacion aguda (acute radiation syndrome, ARS), también
conocido como enfermedad por radiacion, es causado por la exposicion de un
cuerpo a una dosis alta de radiacion ionizante en un corto periodo de tiempo. El
tiempo que tarda en aparecer este sindrome depende de la dosis recibida, pero
incluso a dosis muy bajas es capaz de causar enfermedad en cuestién de

horas o dias ",

Como ya hemos comentado, los dafos que se originan estaran
relacionados con la sensibilidad de las células expuestas, pudiéndose
diferenciar al menos tres sindromes relacionados con el ARS: sindrome

hematopoyético, sindrome gastrointestinal y sindrome neurovascular %67,

Este sindrome se desarrolla después de la irradiacién total o parcial de un
cuerpo a una dosis relativamente alta (por encima de 1 Gy en los seres
humanos). Las lesiones de tejidos normales inducidas por la radiacién ionizante
varian en funcion del 6rgano diana y del tipo de células. Entre los érganos y
células con alta sensibilidad a la radiacion destacamos la piel, el sistema

hematopoyético, el intestino, las células germinales y el sistema vascular.

La exposicién a radiaciones ionizantes causa danos al ADN, proteinas y
lipidos en células de mamiferos, asi como una mayor generacién de EROs en
mitocondrias. Esto conlleva la alteracion de procesos como la detencion del
ciclo celular, la apoptosis, y el origen de respuestas relacionadas con el estrés
oxidativo. Las roturas en el ADN de doble cadena son una lesion primaria letal
inducida por este tipo de radiacion. La respuesta celular al dafio es compleja y

se basa en la activacion simultanea de un nimero de redes de sefalizacion .

La exposicion a radiacién aguda en un rango entre 1 y 8 Gy conduce a
una disminucién en el ndmero de células sanguineas . En la franja mas
elevada de este rango, el recuento continda disminuyendo debido a la
desaparicion de la médula 6sea y sus células madre/progenitoras. Las células
sanguineas también disminuyen de numero con dosis mas bajas, hasta que las

células precursoras sobrevivientes proliferan para restablecer la homeostasis.
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Durante este periodo de disminucion de las células de la médula ésea, los

seres vivos presentan un mayor riesgo frente a infecciones y hemorragias "°.

En comparacion con el sindrome hematopoyético, el sindrome
gastrointestinal es inducido por una dosis de irradiacién superior. En este caso
la barrera gastrointestinal estara dafiada a causa de deshidratacion y aumento
de bacterias, debido a las grandes cantidades de agua y electrdlitos perdidos
del cuerpo. Esta infeccion oportunista puede traducirse en sepsis, la principal
causa de mortalidad durante las primeras fases de la radiacién inducida por el
sindrome hematopoyético, debido a un bajo recuento de neutrofilos y un
aumento de la translocacion bacteriana a través de la mucosa gastrointestinal.
Esto puede complicarse por la existencia de trombocitopenia y la hemorragia
resultante, asi como los fallos del sistema inmunolégico que resultan de la

apoptosis de los linfocitos y linfopoyesis disminuida ®*.

Ademas de las intervenciones terapéuticas y de diagndstico, la exposicion
a dosis subletales de radiacion para la poblacién también puede darse en

situaciones como accidentes radiolégicos o ataques terroristas .

Dependiendo de la exposicién, el area y la dosis recibida, la exposicion a
radiacion va suponer una serie de efectos nocivos, incluyendo ARS, en el
periodo inmediatamente posterior a la radiacion ®'. En resumen, el ARS se
define perfectamente en funcion de la dosis de radiacién que va a afectar a
organos y principalmente a tejidos que contienen células que proliferan

rapidamente 3682,

2.1.6 Aplicaciones de laradiacion: Radioterapia

Las aplicaciones de las radiaciones ionizantes pueden englobarse en dos
campos: en el ambito industrial, para produccion de energia, conocer la
composicién de determinados materiales o para la esterilizacion de alimentos, y
en el ambito médico para estudios diagndsticos asi como investigacion de las
funciones normales y patolégicas del organismo (radiologia, radioterapia y

medicina nuclear).
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Las diferencias en el comportamiento y en la biologia de determinadas
especies en relacion con los seres humanos, son factores que inevitablemente
afectan al tiempo de exposicion, asi como al umbral de la dosis aplicada. Por
otra parte, la distribucion de dosis en el tiempo (dependiendo del tipo de
radiacion) también puede ser diferente, y por lo tanto se debe tener en cuenta
las posibles implicaciones y limitaciones que deben considerarse a la hora de

extrapolar las técnicas a los seres humanos .

También es necesario el desarrollo de nuevos farmacos y metodologias
para el estudio de tratamientos que presenten una amplia gama de
posibilidades, y poco a poco poder conocer las lesiones inducidas por la
radiacion. De la misma manera, existe la necesidad de desarrollar métodos
rapidos y precisos para guiar las decisiones clinicas de los tratamientos, y para

saber la cantidad exacta de radiacion que hay que aplicar a los individuos 3%

La eleccion de modelos animales adecuados, asi como de un numero
suficiente de animales para la experimentacion, supone un factor limitante a la
hora del desarrollo de agentes radioprotectores y terapéuticos mejorados que

contribuyan a prevenir las lesiones provocadas por la radiacion.

El desarrollo de modelos animales para la evaluacion de este dafo
causado por la radiacion, debe considerar los efectos de la edad, el género, la
supresion inmune, y la aparicion de infecciones y lesiones combinadas.
Muchos autores han administrado via intraperitoneal las sustancias utilizadas
para el tratamiento, ya que es un procedimiento muy sencillo y la exposicion al
compuesto se maximiza. Sin embargo, es probable que soélo sean aceptables
las administraciones por via oral, subcutanea e intramuscular para la
dosificacion humana. En el raton comunmente se prefiere la administracion via
subcutanea, debido a la falta de puntos de inyeccion intramuscular, mientras

que en primates no humanos la via intramuscular es mas facil de acceder ®°.

El principio basico de la radioterapia es causar suficiente dafio a las
células cancerosas como para provocar su muerte, y a la vez que los tejidos
sanos sufran el menor dafio posible. Sin embargo, la radiacion causa dafios

inevitables a las células normales debido a efectos secundarios adversos. El
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grado de estos efectos secundarios dependera de la dosis de radiacién
ionizante aplicada y de la sensibilidad de los érganos irradiados %°. Por otra
parte, el uso de radiacion de particulas cargadas para tratar el cancer y las
enfermedades no malignas del sistema nervioso central representa una
necesidad adicional para la comprension de las consecuencias del

comportamiento de la exposicion a la radiacion 9%,

Por lo tanto, los efectos de la radiacion ionizante sobre individuos sanos,
depende de la tasa y de la dosis total de radiacion a la que han sido expuestos.
Como habiamos indicado, una dosis alta en general es perjudicial para el
organismo, pudiendo provocar apoptosis, dafios en el ADN y transformacion de
células sanas en células cancerosas. Sin embargo, una exposicion a bajas
dosis de rayos X o radiacién y (menor a 0.2 Gy), puede llegar a ser beneficioso
para organismos vivos y se manifiesta mediante un aumento en la respuesta
adaptativa, estimulacion de las funciones inmunoldgicas, la prevencion y cura
de enfermedades y en general una prolongacion de la vida . La prevencién o
el tratamiento con radioterapia, mejora la calidad de vida e incrementa la

posibilidad de curacién del cancer mediante la intensificacion de las terapias.

En resumen, estos numerosos usos de la radiacion ionizante y de los
materiales radiactivos pueden ayudar a la sociedad de multiples maneras. Pero
siempre se deben sopesar los beneficios de cada uso con sus riesgos, de
manera que los beneficios siempre deben superar a los riesgos cuando se trate

de utilizar la radiacion ionizante 3.

2.2 Comportamiento y aprendizaje animal

2.2.1 Introduccién

El comportamiento animal puede definirse como el “conjunto de procesos
observables por medio de los cuales un animal responde a los cambios
percibidos del estado interno de su cuerpo o de su entorno” 8. El término inglés
behaviour (o behavior en su variante americana) denota en espafol los dos
conceptos de comportamiento y conducta. Esta duplicidad ha motivado la

existencia de controversias acerca del significado de ambos términos, que en
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muchos casos se utilizan indistintamente, si bien al hablar de conducta
podriamos en psicologia humana estar refiriéndonos a un determinado

conjunto de comportamientos 8%,

En la presente memoria utilizaremos exclusivamente el término

comportamiento.

Denominamos aprendizaje a los procesos de adquisicién, mantenimiento
y cambio del comportamiento de un animal como resultado de las experiencias

alo largo de su vida *'.

El analisis experimental del comportamiento intenta controlar y alterar los
factores que afectan al comportamiento a fin de comprender la regulacion del
mismo. Su aplicacién se basa en un enfoque integral cuyo principal objetivo es
el descubrimiento de los principios que gobiernan el comportamiento, y asi

poder controlar los factores que lo determinan.

En el caso del analisis del comportamiento es importante tener en cuenta
las relaciones de éste con el medio ambiente, y asi poder estudiar como el
organismo modifica su comportamiento para satisfacer las demandas. Se
denomina condicionamiento al aprendizaje de nuevas formas de
comportamiento que surgen en un animal ante los cambios que se producen en

su entorno %,

La principal funcion del sistema nervioso es la integracion de sefales
aferentes para posibilitar la emision de sefiales eferentes que expresen
finalmente los diferentes comportamientos del animal. Por lo tanto, el principal
objetivo de los trabajos de neurociencia que estudian el comportamiento de
animales de laboratorio es la comprension del como los procesos moleculares
del sistema nervioso han llegado a originar un determinado comportamiento, y
de como los cambios en estos procesos pueden llegar a originar diferencias en

el comportamiento.

Con el objeto de limitar el ambito de esta introduccién al analisis
experimental del comportamiento, los tipos de comportamiento analizados en la

rata en la presente memoria han sido dos: a) comportamiento motor, esto es, la
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actividad general locomotora y exploratoria, y b) comportamiento cognitivo,

relacionado con la memoria y el aprendizaje.

Diferentes estudios han demostrado que el comportamiento cognitivo y
motor en la rata de laboratorio son esenciales para la supervivencia. La rata es
un excelente modelo para el estudio del comportamiento y de las estructuras

cerebrales que rigen el aprendizaje %.

El aprendizaje es un mecanismo que permite la adaptaciéon del
comportamiento a los cambios temporales del medio ambiente de forma flexible
y rapida. Sin embargo, existen restricciones especificas de la especie con
relacion a las capacidades de aprendizaje. Una de estas restricciones esta
relacionada con los estimulos que el animal puede percibir. Los estudios
demuestran que ciertos estimulos provocan un determinado comportamiento

en la especie, incluso sin la existencia de experiencia previa .

El conocimiento de la neurobiologia del aprendizaje y de la memoria ha
sido de gran interés y objeto de muchos estudios desde hace ya varias
décadas. Por lo general se suele dividir el aprendizaje en asociativo y
observacional. En los ultimos afos se han realizado grandes avances en los
estudios sobre las bases neuronales del aprendizaje asociativo, aunque sigue
habiendo muchas dudas. Aprendizaje y memoria son dos procesos muy
relacionados entre si, y ademas presentes en muchos otros mecanismos
cerebrales, pudiendo originar cambios adaptativos en el comportamiento de los
organismos. Cuanto mas irregular y cambiante es el entorno que rodea al
animal mas plastico debe ser el comportamiento, de manera que cuanta mas
capacidad de plasticidad y cambio tenga el sistema nervioso de un organismo,
mas posibilidad de aprendizaje tendra. Esta plasticidad es reflejo a su vez de la
que caracteriza a las neuronas y al sistema nervioso de los organismos. Por
tanto, el aprendizaje puede considerarse como un cambio en el sistema
nervioso que resulta de la experiencia y que origina cambios duraderos en la

conducta de los organismos %.
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2.2.2 Estructuras encefdlicas relacionadas con el aprendizaje

Existe acuerdo en que el soporte principal de la memoria como base para
el aprendizaje y la manifestacion del comportamiento cognitivo se encuentra en
tres lugares clave localizados en el diencéfalo: hipocampo, corteza prefrontal y
corteza retrosplenial %°. La mayoria de las publicaciones que describen el papel
del diencéfalo medial en la memoria resaltan la importancia de las aferencias

que llegan a esta regién, procedentes del hipocampo.

En esta introduccién destacaremos a continuacion aquellas estructuras
neurales asociadas al comportamiento cognitivo, como son la corteza
retrosplenial y el hipocampo % junto con estructuras mas relacionadas con el
comportamiento motor, como el cerebelo y los ganglios basales, en particular el

nucleo estriado ¥’.

Corteza de asociacidn Corteza retrosplenial

2 Hipocampo
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Figura 2-7. Regiones del encéfalo de la rata implicadas en el aprendizaje cognitivo.

Adaptado de Vann y cols. %.
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Corteza
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Figura 2-8. Principales estructuras cognitivas en el cerebro del ratén (Brain Explorer 2, Allen

Institute for Brain Science).

2.2.2.1 Corteza retrosplenial

La corteza retrosplenial (CRS) representa la regidbn mas caudal de la
corteza cingulada que rodea al cuerpo calloso en primates, pero en roedores
comprende toda la corteza cingulada posterior. La CRS esta relativamente
poco investigada, pero su papel se relaciona con las funciones cognitivas.
Pacientes con lesiones en esta region presentan desorientacion topografica y
deficiencias de aprendizaje . La CRS es uno de los componentes de la red
neuronal por defecto, un sistema interconectado de regiones cerebrales
responsable de gran parte de las actividades desarrolladas por la mente que se
encuentra activo no sélo durante el recuerdo sino también mientras el individuo
efectua tareas internas como ensonacion, prevision del futuro, o comprobacién
de emociones *°. En la rata, las lesiones de la CRS impiden la ejecucién de
tareas de memoria espacial, memoria de trabajo alocéntrica, memoria

egocéntrica y tareas en las que los animales deben detectar si una
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determinada disposicion espacial es nueva o familiar '%.

En relacion al
aprendizaje y memoria espacial, las funciones de la CRS se solapan en gran
medida con la corteza hipocampica-parahipocampica. La presencia de las
llamadas células de direccion en la CRS, células implicadas en la navegacion,

| 191 Estas células se activan

apoya el papel de la CRS en la cognicién espacia
cuando la cabeza del animal apunta en una direccion determinada, y se
encuentran también en la regidon parahipocampica, en particular en el
presubiculo, subiculo y corteza entorrinal, que presentan conexiones
reciprocas con la CRS y reciben entradas desde la zona CA1 del hipocampo.
La CRS recibe asimismo informacion directa desde el subiculo y la zona

CA1 102,103‘

2.2.2.2 Hipocampo

El hipocampo (Figura 2-9) es una estructura cerebral que pertenece al
sistema limbico y se encuentra bajo el I6bulo temporal medial, por debajo del
talamo, a cada lado del cerebro. En ocasiones se agrupa a otras estructuras

adyacentes, incluyendo el giro dentado, el subiculo y la corteza entorrinal.

Figura 2-9. Seccion transversal y eje septotemporal del hipocampo de la rata mostrando su
estructura zonal.

Adaptado de Andersen y cols. '
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Las funciones del hipocampo se asocian a la consolidacién de la memoria
y el aprendizaje. El hipocampo es la estructura fundamental de la memoria
explicita, es decir la que se adquiere a través de las experiencias vividas, lo

cual se fundamenta en la plasticidad que presentan sus neuronas.

La comprensién de los mecanismos a través de los cuales la formacion
del hipocampo influye sobre la memoria, depende de la informacion detallada
sobre el flujo de informacién sensorial que hay a través, en el exterior y en el
interior de las diferentes partes que conforman esta region cerebral '°. En la
Figura 2-10 se representan las principales conexiones del hipocampo en el
cerebro humano. Las conexiones aferentes (flechas rojas) de la circunvolucién
del cingulo y de la amigdala convergen en la corteza entorrinal (circunvolucién
parahipocampica) y conectan con el hipocampo mediante un circuito
polisinaptico (flechas negras) desde el dentado hasta el subiculo, con salidas
de vuelta a la corteza entorrinal. Las conexiones eferentes (flechas
discontinuas) se efectuan principalmente a través del fornix hacia el nucleo

anterior del talamo, nucleos septales y cuerpo mamilar.

Circunvolucién
del cingulo

Corteza prefrontal
Talame

(ndcleo anterior)
Férnix
Cingulo

Amigdala

Dentado e
hipocampo

Subiculum Corteza entorrinal

Figura 2-10. Principales conexiones del hipocampo en el cerebro humano.

Adaptado de Kasper y cols. .

Se ha comprobado que en el ser humano, el sistema hipocampico se

asocia a la memoria episoddica y a la espacial, de tal manera que un dafio en
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esta zona supondra problemas para el individuo a la hora de ubicar un objeto

en un ambiente dado .

El hipocampo puede funcionar como una via para la memoria, a través de
la cual los nuevos recuerdos deben pasar antes de su almacenamiento
permanente en el cerebro. Una lesién bilateral del hipocampo puede resultar en
una amnesia anterograda es decir, la pérdida de la capacidad para formar

nuevos recuerdos, aunque los recuerdos antiguos permanecen estables.

Una lesidn en el hipocampo produce amnesia anterograda, es decir, de
los acontecimientos que tienen lugar después de la lesion, afectando asi a los
recuerdos de hechos especificos, pero no afecta al aprendizaje de nuevas

capacidades o habilidades.

La exposicidon del organismo a agentes exogenos, tales como las
radiaciones ionizantes, podria tener un impacto sobre la tasa de poblacién de
células del hipocampo y en ultima instancia sobre las funciones cognitivas
asociadas con el mismo. La radiacion ionizante actualmente utilizada en la
radioterapia puede resultar en lesiones significativas en determinadas
estructuras cerebrales, aunque las neuronas postmitéticas del SNC adulto
tradicionalmente se ha venido considerando que no tienen un papel principal en

la patogénesis de la radiacion '%’.

Las neuronas y glia del hipocampo se forman prenatalmente por division
de las células de la capa neuroepitelial, también llamada zona germinal

ventricular, inmediatamente adyacente al ventriculo lateral.

Sin embargo, las células granulares del giro dentado se forman por
division de células germinales que emigran desde la capa neuroepitelio hasta el
primordio del giro dentado a través de la fimbria ya desarrollada, donde
proliferan y generan las células granulares. Durante la etapa prenatal, la capa
neuroepitelial va disminuyendo hasta desaparecer. Postnatalmente, las células
proliferantes estan localizadas en la zona subpial, zona subgranular, e hilus del
giro dentado. En animales adultos permanece la zona subgranular como fuente

de produccién de células granulares, aunque de forma reducida.
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El giro dentado de la rata posee aproximadamente 600.000 células
granulares. Estas pequefias neuronas se generan durante un periodo
prolongado que va desde el dia 14 de gestacion hasta unos dias después de la
segunda semana postnatal. La mayoria de las células pasan a través de su
ultima fase de sintesis de ADN en el periodo postnatal y, justo en el pico del
periodo de generacion de células (entre el quinto y séptimo dia posterior al

nacimiento), se forman mas de 50.000 células granulares al dia.

El estudio final de la localizacion de las células granulares las situa en tres
etapas diferentes del gradiente morfogenético del giro dentado. Las células de
la lamina dorsal tienden a formarse antes que los de la ventral, las células de
las porciones mas caudales se generan antes que las de porciones caudales; y
las regiones de neuronas mas superficiales del estrato granuloso se forman

antes que las que se localizan mas profundamente '%.

Se ha podido observar que la neurogénesis en el cerebro adulto esta
regulada de manera positiva 0 negativa por diferentes mecanismos. Existen
factores tanto internos (expresion de genes, moléculas, factores de
crecimiento, hormonas y neurotransmisores) como externos (estimulos
ambientales y farmacologicos) que participaran en esta regulacion de la

neurogénesis.

En los mamiferos, el SNC genera nuevas neuronas durante toda la vida.
La mayoria de estas neuronas, células granulares y perigranulares, se originan
en la zona subventricular del cerebro que recubre los ventriculos laterales, y

progresan a través de la via migratoria rostral hacia el bulbo olfatorio.

Se han identificado dos grandes regiones de neurogénesis en el cerebro
postnatal: una es la ya citada zona subventricular del ventriculo lateral anterior
y la otra es la zona subgranular, una zona de la capa de las células granulares

en el giro dentado del hipocampo '%°.

Se ha demostrado que la formacién del hipocampo es esencial para que
tenga lugar el aprendizaje, en diferentes especies de roedores. También se
comprobé que ante determinados efectos adversos, como puede ser la

radioterapia, tiene lugar un descenso de la neurogénesis en el hipocampo que
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sera dependiente de la dosis que se aplique. Un ambiente favorable, asi como
ejercicio y aprendizaje de nuevas actividades o habilidades, mejoran la
neurogenesis en el cerebro de ratas y ratones. De esta manera, las nuevas
neuronas generadas en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo

participaran en el procesamiento de memoria.

Sin embargo, el papel de la neurogénesis del hipocampo adulto sobre el
aprendizaje y la memoria sigue siendo una controversia. Se han estudiado
muchos aspectos como el rendimiento de la memoria de trabajo, el aprendizaje
contextual y el aprendizaje o memoria espacial. Por ejemplo, la irradiacién
experimental en ratones provoca una inhibicion del deterioro de Ia
neurogénesis en actividades de reconocimiento de lugares que no se observa

en actividades de memoria espacial como es el laberinto de Morris °.

El deterioro cognitivo se atribuye principalmente a una disminucion en la
capacidad de aprender y memorizar nuevas tareas y nueva informacion.
Estudios en modelos animales sugieren que este déficit podria ir asociado a
una disminucion en la proliferacion y supervivencia de las células granulares
del hipocampo. Se comprobd que, tras la irradiacion total del cerebro de ratas
con una dosis de radiacion de 0 a 30 Gy, los deterioros de la memoria
asociativa debidos a la irradiacion dependen del hipocampo, de manera que va
acompanado de una disminucion en la neurogénesis de las células granulares,
las cuales podrian estar implicadas en el normal funcionamiento de la

memoria M.

En el caso de pacientes adultos, se observo que después de tratamientos
con quimioterapia y radioterapia craneal, aparecen frecuentemente déficits
neurocognitivos y cambios olfativos. Estas alteraciones podrian deberse al
dafio producido en las células madre neuronales (NSC) de la zona subgranular
del giro dentado del hipocampo y la zona subventricular que revisten los
ventriculos laterales del cerebro anterior. En mamiferos adultos, las NSC estan
continuamente generando nuevas neuronas, que son reclutadas al giro

dentado y al bulbo olfatorio '"".
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El déficit en la memoria espacial se comprobé mediante un estudio de
seguimiento en ratones transgénicos a los que se les interrumpia la
neurogénesis. Sin embargo, la relevancia funcional de la neurogénesis adulta
en el olfato, sigue sin estar clara. Algunos estudios han sugerido que estas
nuevas neuronas no son necesarias para el olfato, mientras que otros autores

las relacionan con una serie de funciones olfativas.

Estas controversias pueden resultar de la utilizacion de diferentes
técnicas de ablacién, que afectan tanto a regiones del giro dentado como del
bulbo olfatorio. Para asignar determinadas funciones de comportamiento para
cada sistema neurogénico, existen técnicas precisas que interrumpen la
neurogénesis adulta en areas especificas del cerebro. La irradiacién focal de la
zona subventricular conduce a una pérdida de determinados tipos celulares,
que va a depender de la dosis administrada. Se realizdé un estudio en ratones
adultos a los que se les interrumpia esta formacion de nuevas neuronas en el
bulbo olfatorio pero sin afectar al resto del cerebro ni al cuerpo, observando
gue no era necesario un reclutamiento continuo de las neuronas neoformadas
para los test de cualquiera de las funciones olfatorias, excepto para la memoria
olfativa a largo plazo que se veria afectada por esta irradiacién de la zona

subventricular de los ratones .

El envejecimiento esta relacionado con deterioro del aprendizaje

espacial 11#113

, 'y esta reflexion de deterioro cognitivo se ha atribuido a una
deficiente codificacion de la informacion por parte de las neuronas del
hipocampo. Para analizar como se procesa la informacion espacial, los
investigadores han registrado las células del hipocampo cuando una rata se
comporta libremente ocupando determinados lugares en un entorno. La
codificacion espacial de estas células se altera en las ratas de edad mas
avanzada, en cuanto a una serie de parametros experimentales ''*. Estas
anomalias estan relacionadas con el grado de deterioro del aprendizaje

espacial '"°.
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2.2.2.3 Cerebelo

El cerebelo es, después del cerebro, la porcion mas grande del encéfalo.
Consta de dos hemisferios cerebelosos y una parte intermedia denominada

vermis.

Actua de manera inconsciente en la regulacién de la coordinacién de la
actividad muscular, el mantenimiento del tono muscular y la conservacion del
equilibrio, de manera que compara la actividad de la corteza motora con la
informacion  propioceptiva que recibe de musculos, tendones 'y

articulaciones '8,

También el cerebelo envia informacion a la corteza cerebral motora para
inhibir la musculatura antagonista y estimular los musculos agonistas,
permitiendo hacer mas fluidos y precisos los movimientos voluntarios. Otra
funcidn en la que participa el cerebelo es el mantenimiento del equilibrio y
posicion del cuerpo, por las conexiones que mantiene con el sistema vestibular

y por las modificaciones que puede realizar del tono muscular.

Sin embargo, en los ultimos afos, en los resultados obtenidos en diversos
estudios clinicos, neuroanatdmicos y de neuroimagen funcional, se ha
demostrado que el cerebelo en el ser humano también tiene una relevante
funcién en el procesamiento emocional y cognitivo. Ademas, las alteraciones
observadas en la estructura y conexién del cerebelo, proporciona nuevos
conocimientos para una mejor comprension de la fisiopatologia de diversos

trastornos mentales .

Recientemente se han identificado rutas entre los nucleos dentados del
cerebelo y la corteza cerebral rostral a través del talamo, circuitos que sugieren
una funcién del cerebelo en el funcionamiento motor a nivel frontal y prefrontal.
La alteracion de la morfologia y conectividad del cerebelo, en particular estas
proyecciones cerebelotalamocorticales, se ha visto implicada en alteraciones
motivacionales y cognitivas en la rata, reduciendo la motivacion en el

condicionamiento operante y el comportamiento exploratorio '’

41



Comportamiento y aprendizaje animal

2.2.2.4 Nucleo estriado

El nucleo estriado esta formado por tres estructuras: caudado, putamen y
globo palido, y su funcién, al igual que el cerebelo, esta relacionada con la

regulacion del movimiento corporal.

El estriado se reconoce como la principal via de entrada de informacion
hacia los ganglios basales, que forman parte de un sistema funcional mayor
constituido por el nucleo estriado, el subtalamo y la sustancia negra. Por lo
tanto, una lesidbn en cualquiera de estas estructuras puede provocar

alteraciones en el control del movimiento.

La dopamina es una catecolamina y monoamina que actua como
neurotransmisor del sistema nervioso central, cuya funcion principal se
relaciona con el aprendizaje por recompensa ''®. En un trabajo realizado con
ratas en el que se estudid fluorimétricamente la cantidad de dopamina que
habia en el cuerpo estriado de ratas expuestas a una radiacion X de 6,5y 8,5
Gy, se observo que, independientemente de la dosis administrada, la radiacion
ionizante causaba un agotamiento significativo en el estriado de estos

animales '1%1%9,

2.2.3 Evolucién del comportamiento y del aprendizaje

El aprendizaje es un mecanismo por el cual un ser vivo modifica su
conducta y adquiere una nueva secuencia de comportamiento, como proceso
adaptativo a las condiciones que le rodean. Junto a las fuerzas selectivas de la
evolucion, el aprendizaje constituye el modo principal de adaptacion de los

sSeres Vivos.

Por definicion, no hay aprendizaje sin memoria ni memoria sin
aprendizaje, aunque este ultimo sea de naturaleza elemental. Aprendizaje y
memoria son dos procesos estrechamente ligados y ademas estan presentes
en muchos otros procesos cerebrales, como la percepcion sensorial, las
emociones o el lenguaje, por lo que los especialistas tienen dificultades para
referirse a alguno de ellos sin independencia del otro o para discernir su

presencia o participacion especifica en una funcién cerebral o conductual '".

42 Raquel Marina Hernédndez



Antecedentes

En funcion del tipo de estrategia de comportamiento que un organismo

utilice a la hora de aprender algo, es posible diferenciar dos tipos de memoria:

e Memoria implicita (procedimental), es aquella que radica en las
mismas regiones cerebrales que procesan la informacion sensorial
y motora. Es un tipo de memoria rigida e inconsciente, que
almacena informacién sobre estrategias que nos permiten
interactuar con el medio ambiente, pero siempre de una forma

involuntaria.

e Memoria explicita (declarativa), también conocida como la memoria
de las experiencias vividas. A diferencia de la anterior, es un tipo
de memoria consciente y flexible que se va a expresar en
diferentes situaciones y contextos. En este caso, va a estar
relacionada directamente con el sistema del hipocampo, y se basa
en la informacion que haya almacenada en la corteza y en otras
regiones cerebrales, sobre hechos ya realizados. El ejemplo mas
caracteristico de este tipo de memoria, es la memoria de

trabajo %'

Muchos tipos de aprendizaje y memoria comienzan siendo conscientes y
explicitos para acabar convirtiéndose, con la practica repetida de su contenido,

en pura conducta o memoria implicita.

El comportamiento de un animal esta estrechamente ligado a la
supervivencia y a la reproduccion, que estan influenciados a su vez por la
experiencia adquirida y regulados por determinados procesos fisiolégicos. Sin
embargo, debido a la adaptabilidad y flexibilidad del organismo, el control
fisioldgico de estos procesos podra modificarse a través de las experiencias
vividas durante la vida del individuo. Por lo tanto, la importancia de esta

modificacion dependera de dicha capacidad de flexibilidad 2.

La adolescencia es una etapa critica para el desarrollo de la madurez a
nivel emocional y de diversas formas de la psicopatologia. También esta

asociada a un periodo de adaptacion social, confusion emocional, impulsividad
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y estrés. Los cambios que ocurren en el cerebro durante la adolescencia,
pueden sentar las bases para la maduracion hacia unos comportamientos
normales de adaptacion, como el inicio de unas formas anormales de

comportamiento .

El nucleo posterior basolateral de la amigdala controla el miedo y la
ansiedad, y es importante a nivel emocional en los procesos cognitivos. La
corteza prefrontal medial, interviene en el comportamiento emocional, en la
atencion y en la motivacion a nivel cortical. El desarrollo de la conectividad
entre estas dos regiones corticolimbicas contribuye a una mayor integracion de
la emocidn y la cognicion durante el periodo postnatal. Por lo tanto, teniendo en
cuenta el papel reconocido de la amigdala en la mediacion del comportamiento
emocional, esta conectividad puede ser el andamio del desarrollo de la

cognicion y el comportamiento emocional 241,

2.2.4 Comportamiento ingestivo

Uno de los aspectos mas importantes y complejos del comportamiento de
los roedores es la capacidad para localizar los alimentos y, en el caso del
medio natural, evitar a los depredadores. Por lo tanto, deberan aprender las
relaciones entre los estimulos que los rodean. Cuando estos animales evitan
cualquier tipo de estimulo aversivo, implica una serie de asociaciones entre
diversos estimulos que sera relativamente simple. Sin embargo, en los casos
de adquisicion de una memoria espacial las asociaciones entre los estimulos

son mucho mas complejas.

Por lo tanto, la capacidad de memoria espacial en los roedores es una
habilidad de supervivencia muy importante desde el punto de vista de ubicacion

y disponibilidad de alimento '2%1%7,

La ingestion de alimento como actividad habitual de los seres vivos
implica la puesta en juego de una serie de conductas encaminadas al
establecimiento de unas condiciones internas apropiadas para la supervivencia
en tanto que el alimento es fuente de energia y fuente de materias primas para

la construccién, mantenimiento y ampliacion del complejo entramado organico
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del animal. Podemos definir el comportamiento ingestivo como el conjunto de
actos que realiza un animal conducentes al desarrollo de una serie de pautas
que posibilitan el reparto de la alimentacién diaria en una serie de episodios 0

comidas con una determinada ritmicidad '%.

La comida se ha propuesto como unidad fisioldgicamente importante para
el estudio de la ingestién de alimento, pero el comportamiento ingestivo puede
describirse también en términos de unidades microestructurales mas pequenas
como pueden ser los bocados, mordiscos o lametadas 129 Sin embargo, la
mayor parte de los estudios sobre comportamiento ingestivo intentan
profundizar en los mecanismos de inicio, mantenimiento y terminacion de las
comidas. En este sentido, los investigadores registran una serie de actividades
ingestivas a lo largo del tiempo (pauta de ingestion), y posteriormente se
efectua la clasificacion de las actividades en grupos, cada uno de los cuales
constituye una comida, separados por intervalos de tiempo en los que no se
realiza ingestion (intervalos entre comidas). Estos intervalos entre comidas son
grandes en comparacion con los intervalos entre las actividades que

constituyen cada grupo (intervalos dentro de las comida).

Por lo general no se incluye la bebida en las definiciones de comida para
roedores. Mas del 73% de la ingestion de agua en la rata tiene lugar en etapas
efectuadas unos 10 minutos antes o después de las comidas, lo que ha llevado
a la consideracion conjunta de la ingestion de agua y alimento solido como

determinantes reales de las comidas '*°.

El cerebro controla el comportamiento ingestivo al integrar una serie de
sefales relativas al entorno interno y externo del animal. Las respuestas
cerebrales asociadas con la estimulacion sensorial (vista, olfato, gusto),
distension gastrica, hormonas gastrointestinales y el consumo de alimentos son
materia de investigacion continua, pero son pocos los estudios que relacionan
respuestas cerebrales y comportamiento ingestivo. Los circuitos nerviosos
subyacentes al comportamiento ingestivo son principamente genéricos, e
incluyen circuitos relacionados con la recompensa, el autocontrol, el

aprendizaje y la toma de decisiones. Estos circuitos limbicos y prefrontales
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interactuan en el hipotalamo junto con factores relacionados con la deteccion

de nutrientes y la regulacion de la adiposidad corporal ™',

2.2.5 Efectos de laradiacion sobre el comportamiento y el aprendizaje

Los efectos que causa la presencia de un posible dafio cerebral y su
posterior recuperacién han sido y son objeto de estudio de muchos trabajos de
investigacion 32733,

Historicamente, se pensaba que los dafos cerebrales producidos por la
radiacion aparecian con un considerable retraso, incluso meses o anos,
momento en el cual las células afectadas moririan. Sin embargo, actualmente
esto estd mas claro, y se sabe que la respuesta del sistema nervioso a la
radiacion aparece tanto a largo como a corto plazo. Estudios de investigacién
demostraron que los danos por radiacién en el sistema nervioso afectan de

manera similar a otros tejidos "**1%.

La susceptibilidad del sistema nervioso central a la exposicidn a radiacion
se atribuye a su extenso periodo de desarrollo, la vulnerabilidad de sus células
neuronales, la actividad migratoria de muchas de sus células, su incapacidad
para remplazar las neuronas maduras y en general la complejidad de todo su
sistema. Por lo tanto, los efectos de la radiacion pueden ser debidos a la
muerte de células gliales o de neuronas, la interrupcion de la actividad
migratoria, deterioro de la capacidad para establecer conexiones correctas
entre las células y/o alteraciones en el desarrollo de las dendritas. Estos
cambios estructurales se manifiestan como alteraciones en el comportamiento
posteriores a la radiaciéon. Cuando se comparan los periodos de desarrollo de
diferentes especies de mamiferos, se puede observar que la sensibilidad a
radiacion (dosis dependiente) es notablemente similar en todas las

especies "¢

Tanto las alteraciones en la neurogénesis como en el rendimiento en
tareas de comportamiento, implican una dependencia entre la dosis de

radiacion administrada y la disminucion en las funciones del hipocampo.
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Ademas, un tratamiento con una sola dosis de radiacion pero de alta
energia, va a producir una lesién aguda pronunciada que constara de la
aparicion de edemas e inflamaciones, y puede suponer una rapida evolucion a
necrosis de los tejidos normales circundantes del cerebro. La presencia de un
lesion estructural adicional puede predisponer a este tejido a dafos por
alteracion de la arquitectura tisular normal, inflamacion y desarrollo de
fibrosis . Por ejemplo, los tratamientos con radiacion para malformaciones
arteriovenosas presentan una incidencia de necrosis en un 10-20% de los

pacientes tratados, lo que pondra en peligro las estructuras cerebrales """

Si esta radiacion ionizante se aplica durante la etapa de crecimiento del
cerebro, podria interferir con su normal desarrollo en una variedad de formas, y
alterar sus funciones. Las consecuencias podrian causar retraso en el
crecimiento, efectos adversos sobre el desarrollo del cerebro, sobre la funcién
cognitiva y causar una discapacidad intelectual en la edad adulta. Por lo tanto,
la edad gestacional es un factor importante a tener en cuenta para determinar
la naturaleza de la lesidn por radiacion, ocasionada en el proceso de desarrollo

del cerebro '3%149,

En mamiferos, la exposicion a radiacion ionizante durante etapas
prenatales produce importantes alteraciones en muchos tejidos diana. Se ha
demostrado que la citoarquitectura y la funcionalidad de diferentes estructuras
que intervienen en el desarrollo del SNC se ven afectadas por la exposicidon a

rayos X 136,141,142_

Como ya hemos senalado anteriormente, el hipocampo juega un
importante papel en el comportamiento, y cualquier dano que sufra va a

ocasionar alteraciones sobre el mismo 3.

Se ha estudiado que la disminucion de la neurogénesis en el hipocampo
juega un importante papel en los efectos adversos del cerebro producidos por
radiacién, y aquella disminuira de una manera dosis-dependiente de ésta "**.
Ademas, el deterioro en el aprendizaje espacial también se encuentra
relacionado con la disminucién de la neurogénesis del hipocampo en esta

region "°. Situaciones como un ambiente enriquecido, realizacién de ejercicio y
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aprendizaje de nuevas tareas, se han demostrado que restablecen la
neurogénesis normal en un estudio cerebral realizado en ratones y ratas "°.
Sin embargo, el papel de la neurogénesis del hipocampo adulto en el
aprendizaje y en la memoria, todavia es una controversia. Se han estudiado
algunos aspectos, incluyendo el rendimiento de la memoria de trabajo, el
aprendizaje contextual y el aprendizaje espacial. Por ejemplo, la inhibicién de la
neurogénesis impide el rendimiento en tareas de reconocimiento de lugar
dependientes del hipocampo "', pero esto no ocurre ante tareas de memoria
espacial con referencias como el laberinto acuatico de Morris 8. Por lo tanto,
no es facil establecer una relacién entre la neurogénesis en el hipocampo vy el

aprendizaje espacial %°.

El deterioro cognitivo a largo plazo es una importante consecuencia a
tener en cuenta tras la irradiacién craneal terapéutica ’. En un estudio de
investigacion realizado en modelos animales, en el que se irradiaba el cerebro
de ratas a bajas dosis, se vio que estos déficits cognitivos pueden estar
asociados a la disminucion en la proliferacion de células granulares del
hipocampo. Por lo tanto, se concluy6é que la irradiacion dafiaba la memoria
asociativa dependiente del hipocampo, y con esto la disminucién de la
neurogénesis de las células granulares, relacionada con la funciéon normal del

hipocampo "°.

El interés clinico por las consecuencias que pueda tener tanto una
exposicidon total de un cuerpo a radiacién (como es el caso de un accidente
nuclear), como de una parcial, ha ido aumentando con los afios. Como ya
hemos visto anteriormente, una sola exposicidon a radiacion ionizante a un
amplio rango de dosis puede desencadenar el sindrome de radiacion aguda
(ARS) *°, que tendra como consecuencia general una disminucion transitoria o
permanente de la proliferacion de las células madre o de las células
progenitoras inmaduras, de determinados tejidos "°. Un estudio con radiacion
ionizante realizado en cerebros adultos de raton, confirmaba la aparicion de un
deterioro cognitivo que podia presentarse en diferentes grados, aunque las
lesiones histolégicas no eran tan evidentes. Estos déficits cognitivos estaban

asociados, como en otros casos, a una inhibicion de la neurogénesis en el
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190151 1 3 tasa de

hipocampo de estos animales de experimentacion
neurogénesis resulta afectada por diferentes factores como la edad, la
influencia genética, diferentes productos quimicos y, como es este caso, por la
radiacion "°%"%,

En resumen, el deterioro cognitivo se atribuye principalmente a una
disminucién en la capacidad de aprender y memorizar nuevas tareas y nueva
informacion. La radiacion induce cambios en la cognicién frecuentemente
manifestadas como deficiencias en las funciones de memoria y aprendizaje

dependientes del hipocampo.

2.3 Estrés oxidativo y defensas antioxidantes

2.3.1 Estrés oxidativo

La oxidacion es un proceso quimico de pérdida de electrones siempre
asociado a otro de captacion que llamamos reduccion '*3. Estas reacciones se
les conoce como reacciones redox. La oxidacion se encuentra presente en la
naturaleza: el hierro es oxidado por el aire, al igual que la manzana cuando se
corta y adquiere un color mas oscuro, y los alimentos grasos, que cuando se

oxidan se vuelven rancios.

Existen otros procesos oxidativos importantes como son la combustion, la
respiracion y la fotosintesis en las plantas, ya que a través de las reacciones
que se llevan a cabo en ellos, se genera la energia necesaria para que la vida
exista. Sin embargo, en la respiracion no solo se obtiene energia, también se
producen ciertas sustancias que son dafinas para el organismo. Como ya
hemos dicho anteriormente, estas sustancias se denominan especies reactivas
del oxigeno (EROs), moléculas muy reactivas entre las que se encuentran los

iones de oxigeno, los radicales libres y los peroxidos.

Un radical libre se define como un atomo o molécula con uno o mas
electrones no apareados girando en sus orbitales mas externos. Por dicha
razon los radicales libres oxidan a las moléculas vecinas para asi adquirir un

equilibrio quimico. Pero esas moléculas vecinas, al momento de ser oxidadas
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por los radicales libres, se convierten en especies altamente reactivas en busca
de electrones procedentes de otras moléculas vecinas, y es asi como se
genera una reaccidon en cadena capaz de destruir estructuras bioldgicas

importantes '*.

Nuestro organismo también genera de forma continua y como parte del
metabolismo normal, estos intermediarios reactivos llamados radicales libres,
radicales libres derivados del oxigeno, oxidantes, prooxidantes y especies

reactivas basadas en el oxigeno (EROs) o el nitrégeno (ERNs).

Durante muchos afios los radicales libres fueron considerados como
especies quimicas altamente reactivas perjudiciales para los tejidos y para los
organismos, causando dafos a otras moléculas, incluyendo biopolimeros como
las proteinas y el ADN. El descubrimiento de la produccion enddgena de Oxido
nitrico (NO) en los sistemas de mamiferos y su participacion en vias
especificas de transduccién de sefales representa un paradigma importante
que sugiere nuevas funciones en la comunicacion celular y los procesos de
sefnalizacion. Las EROs son moléculas capaces de provocar danos importantes
en organos y tejidos, y por tanto se encuentran entre los mediadores mas

ampliamente investigados de dafio celular '*°.

El estrés oxidativo se desencadena por la pérdida del balance entre la
produccion de especies reactivas y las defensas antioxidantes, dando lugar a
posibles dafios en dérganos y tejidos '°°. Los antioxidantes son sustancias que
tienen la capacidad de reducir la carga global de EROs de un organismo

mediante la inhibicion del proceso oxidativo ™.

La utilizacion del oxigeno por parte de los organismos constituye una
paradoja biologica, ya que por un lado, los organismos aerdbicos necesitan el

oxigeno para sobrevivir pero, por otro, el oxigeno puede ser muy téxico.

Cualquier agente externo que dare las células, como es en nuestro caso
la radiacidn ionizante, podria tener un gran impacto sobre las mismas
generando una gran cantidad de radicales libres y especies reactivas de
oxigeno las cuales se sabe que pueden dafar seriamente estructuras

biolégicas de gran importancia en organismos vivos. Entre las principales
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fuentes exdgenas de radicales libres destacamos: la contaminacion industrial,
el humo del tabaco, la radiacion ionizante, el ultrasonido y el campo
magnético 8. Por otro lado, también se generan estos intermediarios reactivos
de forma continua y como parte del metabolismo normal en el organismo '*°.
En cualquier caso, ante esta situacién las células seran capaces de defenderse
por si mismas contra las EROs mediante una serie de agentes antioxidantes,
como son enzimas (superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx),
catalasa (CAT)), glutatiéon reducido (GSH) y una gran variedad de tioles que

eliminan estas sustancias '*°.

Las EROs se generan constantemente dentro de las células en
cantidades bajas mediante reacciones enzimaticas y no enzimaticas, tales
como: reacciones catalizadas por metales, activacion de neutrdfilos vy
macréfagos durante la inflamacion, reacciones de transporte de electrones y

otras mecanismos catalizados por mitocondrias °.

Como ya hemos dicho, el estrés oxidativo se desencadena por la pérdida
del balance entre la produccion de EROs y las defensas antioxidantes. Esta
situaciéon parece desempefiar un papel importante en el desarrollo de un
elevado numero de procesos patologicos, como la inflamacién crénica, el
envejecimiento, la neurodegeneracion o el cancer, y procesos de

envejecimiento "°.

Entre los radicales destacamos el peréxido de hidrégeno (H20:), el anion
superoéxido (O;'), el radical hidroxilo (OH") o el éxido nitrico (NO), que implican
atomos, iones y moléculas derivados de la reduccién incompleta del oxigeno
molecular, con uno o0 mas electrones desapareados en el orbital mas externo,
con alta capacidad oxidante, y por tanto altamente reactivos. Cuando se
generan en cantidades excesivas producen desnaturalizacion de proteinas,
peroxidacion lipidica, anomalias del ADN y una serie de alteraciones conocidas

en su conjunto como estrés oxidativo.

La destoxificacion de las EROs se realiza, como vamos a ver, por medio

de sistemas no enzimaticos (glutation, vitamina E, vitamina C, beta-caroteno,
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polifenoles, etc.) y enzimaticos (superoxido-dismutasa, glutation-peroxidasa,

catalasa, etc.) que constituyen las defensas antioxidantes "°.

2.3.2 Defensas antioxidantes

Los antioxidantes son agentes quimicos que tienen la capacidad de
reducir la carga global de las especies reactivas de un organismo mediante la
inhibicion del proceso oxidativo. Los antioxidantes protegen a las moléculas
biolégicas por diferentes mecanismos: 1) neutralizando las EROs, 2)
disminuyendo la formaciéon de EROs, 3) uniéndose a metales pesados que
podrian ser usados para formar EROs mas peligrosas, 4) reparando el dafo
cometido en los tejidos diana, y 5) destruyendo las moléculas dafiadas y

reparandolas por otras nuevas.

Pueden actuar en los diferentes procesos de la secuencia oxidativa y
tener mas de un mecanismo de accion '®°. Asi, los antioxidantes pueden
disminuir el dafio reaccionando directamente con el radical, indirectamente
inhibiendo la actividad o expresion de enzimas, o bien estimulando la actividad

de enzimas antioxidantes intracelulares.

Los mecanismos de defensa antioxidante incluyen varios componentes,
tanto enddgenos (propios del organismo) como exdgenos (obtenidos de la
dieta), que funcionan de forma interactiva para neutralizar los radicales libres.
Refiriéndonos a los compuestos enddgenos, las células de los mamiferos
poseen un sistema de defensa antioxidante de naturaleza tanto enzimatica
(enzimas antioxidantes) como no enzimatica (glutatién), a fin de mantener el

equilibrio entre la produccién y eliminacion de las EROs '®'.

2.3.2.1 El glutation

Los sistemas de defensa antioxidante no enzimaticos reaccionan con los
radicales libres evitando el dafio oxidativo de diversas moléculas. Son
elementos principalmente exdégenos, responsables de la capacidad
antioxidante de los fluidos biolégicos. Estos compuestos, a diferencia de las

enzimas, se consumen por oxidacion al neutralizar radicales libres, por lo que
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su reposicion debe ser continua. El producto de la oxidacion de ésta molécula
puede ser reducido de nuevo por la accidon de otros antioxidantes. Este tipo de
mecanismo antioxidante se conoce en la literatura anglosajona con el nombre
de scavenging y es capaz de detener o enlentecer la reaccién en cadena que

da lugar a la formacion de radicales libres.

Dentro de los antioxidantes exdgenos no enzimaticos mas importantes
diferenciamos la vitamina E, la vitamina C, el acido deshidroascoérbico, los
carotenos, la taurina, minerales como selenio, zinc y manganeso y polifenoles
como los flavonoides '®2. Ademas, existen algunos componentes endégenos no
enzimaticos presentes en una amplia gama de concentraciones en fluidos
corporales y tejidos, tales como el glutation o la ubiquinona mayormente
presente dentro de las células, mientras que otros como el acido urico, se
distribuyen mas uniformemente a través del cuerpo. Otros componentes son la
transferrina, lactoferrina, ferritina, ceruloplasmina, bilirrubina o hemoferritina 163

que también ejercen un papel protector.

El glutation es uno de los antioxidantes mas conocidos. Es un tripéptido
formado por L- y-glutamil-L-cisteina-glicina. Se encuentra en las células de los
organismos Yy defiende al cuerpo contra la oxidacion y las toxinas mediante el
proceso de destoxificacion. En el cuerpo humano, desempefia varias funciones

importantes:

- Neutraliza los radicales libres, y por lo tanto las protege frente al

dano.
- Se une a las toxinas del higado para que puedan ser excretadas.

- Es también un cofactor (activador) para muchas enzimas del cuerpo.

NH:_- ("HZ"SH g

(f.' - CH-CH2-CH2-C-NH-CH-C-NHCH2-C

HO' | | Ol
() ()

Figura 2-11. Glutation (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina)
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El glutation esta presente en el cuerpo humano en dos formas, su forma
reducida (GSH) por lo cual es un potente antioxidante, y su forma oxidada
(GSSG). El término glutation es usado para referirse a todas estas diferentes
estructuras del glutatién. Es sintetizado en el citosol y es precisamente en este
compartimento celular donde se encuentra en una concentracion mas elevada
(90%). Sin embargo, es transportado a otros compartimentos celulares como
son la mitocondria (10%), el nucleo ' o el reticulo endoplasmatico. El GSSG
también es mantenido en el citosol y la relacion GSSG/GSH es un buen

marcador del estado de estrés oxidativo de un organismo '

GSH GSSG
FNH;,
%O0C—CH
Chy coo®
?H (::Hg (::Hg
A 2=9 e
C—NH—CH-C—NH-CH, NH C=0
CHa coo® (H—CH;—5—S—CHy-CH
0, o= i+
CH—NH; NH =0
CO0® tlin <|2Hz
cod” CH,
(::H—coo@
alH5

Figura 2-12. Estructura quimica del glutation

Debido a la alta capacidad de intercambio de electrones de su grupo
sulfhidrilo (-SH), se puede considerar que el GSH es un regulador fundamental
del equilibrio redox de las células y se ha comprobado su participacion

fundamental en numerosas alteraciones degenerativas '®.

Su capacidad
antioxidante la realiza mediante la transformaciéon ciclica de la forma tiol
reducida (GSH) a una forma oxidada (GSSG), momento en el cual sus

funciones antioxidantes desaparecen '®°.

Esta reaccién la lleva a cabo la
enzima glutation-peroxidasa (GPx), la cual cataliza la reduccion del HyO, vy
otros perdxidos organicos, proceso de gran importancia en la proteccion de las

membranas lipidicas frente a la oxidacién. ElI higado contiene altas
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concentraciones de estas enzimas que reducen los distintos perdxidos
utilizando el GSH como agente reductor, con lo que se transforma en GSSG.
Diversas enzimas auxiliares contribuyen a través de la sintesis de GSH o de un

ciclo redox a regenerar la forma reducida '®’.

Entre ellas encontramos la
enzima glucosa-6-fosfatodeshidrogenasa (G6PDH) que contribuye al sistema
defensivo antioxidante al proporcionar NADPH para la actividad de la glutation
reductasa. Por otro lado, la regeneracion del GSH esta catalizada por la enzima
glutation reductasa (GR), en presencia de NADPH. La relacién intracelular
GSSG/GSH se mantiene generalmente baja (menor de 1:10) por accion de

esta enzima (Figura 2-13).

H,O, 2 GSH NADP* G6P
H,O NADPH 6-FOSFO-
gy 9950 - J ' GLUCONATO
T GPx SGR = .Gle6-P-DH

Figura 2-13. Ciclo de éxido-reduccién del glutatiéon

El estrés oxidativo puede sobrepasar la capacidad de la célula de reducir
el GSSG a GSH, dando lugar a una acumulacion de GSSG en el citosol. Para
proteger a la célula de un cambio en equilibrio redox, el GSSG puede ser
exportado de forma activa fuera de la célula o reaccionar con un grupo
sulfhidrilo de una proteina. Ademas, un estrés oxidativo grave hace disminuir

las concentraciones intracelulares de GSH.

Por lo tanto, debido a su alta concentracion y a su papel central en
mantener el estado redox de la célula, el glutation es uno de los antioxidantes

celulares mas importantes ',

En resumen, las principales funciones del GSH en el estrés oxidativo son:
a) actuar como cofactor de numerosas enzimas destoxificadoras como son la

GPx y la glutatién-S-tranferasa (GST); b) participar en el transporte de
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aminoacidos a través de la membrana plasmatica; c) neutralizar directamente
el radical OH’, el O, y destoxificar el H,O, y perdxidos lipidicos por la accién
de la GPx; d) regenerar importantes antioxidantes como las vitaminas Ey C

devolviéndolos a su estado activo "%,

2.3.2.2 Enzimas antioxidantes

En general las enzimas antioxidantes se encargan de mantener el sistema
antioxidante y evitar esa pérdida del equilibrio de las EROs que provoca el

estrés oxidativo '°’.
2.3.2.2.1 Catalasa

La catalasa (EC 1.11.1.6) es una ferrihemoenzima que posee cuatro
subunidades idénticas de 60 kDa dispuestas tetraédricamente y un grupo
prostético de ferro-protoporfirina en cada monémero. Es una de las enzimas
mas eficientes, ya que no puede ser saturada por H;O, a ninguna
concentracion, catalizando su conversién en H,O y O,, para proteger a las
células del H,O, que se genera en su interior. Con dadores de H (metanol,

etanol, acido férmico, fenoles, etc.) presenta actividad peroxidasa.
2H0, 2 2H,0+O0,
ROOH + AH, 2 H,O+ROH + A

En los animales, el H,O, se detoxifica mediante las actividades de la
catalasa y la glutation peroxidasa. Aunque la catalasa no es esencial para
algunos tipos de células en condiciones normales, tiene un importante papel en
la adquisicion de tolerancia al estrés oxidativo en la respuesta adaptativa de las
células. La catalasa captura el H,O, antes de que pueda escapar de la célula 'y
lo convierte en oxigeno molecular '®°. La conversién del peréxido de hidrogeno
en agua y oxigeno molecular requiere la presencia de NADPH para la
activacién de los tetrameros de la enzima. La principal fuente de NADPH es la
reaccion catalizada por la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), la

primera reaccion de la via de las pentosas.
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La actividad de la catalasa en animales y plantas se concentra en
organulos subcelulares denominados peroxisomas. Los cloroplastos, las
mitocondrias y el reticulo endoplasmatico contienen poca o practicamente
ninguna actividad catalasa. Por lo tanto, la actividad de la catalasa en
homogeneizados de tejidos de animales y plantas tiene probablemente su
origen en la ruptura de los peroxisomas durante la homogeneizacién. La
mayoria de las células aerdbicas contienen catalasa, aunque organismos como
Bacillus popilliae, Mycoplasma pneumoniae, y las algas Euglena y Gloeocapsa
y varios parasitos helminticos no presentan esta enzima. En las células
eucariotas han sido identificados dos tipos de catalasas, presentes en citosol y

peroxisomas, codificadas por los genes cat-t1 y cat-a1, respectivamente.

En los animales, la catalasa esta presente en todos los 6rganos
importantes del cuerpo, principalmente en el higado. Debido a la falta de
peroxisomas algunos oOrganos son mas susceptibles a los dafos por
produccion de especies reactivas del oxigeno, como el corazon, los pulmones y

el cerebro.

En estos 6rganos, como mecanismo de defensa, puede ocurrir la difusion
de peroxido de hidrogeno al torrente sanguineo, donde reacciona con la CAT
eritrocitaria. La enzima eritrocitaria es altamente especifica y sélo tiene

actividad para el peroxido de hidrogeno y los metil- y etil-hidroperoxidos.

La actividad de la catalasa tiene una cinética mucho mas rapida que la de
la glutation peroxidasa para el perdxido de hidrogeno, lo que implica la
desintoxicacion de H;O, cuando su concentracion es alta, mientras que la
glutation peroxidasa actua a bajas concentraciones de este sustrato. En los
organos que presentan una elevada actividad catalasa, como es el higado, la

concentracion de peroxido de hidrégeno es ligeramente baja.

La disociacion de la catalasa en subunidades se produce con facilidad en
el almacenamiento y la congelacion o la exposicion a la acidosis o alcalis,

causando la pérdida de actividad enzimatica.

En humanos, el gen que codifica la catalasa se encuentra en el

cromosoma 11. Las mutaciones en este gen pueden dar lugar a acatalasemia,
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una enfermedad en la que el unico problema clinico observado ha sido la
mayor incidencia de ulceras en la boca. La aniridia, que es también resultado
de la mutacién en el cromosoma 11, da lugar a disminucion de la actividad de
la catalasa y se asocia con aumento de incidencia de retraso mental y un tipo

de cancer conocido como tumor de Wilms.
2.3.2.2.2 Glutation Peroxidasa

Las peroxidasas son enzimas que utilizan una variedad de agentes
reductores celulares para inactivar peroxidos. Ademas de actuar sobre H,O,
también neutralizan los peréxidos organicos, como los alquil-hidroperoxidos.
Existen NADPH-peroxidasas (Escherichia coli), peroxidasas de citocromo
(levaduras), ascorbato peroxidasa (plantas) y otras. En los mamiferos, las
principales  peroxidasas son glutation-dependientes. Hay enzimas
especializadas que actuan sobre perdéxidos especificos, por ejemplo,
hidroperédxidos fosfolipidicos, y en determinados compartimentos celulares
como citoplasma o mitocondrias, o asociadas a membranas. En las
mitocondrias de mamiferos esta enzima constituye la principal defensa contra
el H,O,, ya que estos organulos, en general, no presentan actividad

catalasa '"°.

La GPx (EC 1.11.1.9) esta formada por cuatro subunidades idénticas, y
cada una de ellas contiene un residuo de selenio-cisteina, que es esencial para
su actividad enzimatica. La GPx comparte su sustrato con la catalasa, pero
ademas puede reaccionar de manera efectiva con lipidos y otros
hidroperdxidos organicos, catalizando la reduccion de diferentes hidroperéxidos
(ROOH y H»0;) usando glutatién reducido (GSH), y asi contribuye a la

proteccién de las células de mamiferos contra el dafio oxidativo.
ROOH +2 GSH -2 ROH + GSSG + H,0
H20,+ 2 GSH -2 2H,0 + GSSG

La relacidon entre glutation reducido y glutation oxidado (GSH/GSSG) es

elevada en las células normales, debido a la existencia de un mecanismo para
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reducir de nuevo el GSSG a GSH, reaccion llevada a cabo por la glutation

reductasa:
GSSG + NADPH + H* = 2 GSH + NADP*

El NADPH necesario para esta reaccion es suministrado en los tejidos de
animales y plantas a través de una serie de sistemas enzimaticos. Entre estos
sistemas, el mas conocido y mas importantes es la via de las pentosas fosfato,
como se menciond anteriormente. La enzima GG6PD es responsable de
mantener las concentraciones de NADPH adecuadas para reducir el glutation

oxidado.

Un suministro constante de NADPH es vital para la integridad de los
eritrocitos. Se estima que aproximadamente 400 millones de personas tienen
deficiencia de G6PD, la deficiencia enzimatica humana mas comun. Los
eritrocitos de los individuos con deficiencia de G6PD son particularmente
susceptibles al dafio oxidativo. Los eritrocitos maduros no presentan nucleo ni
mecanismo de sintesis de proteinas, no siendo capaces de sintetizar nuevas
moléculas de enzima para reemplazar a las degradadas y proveer de nuevos
componentes a la membrana, lo que contribuye a explicar la gran sensibilidad

de estas células a las lesiones de la membrana '"°.

Una funcién importante de la GPx en los eritrocitos es eliminar
reductivamente H,O, e hidroperdxidos organicos, que pueden dafar
irreversiblemente la hemoglobina y efectuar ruptura del enlace C-C de los

fosfolipidos presentes en las membranas celulares.

Se han encontrado al menos cinco isoenzimas de GPx en mamiferos.
Aunque su expresion es ubicua, la concentracion de cada isoforma varia
dependiendo del tipo de tejido. La GPx citosélica o mitocondrial (GPx-1) se
encuentra predominantemente en eritrocitos, riibn e higado. La GPx-2
citosdlica (GPx-G1) y la GPx-3 extracelular (GPx-P) se detectan de forma
escasa en la mayoria de los tejidos, excepto en el tracto intestinal y rindn. La
GPx-4 se localiza tanto en la fraccion citosdlica como en la membrana y se

expresa principalmente en células del epitelio renal y en los testiculos. La
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GPX-5, que es independiente de selenio, se expresa de forma especifica en el

epididimo de raton 1",

El ciclo redox del glutation es la mayor fuente de proteccion contra bajos
valores de estrés oxidativo, pero la catalasa es mas importante a la hora de
proteger contra el estrés oxidativo elevado. En células animales, y
especialmente en eritrocitos humanos, la principal enzima antioxidante para la
detoxificacion de H,O, es la GPx, ya que la catalasa presenta mucha menos

afinidad por el H,0, 72,
2.3.2.2.3 Superoéxido dismutasa

Descubiertas en 1969 por McCord y Fridovich, las superéxido dismutasas
(SOD) (EC 1.15.1.1) son metaloenzimas abundantes en las células aerdbicas y
las enzimas antioxidantes mas importantes. Su accién consiste en la
dismutacion del radical superéxido en perdoxido de hidrégeno, que es menos
reactivo y puede ser degradado por enzimas como la catalasa o la glutation
peroxidasa. La tasa de degradacién no enzimatica del superéxido es de
aproximadamente 2x10°M™'s™, mientras que la tasa de la reaccion catalizada
por la SOD es de aproximadamente 2x10° M's™. Por lo tanto, la SOD es capaz
de aumentar 10* veces la velocidad de la reaccion de dismutaciéon del

3

superéxido en perdxido de hidrégeno a pH fisiolégico '3, conforme a la

reaccion:
20, + 2H" > H->05 + O,

En las células eucariotas existen varios tipos de isoenzimas SOD, a
menudo confinadas en diferentes compartimentos celulares, y pueden contener

cobre, zinc, hierro 0 manganeso en sus sitios activos.

Se han identificado cuatro clases de SOD: una de ellas contiene un
cofactor con dos atomos metalicos, uno de Cu y otro de Zn, mientras que las
demas presentan cofactores monoatémicos de Fe, Mn o Ni. SOD-Fe y SOD-Mn
presentan homologias en cuanto a sus secuencias y estructura tridimensional.

Ademas, poseen residuos quelantes idénticos en el sitio activo.
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En humanos existen tres tipos de SOD: la SOD-Mn mitocondrial, la SOD-
Cu/Zn citosolica y la SOD extracelular (EC-SOD):

e SOD-Mn (SOD-2) es un homotetramero de 96 kDa que contiene un
atomo de Mn en cada subunidad. ElI atomo metalico cambia su estado
de oxidacién desde Mn (lll) a Mn (ll), volviendo de nuevo a Mn (lll),
durante los dos pasos que conllevan a la reaccion de eliminacién delO;™.
Asi pues, aunque el contenido de SOD-Mn en tejidos humanos es
aproximadamente la mitad del contenido de SOD-Cu/Zn, la expresion de
SOD-Mn es esencial para la supervivencia de la vida aerobia y el
desarrollo de resistencia celular a la toxicidad inducida por las

sustancias reactivas de oxigeno, y aparece en todos los tumores.

e SOD-Cu/Zn (SOD-1) posee dos subunidades idénticas de unos 32 kDa,
aunque a elevadas concentraciones de proteina en E. coli se encontro
una estructura monomeérica. Cada subunidad contiene un cluster
metalico, el sitio activo, constituido por un atomo de Cu y otro de Zn.
Mientras que la SOD-Mn existe en todos los tumores, y la relacién de
actividades SOD-Cu-Zn/SOD-Mn no difiere de la encontrada en tejidos
normales, los tumores poseen menos SOD-Cu/Zn que los tejidos
metabdlicamente mas activos. Por otro lado, la Mn-SOD es esencial

para la vida, mientras que la SOD-Cu/Zn no lo es ™.

e La SOD-3 o ECSOD depende también de cobre y zinc y ha sido la mas
recientemente caracterizada. Se trata de un tetramero que contiene
cobre y zinc y presenta un péptido sefal que confina esta enzima
exclusivamente al espacio extracelular. El papel que juega la SOD3 en
diferentes estados fisiologicos esta empezando a ser esclarecido. La
gran cantidad de ECSOD en la cérnea y la esclerética puede estar
relacionada con el riesgo de produccién fotoquimica de superéxido en

estos tejidos '"°.

El papel beneficioso y protector de la SOD ha sido demostrado en una
variedad de patologias, tanto clinicas como preclinicas. El uso de orgoteina

(SOD-Cu/Zn bovina) ha demostrado resultados prometedores en el tratamiento
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de la artritis reumatoide y la osteoartritis, asi como reduccién de los efectos

secundarios asociados con quimioterapia y radioterapia '’°.

Las principales
limitaciones de estos productos son su gran tamafo, que limita la

permeabilidad celular, y su vida media corta, antigenicidad y alto coste.

Se han desarrollado un gran numero de variantes SOD de bajo peso
molecular para superar algunas de estas limitaciones. Las SOD también
pueden ser generadas por sintesis recombinante, pudiendo ser administradas
en forma natural. Su vida media en plasma se puede prolongar por conjugacion
con polietilenglicol o albumina. Se estima que las SOD en Escherichia coli
proporcionan alrededor del 95% de proteccion frente a objetivos susceptibles

de ser atacados por Oy
2.3.2.2.4 NAD(P)H:quinona oxidorreductasa 1

La NAD(P)H:quinona oxidorreductasa 1 o NQO1 (EC 1.6.5.2,
anteriormente EC 1.6.99.2) es una enzima antioxidante que cataliza la
reduccion de diversas quinonas hasta sus correspondientes hidroquinonas
usando como donadores tanto NADH como NADPH """, Es una flavoenzima
capaz de reducir quinonas a hidroquinonas a través de un mecanismo de 2
electrones '"®. NQO1 utiliza indistintamente NADPH o NADH como donador de
electrones y es inhibida eficientemente por dicumarol '°. La reduccion obligada
de 2 electrones tiene lugar a través de la transferencia de hidruros (H’) desde el
NAD(P)H al FAD y desde el FADH2 a la quinona, no generandose productos

resultantes de la reduccidn por un electrén.

La capacidad de NQO1 para catalizar la reduccion obligada de las
quinonas a través de un mecanismo de dos electrones hasta las
correspondientes hidroquinonas es esencial para su papel como antioxidante y
en la citoproteccién frente a sustancias toxicas, ya que el mecanismo de
reaccion de dos electrones evita la generacion de intermediarios
semiquindnicos, los cuales son normalmente compuestos inestables con una

elevada tendencia a reaccionar con el oxigeno para producir superéxido .

NQO1 se encuentra presente en la mayoria de los tejidos de mamiferos,

variando su expresion y actividad de unos tejidos a otros y entre las diferentes
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especies 80182

. Intracelularmente se encuentra localizada principalmente en el
citosol, aunque una pequena fraccion se encuentra asociada a microsomas,
mitocondrias, membrana plasmatica y nucleo 7180181183184 1| 5 fraccion de
NQO1 asociada a membranas se incrementa ante situaciones de estrés
oxidativo, lo cual podria potenciar la proteccién antioxidante de estas

estructuras '%.

La expresiéon basal e inducida de NQO1 se regula principalmente por el
factor de transcripcion Nrf2, el cual se une al elemento de respuesta
antioxidante (ARE) presente en el promotor del gen NQO1. La induccion de su
expresion puede deberse a la accidn de diversos genes defensivos en
respuesta a situaciones de estrés mediada por xenobidticos, oxidantes, luz
ultravioleta y radiaciones ionizantes '®. NQO1 forma parte de un mecanismo
de defensa celular que implica la induccidn coordinada de enzimas
destoxificantes como glutation S-transferasas, UDP-glucuronosil transferasas,

etc 180,181,187.

Como se ha mencionado, el ARE es responsable de la expresion basal e
inducible de NQO1 ' representando un elemento sensible al H202 y
antioxidantes fendlicos que sufren reciclado redox. Esta sensibilidad del ARE a
las EROs determina un papel importante en la transduccion de senales
involucradas en la respuesta de las células a situaciones de estrés
oxidativo '®°. Estudios realizados previamente indican que la regulacion de la
expresion de NQO1 mediada por ARE tiene lugar por las interacciones entre
los factores de transcripcion nucleares pertenecientes a la familia de proteinas
bZip: Jun (c-Jun, Jun-B, Jun-D), c-Fos, Fra1, Nrf y Maf, entre otras, actuando
como reguladores positivos o negativos. El papel de la proteina Nrf2 en la
expresion de NQO1 in vivo se ha puesto de manifiesto en los estudios

" donde los valores constitutivos e

realizados con ratones mutantes Nrf2
inducibles de la oxidorreductasa fueron inferiores a los presentes en ratones

Nl’f2+/+ 190.

NQO1 desempena funciones tanto antioxidantes como

180,181,187

prooxidantes , ademas de participar en el mantenimiento del estado

redox intracelular y en otras funciones que comentamos a continuacién ''.
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El papel antioxidante de NQO1 radica en la capacidad que tiene para
reducir quinonas, mediante la transferencia de dos electrones, generando
hidroquinonas. A través de este mecanismo se evita la formacién de

semiquinonas y por lo tanto la generacion de radicales superdxido '°.

Diversos estudios asignan un papel a NQO1 en la proteccion antioxidante
a través de la reduccion de quinonas enddgenas que, en su estado reducido,
protegen del dafio oxidativo. Concretamente en liposomas y hepatocitos de
rata, cataliza la reduccion de diversos analogos del Coenzima Q (CoQ) para la
consecuente generacion de ubiquinol '%2. Ademas, ha sido indicado un papel
adicional en el metabolismo del a-tocoferol, sugiriendo que NQO1 participa en
el mantenimiento de los valores fisioldgicos de este antioxidante a través de la

reduccion de a-tocoferonas 8193,

Este papel de la enzima en la defensa
antioxidante se pone de manifiesto en diversos analisis inmunohistoquimicos
que muestran como la enzima se expresa en diferentes tejidos humanos en los
que es necesaria una proteccién antioxidante '**, asi como en individuos que
padecen Alzheimer, una enfermedad asociada a estados de estrés oxidativo,
donde se ha detectado un incremento del numero de neuronas que expresan
NQO1. En definitiva, NQO1 juega un papel importante en la respuesta celular a
estrés oxidativo, ya que las EROs inducen la expresién de la proteina NQO1, y

esta induccion a su vez hace que disminuyan las EROs.

Diversos estudios realizados sobre la ausencia, sobrexpresion, o
inhibicion de NQO1 han asignado un papel a este enzima en el mantenimiento
del estado redox intracelular. Asi, en estudios realizados con ratones knockout
para NQO1 se revel6 que la pérdida de este gen alteraba el estado redox
intracelular debido a la acumulacién de NAD(P)H, que es sustrato de NQO1 "1,
Debido a esta acumulacién de NAD(P)H ocurria una reduccion de los valores
de la proteina p53 y un descenso en la apoptosis. El descenso en la apoptosis,
por su parte causo hiperplasia de células mielociticas en los ratones carentes

de NQO1 '°.

Aunque se han detectado valores elevados de NQO1 en algunas células
tumorales, como por ejemplo en Hela, la falta de NQO1 también esta asociada

con la carcinogénesis . Los valores de NQO1 son muy elevados en los
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tumores de la glandula adrenal, colon, pulmdn, ovario, pancreas y tiroides 194,
Por otra parte, NQO1 se encuentra a valores muy bajos o incluso nulos en
células leucémicas mielociticas HL-60, asi como en algunas células de cancer
de mama, donde la falta de NQO1 constituye un factor de prondstico

negativo '9"1%,

El andlisis de los mecanismos relacionados con la mayor agresividad de
las células cancerosas de mama que carecen de NQO1 revel6 tanto funciones
dependientes como independientes de p53. Sin embargo, en este ultimo caso
solo se estudiaron las funciones bien establecidas de NQO1 como antioxidante
y en la regulacién de la sefalizacion dependiente de TNFa '*°. En ratones
knockout para NQO1 se ha comprobado que la pérdida de la funcién de la
proteina esta asociada con un incremento en la susceptibilidad de presentar

5

una variedad de tumores '%°, estando dicha pérdida acompafada por una

reduccion de la concentracion de p53 '® y cambios en NF-xB %%,

2.3.2.3 Factor de Transcripcion Nrf2

El origen del factor Nrf2 (Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2) esta
relacionado con los estudios de la proteina NF-E2, que en el ratdén contiene 373
aminoacidos y una aparente masa molecular de 45 kDa, por lo que a veces se
le ha denominado p45. NF-E2 se expresa unicamente en células del tipo
eritroide o megacariocitos. Se une a un lugar de reconocimiento parecido al de
AP1 (GCTGAGTCA) y regula la expresion de genes de globina tejido
especificos. NF-E2 funciona como un heterodimero junto con las proteinas Maf

pequenas.

Al intentar aislar al factor de transcripcion de la region de control del locus
del gene de R-globina, usando secuencias repetidas de NF/AP1 como sitio de
reconocimiento en levaduras, se encontraron 2 proteinas muy similares a
NF-E2, las cuales fueron denominadas como Nrf1 (66 kDa) y Nrf2 (68 kDa) y

posteriormente se encontrd un tercer factor, Nrf3 2%,

Los Nrfs pertenecen a una familia de proteinas basicas con un

caracteristico zipper o cierre de leucinas (bZip) en la region C-terminal. La
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region basica corriente arriba de bZip es la responsable de la unién al ADN,
mientras que la regidn acidica al parecer se requiere para la activacion
transcripcional. Asi mismo poseen una region homdloga a la proteina
cap 'n’collar (CNC) de Drosophila, altamente conservada entre las Nrfs, cuya

funcién aun se desconoce.

Los factores de transcripcion nucleares Nrf1 y Nrf2 relacionados con
NF-E2 tienen un papel importante en la regulacién de los genes antioxidantes y
su induccién por agentes que incrementan el estrés oxidativo, entre ellos la
radiacion UV ' y la radiacion ionizante '®. Estos factores nucleares,
especialmente Nrf2, se unen a elementos de respuesta antioxidante (AREs)
después de su heterodimerizacion en el nucleo con factores de transcripcién
que contienen dominios bZIP '°. EI ARE es una secuencia potenciadora de
accion cis presente en la region promotora de muchas enzimas

antioxidantes 29229,

La primera evidencia del papel de Nrf2 en la proteccion contra el estrés
oxidativo proviene del estudio de Venugopal y Jaiswal en 1996 ?®, en el que se
demostré que la sobreexpresion del ADNc de Nrf1 y Nrf2 aumentaba la
expresion e induccion de NQO1 en respuesta a antioxidantes y xenobidticos.
Ademas los autores indicaron que Nrf1 y Nrf2 regulaban positivamente a ARE,

mientras que c-Fos y Fra1 lo hacian de manera negativa.

El papel de Nrf2 se confirmé cuando se obtuvieron los primeros ratones
genéticamente modificados y carentes de este factor (Nrf2-/-). Los ratones
Nfr2-/- tuvieron un desarrollo aparentemente normal, por lo que se descartd
que Nrf2 fuera esencial para la eritropoyesis murina, el crecimiento o el
desarrollo. No obstante, estos ratones no podian inducir la expresion de los
genes responsables de la destoxificacion de agentes carcinogénicos y de

proteccion contra el estrés oxidativo.

Estudios mas recientes han demostrado que Nrf2 también contribuye a la
actividad del proteasoma 26S, todo lo cual confirma la critica participacion de

Nrf1 y Nrf2 en la proteccion contra el estrés oxidativo y los xenobiéticos ',
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El factor de transcripcidn Nrf2 es capaz de regular la expresién inducible
de numerosos genes de enzimas destoxificantes y antioxidantes (catalasa vy
SODCu/Zn)?®" o de mediar la induccion de proteinas como la
NAD(P)H:quinona-oxidorreductasa 1 (NQO1), la GST, la hemoxigenasa 1 o la
peroxirredoxina 1 (Prx 1) 208 |as cuales seran cruciales para la proteccion de la
célula contra la toxicidad electrdfila, estrés oxidativo o la prevencion de ciertas

enfermedades %’

mediante unidon con una proteina citoplasmatica llamada
Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein 1) y al citoesqueleto. Dicha unién
fomenta la permanente degradacion de Nrf2 por el proteasoma, por lo que el
control primario de su funcion radica principalmente es su distribucidon
subcelular, mas que en la sintesis de novo ?°'. En condiciones basales Nrf2 es
regulado negativamente por Keap1 manteniéndolo en el citoplasma, lo que
facilita la degradacion de Nrf2 por el proteasoma. Ante una situacion de estrés
en la célula, tendra lugar un cambio conformacional del complejo Nrf2-Keap1, y
por lo tanto la disociacion de Nrf2 el cual pasara al nucleo. Se cree que esta
disociacion puede tener lugar de dos formas: mediante la fosforilacion de Nrf2,
o mediante la union de compuestos electrofilicos a los residuos de cisteina de
Keap12%®. En ambos casos, el resultado sera la translocacion de Nrf2 al
nucleo. Una vez aqui, Nfr2 se unira a un ARE que puede ser activado por
diversos compuestos oxidantes y/o electréfilos de naturaleza quimica muy
diversa. El resultado final es la transcripcién de elementos antioxidantes para

restaurar el balance oxidativo (Figura 2-14) 27,

Se ha sugerido que el sistema Nrf2-Keap1 contribuye a la proteccién
frente a varias patologias como el cancer, la toxicidad hepatica y la inflamacién

entre otras %°'.

En ausencia de agentes inductores de estrés oxidativo, Nrf2 se expresa
pero se mantiene confinado en el citoplasma en forma ubiquitinizada y es
posteriormente degradado, resultando una baja concentracién general de
Nrf2 2°°. El confinamiento citoplasmatico y ubiquitinacién estan mediados por la
proteina Keap1, que une Nrf2 al complejo de ubiquitinacion Cul3 (Cullin3-based
E3-ligase ubiquitination complex) '°. Todavia hay poca informacion sobre las

vias de modificacion de Keap1 que conducen a la regulacion de la baja
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ubiquitinacién del Nrf2 pero se han probado varios compuestos que aumentan
la concentracion nuclear de Nrf2 y en consecuencia mejoran la expresion de
enzimas antioxidantes. Después de la incubacion de células HepG2 con un
maximo de 40 uM de quercetina, Nrf2 resulto regulado al alza por regulacién a
la baja de su ubiquitinacién y no por su separacion de Keap1, puesto que esta
proteina no resultaba ubiquitinizada y permanecia ligada a Nrf22'°. En
respuesta al estrés oxidativo o electrofilico se ha propuesto una modulacién
tiol-dependiente de Keap1 de manera que Nrf2 pueda escapar de la represion

por Keap1 y puede migrar al ntcleo 2"

La via Keap1-Nrf2 ha sido mas estudiada en relacion con la radiacion
UVA y UVB, y se han propuesto varias sustancias fitoquimicas como
radioprotectores UV, entre las que se encuentran alcaloides, carotenoides,

isotiocianatos y flavonoides 2'%%'3,

Especialmente prometedor es el papel
protector de la quercetina en la reduccion de la apoptosis de queratinocitos
inducida por radiacion UVA y EROs al mismo tiempo que aumentan la

expresion de Nrf2 y de genes antioxidantes 7.

Antioxidantes

'Y Xenobidticos

4
Sefales parala Estrés oxidativo
""0“‘-'35"’“:/ translocacién de Nrf2: &~

Oxidacidn cisteina
Fosforilacion
Degradacion de Nrf2 - Sefiales nucleares

ARE regula la transcripcion de los genes:
CITOPLASMA NUCLEO - Respuesta al estrés oxidativo
Metabolismo de drogas
Detoxificacion
Transporte

Figura 2-14. Regulacién de la transcripcion de Nrf2.

Adaptado de Aleksunes y cols. 2™
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2.3.3 Radiacion ionizante y estrés oxidativo

Como hemos mencionado en un capitulo anterior, la absorcion de
radiacidén ionizante a través de células vivas, puede perturbar directamente
estructuras atomicas, produciendo cambios quimicos y biolégicos. También
puede actuar de forma indirecta a través de la radidlisis del agua mediante la
generacion de especies reactivas que pueden dafar 4&cidos nucleicos,
proteinas y lipidos % De esta manera, los efectos directos e indirectos de la
radiacidon inician una serie de vias de sefalizacién tanto moleculares como
bioquimicas, que podrian tanto reparar los dafos producidos y culminar en

constantes cambios fisioldgicos, como llegar a la muerte celular *°.

Se cree que las modificaciones bioquimicas tempranas que ocurren en un
corto periodo de tiempo desde la exposicion, son las responsables de la
mayoria de los efectos de la radiacidon ionizante en células de mamiferos. Sin
embargo, los cambios oxidativos podrian comenzar a aparecer durante dias o
inclusos meses después de la exposicion inicial a la radiaciéon debido a la
continua generacidn de especies reactivas *°. Cabe destacar, que estos
procesos no ocurren solo en las células irradiadas sino que se transmitira a la

progenie 46,215,216

, manifestandose como perturbaciones en el metabolismo
oxidativo y un amplio rango de dafos oxidativos, incluyendo carbonizacion de
proteinas, peroxidacién lipidica y aumento en el numero de mutaciones

genéticas espontaneas y transformaciones neoplasicas *'°'

. La persistencia de
estos efectos de estrés en las células de la progenie va a tener importantes
implicaciones en cuanto a riesgos en la salud a largo plazo, incluyendo la
posible aparicion de cancer seguido posteriormente de un tratamiento

radioterapéutico 229,

Evidencias recientes también sostienen la existencia de estrés oxidativo
cronico en la progresion de enfermedades degenerativas y la lesion tardia de

tejidos inducida por radiacion 4¢%2°.

Por lo tanto, la comprension de los mecanismos moleculares y
bioquimicos que originan estrés oxidativo en células y tejidos tanto a corto

como a largo plazo, representa un punto importante para las terapias dirigidas
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a paliar estos efectos adversos de la radiacion ionizante y posibilitar de este

modo una mejoria de la salud.

2.3.3.1 Efectos primarios de la radiacion ionizante
2.3.3.1.1 Formacién de radicales libres

El agua es el principal componente de las células (80%), de manera que
es importante una buena comprensién de la radidlisis del agua para entender

los efectos bioldgicos de las radiaciones ionizantes.

La absorcion de radiacion a través del agua supone la aparicion de una
serie de excitaciones e ionizaciones que permiten la generacidon de radicales
libres que atacaran a moléculas de vital importancia. Estas especies reactivas

generadas por radidlisis pueden ser electrones, OH’, H, H,O, y Oy 221,

En sistemas bioldgicos, también se pueden formar radicales organicos
(R) que suelen reaccionar con rapidez con el O, para formar radicales
peroxidos (ROy’), que seran especies mas oxidantes 222 Estos son capaces de
extraer H de otras moléculas para formar hidroperéxidos (ROOH), reaccion en

la que se basa la peroxidacion lipidica.

En este contexto, la progresion del dano celular producido por radiacion
probablemente implica continuas reacciones de peroxidaciones lipidicas que

puede llegar a la inactivacion de la proteina %2,

La radiacion ionizante también puede inducir la actividad de la enzima

6xido nitrico sintasa (NOS) en las células afectadas ?**

, Situacion que dara
lugar a un aumento en la generacion de 6xido nitrico (NO). Aunque NO es
quimicamente inerte para los constituyentes celulares puede reaccionar con el
radical O,” ?*° y formar el anién peroxinitrito (ONOO") con una constante de
velocidad de catalisis mayor que la superédxido dismutasa (SOD), encargada de
la dismutacion de los O, ?®. Al igual que los radicales hidroxilo (OHY), El
radical ONOQO™ también es altamente reactivo y capaz de atacar a una amplia
gama de dianas celulares, incluyendo lipidos, tioles, proteinas y bases del

ADN. Pero esta alta reactividad del radical ONOO™ va a suponer una baja
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selectividad, una reactividad limitada con las moléculas vecinas y la

incapacidad para actuar como mensajero celular.

Por el contrario, la menor reactividad de radicales como el peroxido de
hidrégeno (H20:) o el radical superdxido (O2) les permite difundir del lugar de
origen a una mayor distancia (los coeficientes de difusién de H;O,, Oz y HOy

son 2,3x 10°, 1,75x 10° y 2,3 x 10? respectivamente) %%

. En presencia de
iones metalicos redox, principalmente hierro y lo iones de cobre, estas especies
conducen a la produccién de radicales hidroxilo (OH") a través de reacciones

como Haber-Weiss y Fenton ?*’, que pueden potenciar el dafio celular %%

En resumen, la radidlisis del agua y la activacién temprana de la enzima
o6xido nitrico sintasa supone una fuente importante de aumento de
concentracion de EROs/ERNs en células que han sido previamente irradiadas.
Curiosamente, el rendimiento de estas especies va a ser en gran parte
regulado en funcién de los diferentes tipos de radiacién. De esta manera, ante
un aumento en la transferencia de energia lineal (LET) se producira un
aumento en el rendimiento de los productos moleculares (H20,), acompafiado
por la correspondiente disminucion en el rendimiento de los radicales (como
OH"). Por el contrario, O," (0 HOy') seran los radicales mas abundantes que se
generan con este tipo de energia **°. Evidentemente, el rendimiento de estos
productos y sus concentraciones a lo largo de la trayectoria de las particulas de
radiacion, tendran importantes consecuencias sobre la extension y el dafio que

se produzca en el ADN 2921,

Los radicales libres podran atacar al ADN provocando importantes
alteraciones tales como roturas en las cadenas, danos en las bases,
destruccion de azucares, cruzamiento de enlaces (crosslinks) y disfunciones de
teldmeros 22233, Sj estos dafios no se reparan o se reparan incorrectamente,
podria tener lugar la aparicion de mutaciones, transformacion neoplasica o

incluso la muerte celular 2.
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0,
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Reaccion de destoxificacion de EROs
— = Reaccion que genera EROs

GSH-Peroxidasa
+GSH

ROH + H,0 + GSSG

Figura 2-15. EROs y ERNSs y su sistema de destoxificacion.
Adaptada de http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/da/Systeme_detox ROS.GIF

2.3.3.1.2 Cascada de senalizacion celular inducida por la radiacion

Como resultado de esta radiacion se activaran las diferentes cascadas de
sefalizacion que responden a estas condiciones de estrés, como pueden ser
las respuestas de adaptaciéon que implican reparaciones en el ADN o la
activacion de las reacciones que llevan a cabo las enzimas antioxidantes que
se desencadenaran tras una exposicion a una dosis baja de LET (rayos X y ).
Estos mecanismos protectores podrian compensar esta situacion de estrés,
dando lugar a una respuesta estimuladora que potenciara el buen
funcionamiento del organismo a largo plazo *"?**. No obstante, en el caso de
las cascadas de senalizacion tanto basal como inducida, no muestran una

mejora en cuanto al dafio producido por la irradiacion 2%.

Los dafios celulares generados podran ser intensos y por tanto pueden
aparecer también en la progenie. La persistencia de estas perturbaciones en el

metabolismo oxidativo del organismo, estaran asociadas con una respuesta
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inflamatoria crénica #'>%**?*”_ De aqui que el interés por la radioterapia **® y Ia
proteccién contra la radiacion #°, sea un campo de creciente interés y objeto

de muchas investigaciones #*°.

Las crecientes investigaciones indican que las células inflamatorias que
circulan en la sangre de pacientes que han sido sometidos a una irradiacién
parcial de su cuerpo, originan dafios en el ADN en lugares que estan mas
distantes del punto diana donde ha sido recibida la radiacion. Los macréfagos
también segregan citoquinas 2*° que pueden perturbar funciones fisiolégicas en
las células vecinas. Por lo tanto, los efectos celulares generados debidos a la
administracion de una energia localizada, no pueden considerarse de manera
independiente a los que aparezcan en las células que hay alrededor. Mientras
que determinados cambios genéticos y epigenéticos tanto en células diana
como en las circundantes podran aparecer poco tiempo después de la

216241 otros requieren mucho mas tiempo, incluso varias

51,242

exposicion a radiacion
generaciones, para expresarse . En un estudio de investigacion realizado
con ratones a los que se les irradiaba el cuerpo en su totalidad, se observo que
algunos de estos efectos (por ejemplo, la expresion de microARN) se
detectaban unas horas después de la exposicidén a radiacion y podian persistir

durante dias, semanas o incluso meses 2*2.

Por lo tanto, los cambios debido a una inflamacién crénica inducida por
radiacion junto con las alteraciones en el metabolismo oxidativo, pueden
conducir a la inestabilidad gendmica de las células diana y las células

3

vecinas ?*, lo que causara una serie de efectos graves para la salud

incluyendo enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares y cancer 2.
2.3.3.1.3 Especies reactivas de oxigeno y homeostasis celular

Aunque el exceso en la formacién de EROs producidas por la radiacién
ionizante es claramente perjudicial, las EROs intracelulares generadas bajo
condiciones fisiolégicas actian como senales moleculares esenciales en la
regulacion de numerosos procesos celulares 2*°. Por lo tanto, las funciones de
homeostasis celular requieren un control estricto del ambiente redox . A bajas

concentraciones de EROs, estos participan en vias de sefalizacién para el
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normal mantenimiento de las funciones celulares mediante la regulacién de la
expresion de determinados genes ?*°, modulando las actividades de los
canales ionicos, de intermediarios como segundos mensajeros en la

transduccion de sefales 2*7.

Las concentraciones de estas EROs dependen en gran medida de la

disponibilidad de oxigeno celular 2%,

La mayoria de los oxidantes y sus
productos son metabolizados a través de diferentes enzimas y pequefas
moléculas antioxidantes 2*®. Lo mas probable es que las EROs que escapan de
la defensa antioxidante participen en la regulacion homeostatica de la

sefalizacion redox 24,

Existe un gran interés en el estudio de agentes exdgenos que producen
dafos en el ADN, como es el caso de la radiacion, y ello ha conducido a una
mejora en la sensibilidad de los métodos analiticos que miden el dafo por
oxidacién. Sin embargo, las mejoras en la sensibilidad de los métodos
analiticos para medir estos dafos oxidativos han puesto de manifiesto
alteraciones en bases y nucledétidos en el ADN de células normales que no han
estado expuestas a radiaciones ionizantes y otros mutagenos. Los analisis han
demostrado que los procesos bioquimicos enddgenos contribuyen en gran

medida a las mutaciones en el genoma ?*°.

La produccion de EROs durante los procesos metabdlicos de células
normales (sobre todo O, y H,O,) da lugar a una elevada tasa de eliminacion
de purinas y en menor parte de pirimidinas. La tasa de generacion de estas
alteraciones esta estrechamente ligada a la tasa de metabolismo oxidativo, de
manera que ante la presencia de un elevado consumo de oxigeno se aprecia
un aumento en el rango de oxidacion de bases en el ADN para diferentes
especies. Un fallo en la reparacion de estas bases oxidadas va a crear un

riesgo de mutacion en el proceso de replicacién de ADN 2°'.

Las defensas actuan para intentar restablecer la integridad del ADN. En
respuesta a estos danos, las células activan determinados puntos de control de
su ciclo celular que dan tiempo a que esta maquinaria de defensa repare el

ADN. Por ejemplo, la reparacion de escision de bases reconoce y repara
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modificaciones espontaneas de bases en lugares especificos y en roturas
simples de la cadena. Otras formas de reparacion del ADN, incluyen la
reparacion de escisién de nucledtidos, genes de reparacion, o reparaciones en
roturas dobles de la cadena que reparan otros tipos de darios en el ADN 2°2,

El espectro de generacion de EROs durante y tras un corto periodo de
tiempo post-irradiacion, es similar a la producida por procesos metabdlicos. Sin
embargo, existen diferencias en la microdistribucion (moléculas individuales y
generacion de EROs debidas a la radiacién, frente a las moléculas individuales
producidas mediante procesos endogenos), en el rendimiento relativo de
productos especificos (principalmente O, y H»O, producidos en procesos
endoégenos, frente al OH™ producido mediante el rendimiento mas alto de las
células irradiadas), y en el momento especifico de la produccion (liberaciéon
endogena cronica de EROs frente a la produccion instantanea que se produce
durante la radiacion). Como resultado, mientras que el dafio debido a la
produccion de EROs metabdlicos se distribuye al azar en el ADN, los dafios en

el ADN inducidos por irradiacion frecuentemente tienen lugar en los clusters 2°°.

Por lo tanto, para bajas dosis de radiacion, el numero total de alteraciones
inducidas en el ADN es probablemente mas pequeia que cuando se compara

con el que se genera en los procesos endégenos del metabolismo 2.

A pesar de que la literatura le ha dado una mayor importancia a las
funciones fisiologicas debidas a un aumento de EROs por encima de los
valores normales, una menor cantidad de estos también pueden dar lugar a
importantes cambios en las funciones celulares. Por ejemplo, la inhibicion de la
produccion de superoxido a través de la NADP(H)-oxidasa (pero no el 6xido
nitrico generado por la 6xido nitrico sintasa), da lugar a una fuerte parada del
ciclo celular en la fase G1 (Figura 4-6). Es importante destacar que esta parada
del ciclo puede atenuarse cuando las células tratadas con inhibidores de la
NADP(H)-oxidasa, son expuestas simultdneamente a bajas dosis de rayos y.
Estos resultados sugieren que la generacién de EROs debido a la exposicion a
rayos vy, sustituyen los efectos de las EROs generadas a través de la NADP(H)-

oxidasa 8.
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Figura 2-16. EROs y la regulacion de la proliferacion celular.
El aumento o disminucién en los valores normales de EROs, pueden inducir paradas o retrasos

en diferentes puntos del ciclo celular. Adaptado de Azzam y cols. 48

A menudo se plantea la pregunta de si las especies quimicas y/o lesiones
genéticas inducidas por la radiacion ionizante son distintas o similares a las
producidas por el metabolismo oxidativo normal. La habilidad de las EROs
inducidas por radiacion para remplazar las EROs generadas por determinadas
flavin-oxidasas (por ejemplo, la NADP(H)-oxidasa) con el objetivo de
restablecer la progresion del ciclo celular, parece ser que es similar. Con esto
se establece un fuerte vinculo entre los procesos metabdlicos oxidativos y las
funciones del ciclo celular ?*°. Sin embargo, las consecuencias bioldgicas de la
exposicion a radiacion son mas severas que las resultantes del metabolismo
celular normal. Esto indica que el dafo producido por los radicales que
aparecen como consecuencia de la ionizacion causada por la radiacién, debe
ser cualitativamente diferente al que se genera como consecuencia de la
actividad del metabolismo normal. Una de las diferencias relacionadas con el
dafo producido por estos radicales libres debido a radiacién, es que los
mediadores del proceso de ionizacion producen grupos (clusters) de radicales

en un volumen muy pequefio, y por lo tanto seran altamente perjudiciales 2*°.

Desde un punto de vista médico, la parada del ciclo celular en la fase G1
debido a un entorno celular redox, ofrece un importante potencial terapéutico
para el control de tumores. En particular, muchas células cancerosas muestran

un incremento en la produccién de peroxido de hidrégeno (H»O;) y otras
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especies oxidantes que estan asociadas con la proliferacion celular 2°°. Por lo
tanto, el enfoque de una inhibicidn en la produccion basal de oxidantes
mediante flavin-oxidasas, o en otras fases del ciclo en las cuales se produce un
gran aumento de la proliferacion celular en la mayoria de los tumores, podria

ser una importante diana terapéutica para el tratamiento del cancer %’.

Este enfoque puede complementar la radioterapia de células cancerosas,
que normalmente no estaban paradas en G1 después de la radiacién %2, La
proliferacion celular asociada a la presencia de estrés oxidativo también
contribuye a otras patologias como enfermedades neurodegenerativas,
cardiovasculares y diabetes ?*°. El restablecimiento de la regulacion del ciclo
celular mediante la manipulacién del entorno celular redox, puede ayudar a

mejorar algunos de estos trastornos 2*°.

Una exposicidn celular a radiacion ionizante, podria activar las oxidasas
que generan EROs, modular antioxidantes y provocar alteraciones en
actividades metabdlicas en respuesta a esta situacion oxidante. Entre la
multitud de efectos que se inducen, la radiacién ionizante podria atacar a las
funciones mitocondriales por muchas razones. Una de ellas es que la
mitocondria ocupa una importante fraccion dentro del volumen celular (4-25%

dependiendo de la célula) ?*°

, lo que le hace un blanco facil para la radiacion
que pasa a través de la célula. Por otra parte y mas importante aun, es que las
mitocondrias consumen alrededor del 90% de oxigeno total del cuerpo y son la
fuente mas rica de EROs 2°"?%2, Desvian aproximadamente del 1 al 5% de los
electrones procedentes de la cadena respiratoria a la formacion de radicales

superdxido mediante una reduccién dependiente de ubiquinona 22,

Las disfunciones mitocondriales en células irradiadas podrian promover
significativamente las perturbaciones en las reacciones de oxidacién-reduccion

que determinan el entorno redox de la célula.

Las mitocondrias se consideran como los generadores de energia de la
célula, produciendo ATP a través de la respiraciéon aerdbica 2**. La respiracion
se considera la principal fuente de obtencion de energia celular, e incluye

procesos como ciclo de los acidos tricarboxilicos o ciclo de Krebs (TCA),
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cadena de transporte de electrones (ETC), y la fosforilacién oxidativa. El ciclo
de Krebs tiene lugar en la matriz mitocondrial, y el metabolismo oxidativo de
carbohidratos, lipidos y aminoacidos se incluyen dentro del ciclo de Krebs para
producir NADH y FADH,. Estos intermediarios esenciales son ricos donadores
de electrones que entran la ETC en la membrana mitocondrial interna para su
uso y produccién de ATP. La ETC esta formada por cinco complejos proteicos
(I-V) donde tienen lugar una serie de reacciones redox y el O, actia como
aceptor final de electrones reduciéndose a H,0O,. Estos electrones son
transferidos por parejas, con la expulsién de protones (H*) fuera de la matriz y
dentro del espacio intermembrana, creandose un gradiente de protones que
conducira a la produccion de ATP a través de una fosforilacion oxidativa. La

consecuencia de esta produccién de energia es la generacion de EROs 2%°.

La formacion de EROs por la mitocondria juega un papel importante en
multiples cascadas de sefiales ?°° y media la apoptosis %°’. Un exceso de EROs
podria causar mutaciones en el ADN mitocondrial, provocar dafos o alterar la
expresion de proteinas necesarias para funciones celulares necesarias y

criticas para la mitocondria.

Se han valorado importantes criterios para examinar posibles disfunciones
mitocondriales en células irradiadas y en su progenie. Por ejemplo, en las
generaciones tempranas y tardias esta radiacion produce EROs y ERNs que
provocaran cambios en el numero de copias del ADN mitocondrial, mutaciones
y expresion de genes, autofagia, apoptosis, induccion de dafios en el ADN
nuclear, inestabilidad gendmica, transformaciones neoplasicas, condiciones
degenerativas, entre otros resultados 4 También disfunciones sobre la
importacion de proteinas mitocondriales, union de grandes complejos proteicos,
oxidacion de proteinas y actividad de enzimas tanto metabdlicas como

antioxidantes 28,

Por lo tanto, y de una manera significativa, la persistencia de los efectos
de la radiacion que producen estas disfunciones mitocondriales en las células

de la progenie, tendran como consecuencia graves riegos para la salud *°.
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2.4 Agentes radioprotectores

2.4.1 Introduccioén

Puesto que la exposicion a la radiacion puede producir importantes
efectos secundarios no deseados, es importante tratar de mejorar o mitigar
tales efectos mediante el uso de agentes radioprotectores o
radiomodificadores. En general, un agente radioprotector ideal debe cumplir
varios criterios, incluyendo la proteccion general contra los efectos de la
radiacion en la mayoria de los o6rganos, una facil administracion (oral,
intramuscular), un perfil de baja toxicidad a largo plazo, buena estabilidad, y
compatibilidad con otros farmacos que se administrasen simultaneamente.
Pero la realidad es que ninguno de los extractos de los compuestos utilizados
hasta la actualidad, ya sea sintético, natural o como mezcla de vegetales,

cumplen con todos estos criterios.

Una primera linea de proteccion radiolégica es la eliminacion de los
radicales libres que se encuentran en el entorno celular. Dado que los radicales
libres tienen una duracibn muy corta, el objetivo de estos agentes es su
presencia alrededor de la célula antes de que se generen los radicales libres,
con el fin de neutralizar sus efectos nocivos. También podemos incluir en esta
linea, los procesos encaminados a la mejora de la situacién antioxidante de la

célula.

Un segundo mecanismo de accidn de los agentes radioprotectores
consiste en la estimulacién, proliferacién y modificaciéon de las funciones de las

células madre, ya sean hematopoyéticas como inmunopoyeéticas.

Y por ultimo, una tercera via, en este caso indirecta, seria la accion de
estos agentes sobre las células tumorales de manera que se favorezca su
eliminacién y por tanto permanezcan solo las células sanas. En este caso, la
linea de investigacion va a tener un enfoque terapéutico dirigido a la oncologia,

y en la actualidad sigue estudiandose .

Los radioprotectores son agentes que reducen la toxicidad, la

mutagenicidad y otros efectos biolégicos de la radiacion ionizante en los seres
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vivos 270

Son compuestos sintéticos o productos naturales administrados
inmediatamente antes de la irradiacion con el fin de reducir las lesiones
causadas por las radiaciones ionizantes. Como resultado de la gran necesidad
clinica de agentes radioprotectores eficaces, se ha puesto mucho esfuerzo
dirigido al desarrollo y ensayo de radioprotectores menos téxicos y mas

eficaces que pueden ser facilmente auto-administrados °.

Con la llegada de la era nuclear, el gobierno de Estados Unidos inicié en
los afnos 50 un programa con el objetivo de producir agentes quimicos para
proteger a los soldados frente un posible ataque nuclear. En 1979 mediante
dicho programa ya se habian caracterizado alrededor de 4.000 compuestos ".
Los aminotioles fueron el primer grupo de compuestos identificados como
potenciales radioprotectores. Del estudio de dichos compuestos, en especial de

la cisteina, se derivaron las siguientes conclusiones:

La radioproteccién se podia alcanzar con un compuesto que tuviera

grupos aminos cargados positivamente y un grupo sulfhidrilo libre.

e La forma disulfurica de estos compuestos no conferia

radioproteccion.

e El compuesto debia de ser administrado antes de la irradiacion

para que estuviera presente en las células durante la misma.

e La magnitud de la proteccién era proporcional a la cantidad de

compuesto administrado 2",

De todos Ilos aminotioles ensayados, la amifostina (acido
S-2-(3-aminopropilamino)-etilfosforotioico) resulté ser el mejor candidato. Sin
embargo, su uso militar se vio limitado por diferentes factores entre los que se
encuentran los severos efectos colaterales tales como nauseas, vomitos e
hipotensidn, entre otros. Ademas la unica ruta de administracion efectiva era la
inyeccion intravenosa, por lo que para alcanzar el maximo de eficiencia debia
de ser administrada 30 minutos antes de la potencial exposicion a la radiacion.
Todo lo anteriormente expuesto, unido al hallazgo de Yuhas y colaboradores

en 1969, quienes demostraron que la amifostina podia ejercer una proteccién
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diferencial entre tejido normal y tumoral, conllevo a su uso en la clinica donde

sus efectos indeseables podian ser manejados %>

Tanto la aplicacion de radiaciones ionizantes en la practica médica (por
ejemplo, radioterapia y medicina nuclear) como la exposicion accidental a la
radiacion (por ejemplo, en accidentes nucleares industriales), han permitido
constatar que el desarrollo de una proteccion radioldgica eficaz es una cuestidon
de gran importancia médica. Desde hace afos, en medicina se han utilizado
tradicionalmente extractos de origen vegetal para el tratamiento de multiples
sintomas, y un numero no desdefiable de estas preparaciones se ha visto que

presentan actividad radiomodificadora 27,

2.4.2 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos polifendlicos presentes en frutas,
verduras, frutos secos, bebidas derivadas de materiales vegetales como el té y
el vino, y en preparaciones de medicina tradicional a base de extractos
vegetales. Pertenecen a una serie de antioxidantes funcionales, entre los que
también se incluyen vitaminas, minerales y enzimas. Estos compuestos
antioxidantes permiten reducir el grado de oxidacién, lo que supondra una
mayor proteccion en el organismo contra las lesiones provocadas por la

radiacién ionizante.

Las fuentes alimenticias principales de los flavonoides son, entre otras, el
té negro, la cebolla, la manzana, la pimienta negra (que contiene cerca de
4 g/lkg de quercetina), y bebidas alcohdlicas como vino y cerveza. No poseen
las caracteristicas de las vitaminas: no son aminas y conforman otro grupo
quimico, pero por su accion protectora y la imposibilidad del organismo humano
de producirlos, merecen ser incorporados al grupo de los nutrientes

esenciales "%

2.4.2.1 Estructuray tipos de flavonoides

Todos ellos son fenilbenzopironas de bajo peso molecular que contienen

dos anillos de benceno (A y B) unidos entre si mediante un anillo heterociclico
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pirano o pirona (anillo C). Los atomos de carbono en los anillos C y A se

numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2' al 6'.

Figura 2-17. Flavonoides. Estructura basica.

Imagen obtenida de Martinez-Florez y cols. 162

La estructura basica de los flavonoides permite una multitud de patrones
de sustitucidon y variaciones en el anillo C. En funciéon de sus caracteristicas

estructurales se pueden clasificar en:

1) Flavanos, como la catequina, con un grupo -OH en la posicion 3 del

anillo C.

2) Flavonoles, representados por la quercetina y el kaempferol, que
poseen un grupo carbonilo en posicidn 4 y un grupo -OH en la posicion 3 del

anillo C.

3) Flavonas, como la apigenina, que poseen un grupo carbonilo en la

posicion 4 del anillo C y carecen del grupo -OH en la posicién C3.

4) Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en la posicién 3 pero

ademas poseen un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.

5) Flavanonas, como la taxifolina, que carecen del doble enlace entre los

carbonos 2 y 3 del anillo C #°.
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Figura 2-18. Tipos de flavonoides.

Imagen obtenida de Martinez-Flérez y cols. '®?

2.4.2.2 Funciones de los flavonoides

Los flavonoides se oxidan por radicales generando un radical mas estable
y menos reactivo. Esto es debido a la elevada reactividad del grupo -OH del
flavonoide, y como resultado se formara un radical derivado del antioxidante

que puede tener cierto grado de reactividad:
Flavonoide (OH) + R- - Flavonoide (O-) + RH

El mecanismo por el que ejercen su actividad antioxidante es la
transferencia de electrones y su capacidad para quelar metales. Ademas, estas
sustancias deben cumplir una serie de requisitos para ser consideradas

antioxidantes:

o Deben proteger a los compuestos, incluso a bajas concentraciones,

contra la oxidacion o el dafio por los radicales libres.
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¢ El radical flavonoide formado (llamado radical aroxilo) debe ser lo
suficientemente estable para que la funcién antioxidante sea

efectiva.

Los flavonoides son antioxidantes en virtud del numero y posicién de sus
grupos hidroxilos fendlicos unidos a las estructuras de anillo ?’°. Existen una
serie de caracteristicas estructurales que favorecen la capacidad antioxidante

de los flavonoides (Figura 2-19). Estos criterios quimicos son:

e Estructura O-dihidroxi en el anillo B que le confiere una mayor
estabilidad a la forma radical y participa en la deslocalizacion de los

electrones.
e Doble enlace 2-3, en conjuncion con la funcién 4-oxo del anillo C.

e Grupos 3-y 5-OH con funcion 4-oxo en los anillos Ay C.

Figura 2-19. Estructura que confiere capacidad antioxidante a los flavonoides

Hay muchos estudios que sugieren que estos grupos hidroxilo de los
flavonoides desempefian un papel critico en su actividad bioldgica. Por
ejemplo, la cantidad de radicales hidroxilo en la molécula de los flavonoides es
importante para sus efectos radiomodificadores ?’’ y la activaciéon de la
caspasa-3 2’®. También se ha indicado que las actividades bioldgicas de los
flavonoides parecen estar relacionados con la estructura del anillo B (Figura
2-19) ?’°. En la Tabla 2-2 se presenta un listado de las distintas especies de

flavonoides cuyos efectos radiomodificadores han sido investigados.
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Se han identificado mas de 6.000 variedades de flavonoides de origen
natural. Esta familia de compuestos se ha vuelto cada vez mas popular en el
ambito biomédico debido a su notable espectro de las actividades bioquimicas
y farmacolégicas ?*°. Los flavonoides tienen efectos sobre funciones celulares
basicas como son el crecimiento, la diferenciacion y la apoptosis. A partir de
estudios epidemioldgicos, se ha sugerido que los flavonoides protegen contra
diversas etapas del proceso del cancer y estan asociados con una menor

incidencia de enfermedades coronarias 2.

La actividad de neutralizacién de los radicales libres de los flavonoides es
la base de sus potentes efectos antioxidantes. También se ha demostrado que
los flavonoides son capaces de ligar iones metalicos pesados, por ejemplo,
hierro y cobre, que estan implicados en reacciones tipo Fenton %®?. Si bien se
ha creido durante mucho tiempo que las acciones biolégicas de los flavonoides
se deben a su potencial antioxidante, en la actualidad no esta claro si otros
mecanismos de accion contribuyen a su efecto general o son incluso mas
importantes que sus propiedades de neutralizacion de radicales libres. Aunque
algunos flavonoides, en efecto, actuan como poderosos antioxidantes, parece
ser cierto que en altas concentraciones son capaces de generar especies

reactivas de oxigeno por auto-oxidacion y reciclaje de oxidorreduccion %322,
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Compuesto Clase Referencias
Apigenina Flavona Gupta y cols. 2002 %% Rithidech y cols.

2005 ***, Wang y cols. 1999 8 van Rijin y van
der Berg 1997 *°

Diosmina Flavona Benavente-Garcia y cols. 2002 **’

Luteolina Flavona Shimoi y cols. 1994 *”*

Orientina Flavona Shimoi y cols. 1994 *”", Devi y cols. 1998 88
Ganasoundari y cols. 1998 ?*°, Jagetia y Reddy
2002 *°

Swertisina Flavona Jankovic y cols. 2008 ="

Vicenina Flavona Shimoi y cols. 1994 *"", Devi Y cols. 1998 *%°,
Ganasoundari y cols. 1998 ?®°, Jagetia y Reddy
2002 **°

Fisetina Flavonol Watjen y cols. 2005 *°

Kaempferol Flavonol Campbell y cols. 2006 “*

Morina Flavonol Parihar y cols. 2007 **, Maliar y cols. 2004 ***,
Arima y Danno 2002 2% Chen y cols. 1996 29

Quercetina Flavonol Shimoi y cols. 1994 *"", Devi y cols. 1998 28

Ganasoundari y cols. 1998 <, Jagetia y Reddy

2002 %°, Watjen y cols. 2005 %, Campbell y

cols. 2006

Rutina Flavonol Shimoi y cols. 1994 *”", Devi y cols. 1998 28
Ganasoundari y cols. 1998 ?*°, Jagetia y Reddy

2002 *®°, Benavente-Garcia y cols. 2002

Troxerutina Flavonol Maurya y cols. 2004 *°’

Catequina, Flavanol Hosseinimehr y cols. 2007 *, Lee y cols.

Epicatechina 2008 >

Epigalocatequin galato | Flavanol Lee y cols. 2008 “*°

Hesperidina Flavanona Kalpana y cols. 2009 **

Naringenina Flavanona Campbell y cols. 2006 ***

Naringina Flavanona Shimoi y cols. 1994 *"", Devi y cols. 1998 il
Ganasoundari y cols. 1998 ?®°, Jagetia y Reddy
2002 *°

Genisteina Isoflavona Shimoi y cols. 1994 “”", van Rijin y van der

Berg 1997 **° Landauer et al. 2003 **, Zhou y
cols. 2005 *, Davis y cols. 2008 301, Day y cols.
2008 *%?, Para y cols. 2009 **

Tabla 2-2. Flavonoides con actividad radiomodificadora. Tomado de Gonzalez y cols.***

2.4.3 Quercetina

La quercetina (3,3’,4,5,7-pentahidroxiflavona) es un ejemplo de los
flavonoides que podemos encontrar en determinados alimentos como el brocoli
o la manzana, y especialmente en las cebollas en su forma glucosidica *®°. De
hecho, la mayor parte de la quercetina disponible en productos naturales se
presenta en forma de derivados glucosidicos (quercetina 4’-glucésido,

quercetina 3,4’-glucésido) que son absorbidos y, probablemente, transformados
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en el interior del enterocito en la forma aglicona para producir metabolitos

sulfatados y glucuronidados que llegan al higado para sufrir nuevas

275,306

transformaciones Es uno de los flavonoides mas ampliamente

estudiados, y muestra una vida media de 3,5 horas en el ser humano, con un

perfil farmacocinético que incluye la recirculacién enterohepatica.

OH

HO

HO

o} OH

Figura 2-20. Estructura quimica de la quercetina

La quercetina es el flavonoide que mejor reune los requisitos para ejercer
una funcion antioxidante. Su capacidad antioxidante se presenta a un rango de
concentraciones entre 0,25 a 10 pM>3%. La funcién antioxidante de la
quercetina muestra efectos sinérgicos con la vitamina C. El acido ascdérbico
reduce la oxidacion de la quercetina, de manera tal que combinado con ella,
permite al flavonoide mantener sus funciones antioxidantes durante mas

tiempo 3%,

Las evidencias epidemiolégicas han demostrado que una dieta rica en
quercetina disminuye la incidencia de enfermedades cardiovasculares vy
neoplasicas 3%, Los efectos beneficiosos sobre la salud de la quercetina y
de otros flavonoides han sido investigados en relacion a sus actividades
antioxidantes in vivo. El potencial antioxidativo de los flavonoides sera diferente
en funciéon del numero y posicion de sus grupos hidroxilo libres dentro de la

molécula 31°.

Por la ingestion, los conjugados glucosidos de flavonoides son
hidrolizados rapidamente cuando pasan a través del intestino delgado o

mediante la actividad bacteriana en el colon, con el objetivo de generar las
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agliconas correspondientes que seran metabolizadas a la forma glucuronidada
o sulfatada. Alternativamente, el grupo 3’- o 4’-hidroxil en el anillo B fraccién
catecol, también puede ser metilado mediante la actividad de una catecol-O-
metiltransferasa (COMT). Ademas, la regioselectividad de la conjugacién de los
grupos hidroxilo, se espera que puedan modular la actividad biologica de la
quercetina. Se ha propuesto que la quercetina-3-glucurénido (Q3GA) y la
quercetina-3’-sulfato, son los conjugados de quercetina mas abundantes en el

plasma de rata, donde la forma aglicona no ha sido detectada 3'"*'2,

También se han estudiado las actividades fisiolégicas de varios
metabolitos de quercetina. Aunque se ha examinado la biodisponibilidad de la
ingesta de quercetina en conejos, ratas, ratones y humanos, la contribucién
relativa de los diferentes tipos de conjugados a la actividad bioldgica in vivo aun
no es muy clara®'. Se piensa que el anillo B (Figura 2-17) es el principal
responsable de la accidn de scavenging de sus metabolitos in vitro sobre los

radicales libres 3'2.

En un estudio en ratas, se comprobd que los perfiles de los metabolitos
de la quercetina en plasma y su capacidad antioxidante se veian
significativamente afectados segun el procedimiento de administracion. La
quercetina aglicona desaparece casi por completo en el plasma de la rata una
hora después de su administracion intragastrica, siendo sustituida por los
derivados sulfato y glucurénido *°, pero los perfiles de metabolitos de
quercetina son diferentes cuando se administran por via intragastrica (50
mg/Kg de peso corporal) o suplementada en la dieta (1%) *'. En consecuencia,
aunque los enfoques de investigacion in vitro permiten el esclarecimiento de los
mecanismos moleculares de los efectos de los flavonoides, los datos
generados deben ser validados en modelos animales y en ultimo término en
seres humanos. Por lo tanto, es necesario tener mucho cuidado al extrapolar
los resultados de experimentos in vitro con los compuestos purificados hacia

situaciones in vivo.
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2.4.3.1 Principales acciones de la quercetina

Entre las funciones generales ya nombradas que presentan los

flavonoides, la quercetina también se caracteriza por los siguientes efectos:

® Como ya hemos indicado, actua directamente en el tracto
intestinal, reduciendo asi las reacciones a los alérgenos
alimentarios. Por lo tanto, los beneficios para la salud han sido
revisados con gran interés durante mucho tiempo, debido a que su

baja absorcion intestinal suponia una toma diaria de un alto

numero de capsulas.

® Su actividad anticancerosa y la de todos los flavonoides ha sido y

es objeto de muchos estudios de investigacion.

® Protege a los rifiones contra la citotoxicidad de ciertos

medicamentos, como la ciclosporina.

® Por otra parte, la quercetina protege de la fotooxidacion a la
vitamina E en la membrana celular de las células sanguineas en

presencia de hematoporfirina como fotosensibilizador.

® |nhibe enzimas como ciclooxigenasas o lipooxigenasas, reduciendo
asi la produccion de los principales mediadores inflamatorios
(prostaglandinas y leucotrienos). Por lo tanto, permite ser

recomendada para muchas situaciones inflamatorias.

® |nhibe la produccién de histamina, la cual es responsable de la
mayoria de los sintomas asociados con las alergias. De esta
manera, es capaz de estabilizar los valores de basodfilos vy

mastocitos.

® En el higado se ha descrito que la quercetina es capaz de inhibir la
activacion de las células estrelladas asi como la produccién de

oxido nitrico, alterando vias de expresion de proteinas celulares, y
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en estudios in vitro se ha comprobado que diversos flavonoides
inhiben la expresién de la 6xido nitrico sintetasa y la formacién de

éxido nitrico en macréfagos estimulados por LPS 162,

® A determinadas concentraciones aporta una proteccién eficaz de
los linfocitos frente a la radiacién, disminuyendo significativamente
el dano genético inducido por el acido tiobarbiturico (TBARS), vy el
estado oxidativo mejora gracias a su potencial antioxidante 2.

® Un estudio llevado a cabo en 1993 comprob6é que un consumo
elevado de quercetina durante 5 afios redujo en mas de un tercio el
riesgo cardiovascular global. También se demostraron sus efectos

anti-trombéticos y vasodilatadores 3.

2.4.4 Flavonoides y radiacién ionizante

Entre los mecanismos implicados en los efectos beneficiosos para la
salud ejercidos por los flavonoides, se encuentran el efecto antioxidante, la
quelacion de metales, la inhibicidn enzimatica y la regulacion génica '*. Si bien
los flavonoides pueden ejercer su actividad antioxidante en multiples sistemas
bioldgicos, se ha de tener en cuenta que su distribuciéon depende de su relativa
hidrofilicidad/hidrofobicidad y de sus interacciones con determinadas
macromoléculas *'°. Ademas, existen estudios in vivo que ponen de manifiesto
una escasa biodisponibilidad de los flavonoides debido a su baja absorcion y a
que son metabolizados y excretados de forma rapida por el higado haciendo
que las dosis encontradas en los érganos sea escasa °'°. Las bacterias del
colon juegan un papel importante en el metabolismo y absorcion de los
flavonoides y sus derivados no presentan necesariamente la misma actividad

317 Estos factores determinan la

biolégica que los compuestos originales
concentracion local de los flavonoides lo que influye, entre otras caracteristicas,

en su capacidad de regular ciertos fenomenos celulares.

En relacién con sus efectos sobre la salud, estudios in vivo e in vitro
demuestran que los flavonoides presentan capacidad anti-inflamatoria 2,

antioxidante, antialérgica y antiviral, hepatoprotectora, antitrombética vy
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280,318,319

anticarcinogénica al actuar como inhibidores de diversos procesos

relacionados con cancerigenos. Ademas, tienen efectos estrogénicos e inhiben
numerosas enzimas como la ciclooxigenasa, lipooxigenasa y fosfolipasa A 3'°.
Muchas de estas acciones se deben a su capacidad antioxidante per se 0 a su
influencia en el estado redox intracelular *°. Se les atribuyen propiedades
antimicrobianas y antimutagénicas, inhiben in vitro la oxidacién de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL) relacionadas con enfermedades
coronarias, y protegen al ADN del dafo oxidativo que tiene graves

160.
d

consecuencias en algunos canceres relacionados con la eda ; ademas,

321322 ¢ incluso actuan como intermediarios

para la actuacion de otros antioxidantes 2.

inhiben la agregacion plaquetaria
También se ha descrito que
poseen actividad anti-VIH y que actuan como protectores frente a la

peroxidacion lipidica en los glébulos rojos %,

Como se ha indicado anteriormente, los radioprotectores pueden ejercer
Su accion por uno o varios mecanismos. Estos son: supresion de la formacién
de especies reactivas, detoxificacion de las especies inducidas por la radiacion,
estabilizacidon del blanco y por reforzamiento de los sistemas de recuperacion y

reparacion celular &;

e En la supresién de la formacion de especies reactivas, algunos
efectos farmacologicos resultan radioprotectores interfiriendo con la
distribucion de oxigeno en los tejidos irradiados mediante la
induccion de hipoxia local en células y tejidos. Por ejemplo, el
consumo quimico o bioquimico del oxigeno puede ser uno de los
mecanismos de los compuestos sulfhidrilos (RSH), los cuales
sufren una reaccion de oxidacion con oxigeno molecular y de esta

forma manifiestan radioproteccion °2°.

e La eliminacién o detoxificacion de los radicales libres acuosos
inducidos por la radiacion, puede mitigar significativamente el dano
producido por esta. Varios secuestradores de radicales libres como
los RSH son conocidos por interactuar con los mismos y prevenir la
muerte celular inducida por las radiaciones. Otro mecanismo de

eliminacién de los radicales libres lo constituye el incremento de las
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enzimas antioxidantes como la glutation reductasa, glutation
peroxidasa, superdxido dismutasa y catalasa*®. Los
radioprotectores pueden ademas reaccionar con los radicales
acidos o con radicales biomoleculares donando atomos de
hidrogeno para reparar la especie radical. También pueden
interactuar con blancos celulares, como el ADN, formando
disulfuros combinados y prevenir el dafo por radiacion,
estabilizandolo. Varios aminotioles, como la cisteamina o el

guanidoetildisulfuro, se unen al ADN y ofrecen radioproteccién ®.

e Por ultimo, la recuperacion celular o proceso de reparacién es
reforzado por algunos radioprotectores. El blanco celular mas
importante dafado por la radiacion es el ADN. Las sustancias
radioprotectoras enddégenas han sido investigadas para conocer su
papel en la recuperacion celular producto de la radiacion. Tal es el
caso de los tioles como el glutation, el cual puede estar involucrado

en la reparacion de las roturas de simple cadena del ADN .

La literatura disponible sobre radioprotectores es muy amplia, y centra su
clasificacion en su mecanismo de accién dependiendo de su estructura
molecular, su actividad terapéutica o su funcion metabdlica **’. En nuestro
caso, y como ya hemos nombrado anteriormente, nos vamos a centrar en los
radioprotectores de origen natural como es el caso de los flavonoides, haciendo

especial énfasis sobre la quercetina.

2.4.4.1 Reparacion de dafios en el ADN

La radioproteccion ofrecida por los flavonoides se ha investigado
principalmente a través del uso de la prueba de micronucleos (MN) para la
actividad anticlastogénica y de proliferacion celular. El ensayo de micronucleos
ha sido ampliamente utilizado para la deteccion de potencial carcinogénico y
genotoxico de diferentes radiaciones ionizantes y productos quimicos. El dafio
a los cromosomas se manifiesta como roturas en el ADN y aparicion de
fragmentos, en forma de pequehas particulas similares a nucleos

(micronucleos) en el citoplasma de las células en rapida proliferacion.
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Una serie de flavonoides (genisteina, quercetina, luteolina) reducen la
frecuencia de micronucleos en reticulocitos en la sangre periférica de los
ratones irradiados 2”’. Se ha demostrado que una Unica dosis intraperitoneal de
hesperidina, una flavona glucosidada, a una dosis de 80 mg/Kg, 45 minutos
antes de 2 Gy de irradiacion vy, redujo la frecuencia de eritrocito policromaticos
micronucleados (MNPCE). Los valores de MNPCE totales tras irradiacion se
vieron reducidos 2,85 veces en el grupo tratado con hesperidina en

comparacion con el control .

Los efectos de la pre-incubaciéon de linfocitos con hesperidina 16,38 yM
durante 30 minutos antes de la irradiacion (4Gy) mostraron una proteccion
optima al disminuir la frecuencia de MN, aberraciones dicéntricas y atributos
cometas ?°. El tratamiento con genisteina (200 mg/Kg) aumentd
significativamente la tasa de supervivencia a 30 dias, de ratones expuestos a

9,5 Gy de radiacion y por ®°Co 3%

, Y un estudio posterior demostré que la
genisteina aumenta el estado quiescente en las células madre
hematopoyéticas, mejorando por lo tanto la regeneracion del sistema
hematopoyético y el mantenimiento de la actividad de reparacién del ADN tras
los dafios inducidos por la radiacién *°'. La formacion de microntcleos en los
fibroblastos del pulmén y otros indicadores de dafo pulmonar en ratones
hembra resultaron asimismo disminuidos por una sola administracion
subcutanea de genisteina (200 mg/Kg) 24 horas antes de 7,75 Gy de radiacién

y de cuerpo entero con ®°Co 3%

La genisteina también mostré efectos
radioprotectores cuando se administré en la dieta (aproximadamente 10 mg/Kg)
de ratones hembra seguido de nueve fracciones de 3,1 Gy de rayos X a lo
largo de 30 dias. No se apreciaron evidencias de proteccion de cancer de
pulmon por el tratamiento con genisteina a lo largo de 28 semanas después de

la irradiacion %3,

El tratamiento de ratones con diferentes dosis de naringina antes de estar
expuestos a 2 Gy de radiacién y por ®°Co dio como resultado una disminucién
significativa en la frecuencia de MNPCE en comparacion con los animales
irradiados no tratados 2*°. Se obtuvieron resultados analogos tras la irradiacién

de rayos X en la médula ésea de ratones tratados previamente con diosmina y
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rutina 2%”. Otro flavonoide, la apigenina, promueve la detencién del ciclo celular,
y el mecanismo propuesto puede implicar su capacidad para inhibir la

activacion de NF-xB 2%

. En linfocitos humanos tratados con 25 ug/mL de
apigenina se detecté un notable retraso en la entrada de células en mitosis.
Este efecto fue mas evidente con la administracién de una sola dosis de 2 Gy
de radiacion y por *’Co. Por el contrario, se aprecié una disminucién moderada
en el bloqueo de la proliferacidon de citocinesis en células tratadas con
concentraciones de 2,5, 5 y 10 yg/mL de apigenina, con independencia de la
exposicidon de rayos y. Estas bajas concentraciones de apigenina también
mostraron efectos protectores considerando la aparicion de MN debido a la
radiacion, y especialmente la incorporacion de apigenina a 10 ug/mL indujo una

significativa reduccion del 32% en la frecuencia de MN 2%,

Se han realizado experimentos con diferentes concentraciones de
quercetina y dosis de radiacién en linfocitos humanos y ADN de plasmidos. El
tratamiento previo de ADN de plasmidos con diferentes concentraciones de
quercetina hizo disminuir progresivamente los efectos téxicos de la radiacién en
este ADN, inhibiendo la aparicion de roturas en las cadenas. La preincubacién
de linfocitos con quercetina antes de aplicar 4 Gy de radiacion y hizo reducir las
frecuencias de MN de forma dosis-dependiente. La quercetina, a la
concentracion de 24 mM (8 pg/mL), protegia eficazmente a los linfocitos de la
radiacion y, disminuyendo significativamente el dafio genético y el nivel de
peroxidaciéon lipidica inducido por la radiacién, y mejorando su estado

antioxidante 3.

2.4.4.2 Actividad antioxidante y neutralizadora de radicales libres

Se han comprobado los efectos de los flavonoides (orientina, vicenina,
naringina, quercetina y rutina) frente a la genotoxicidad inducida por la
radiacion en células de médula ésea de raton 27728729 | 5 administracién de
dosis bajas de estos flavonoides antes de la exposicidn a radiacion protege de
manera significativa las células de médula ésea del ratén. El efecto protector de
los flavonoides en ratones podria estar vinculado a su capacidad de

neutralizacion directa de los radicales OH 277287,
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Enzimas antioxidantes como la SOD, catalasa y glutatién peroxidasa son
elementos clave en la proteccidén de la exposicion a radiacién, y se requiere un
balance enzimatico apropiado para una maxima proteccion radioldgica, ya sea
a nivel celular o del organismo. La radiaciéon induce el aumento de la
concentracion de la peroxidacion de lipidos, que se acompafan por la
disminucion en la concentracién de antioxidantes enzimaticos (SOD, CAT,
GPx) y no enzimaticos (GSH)?%*3#  Cuando se trataron linfocitos con
hesperidina antes de la exposicion a la radiacion, el valor de TBARS disminuyo
al mismo tiempo que se incrementd el estado antioxidante tanto enzimatico
como no enzimatico *°. Ademas, la administracién intragastrica de luteolina
(10pug/mL) 2 horas antes de la irradiacion (6Gy) suprimié la peroxidacion
lipidica en la médula 6sea y en bazo de ratdon, observandose también una
tendencia hacia un efecto protector de la luteolina frente a la disminucion de
acido ascoérbico enddgeno en la médula 6sea de raton después de irradiacion y
(3Gy) 32

La morina [2-(2,4-dihidroxifenil)-3,5,7 trihidroxi-4 H-1-benzopirano-4-ona]
es un flavonoide presente en muchas plantas y en la madera de Chlorophora
tinctori como pigmento amarillento 2**. La morina acttia como antagonista de la
tripsina 2°* para inhibir la activacion de los receptores activados por proteinasa,
lo que explica en parte su actividad radioprotectora. La morina bloquea TNF-a y
las interleucinas en muchas condiciones fisiolégicas que contribuyen a la
radiotoxicidad 2**. También muestra actividad antibacteriana que puede
contribuir a la actividad radioldgica ?*°. El pretratamiento con 100 mg/Kg de
morina alteré la disminucion de las enzimas SOD, GSH, glutation S-tranferasa
y CAT inducida por la irradiacién, manteniendo el indice esplénico proximo a la
normalidad, iniciando unidades formadoras de colonias de bazo (CFU)
endogenas e inhibiendo la produccion de TNF-a e interleucinas, lo cual puede
ser en parte responsable de su proteccidon hematopoyética 293 | a radiacion
ionizante activa NF-xB, la cascada Map quinasa y JNK?%, factores que
contribuyen significativamente a la radiotoxicidad. La morina inactiva la quinasa
del ciclo celular cdc-2, y también tiene efectos pleiotropicos sobre rutas de

sefalizacién por quinasa B, JNK y quinasa p38 3*°.
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La troxerutina es un flavonol de uso clinico para el tratamiento de
trastornos venosos, y también protege el ADN celular y las biomembranas
contra los efectos nocivos de la radiacion gamma. La troxerutina 0,2 mM evitd
la peroxidacion lipidica en membranas microsomales y mitocondriales de
higado de rata con dosis de hasta 500 Gy in vitro. La administracion
intraperitoneal de troxerutina (175 mg/Kg de peso corporal) en ratones
portadores de tumores en todo el cuerpo 1 hora antes de la irradiacion gamma
a 4 Gy, redujo significativamente la peroxidacion lipidica inducida por la
radiacion en el higado y el bazo, pero no hubo reduccion de los tumores. La
administracion de troxerutina en animales con tumores protege al ADN celular

frente a roturas de cadena inducidas por la radiacion 2%,

2.4.5 Acciones sinérgicas de los flavonoides

Se han propuesto una serie de extractos vegetales como agentes

radiomodificadores 8%3*'

y muchos estudios se han centrado en los efectos
biolégicos de las especies quimicas individuales constituyentes de estos
extractos. Teniendo en cuenta la gran variedad de especies quimicas y otros
flavonoides presentes en los preparados naturales, no es realista achacar un
efecto fisioldgico global de un extracto vegetal a una sola especie molecular, al
menos que un analisis quimico detallado y pruebas individuales pudieran
hacerlo posible. Esto se complica aun mas por la accion sinérgica de estos

componentes individuales.

A modo de ejemplo, el mosto tinto de uva ha demostrado inhibir la
agregacion plaquetaria y la produccion de H,O,, al igual que una mezcla de
quercetina y catequina en concentraciones similares a las observables en
sangre después del consumo de vino **2. El mosto tinto de uva (que incluye
quercetina 'y rutina como principales flavonoides) mostré6 actividad
radiomodificadora cuando fue ingerido voluntariamente por ratas Wistar macho

sometidas a 6 Gy de rayos X a cuerpo entero %%’

y 100 mg/Kg/dia de extracto
de semilla de uva (con polifenoles derivados de catequinas) administrado de
forma intragastrica a ratas macho, fue capaz de restablecer, hasta valores

similares a los controles no irradiados, la disminucién de las actividades SOD,
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CAT y GPx bajo 8 Gy de radiacion gamma por ®Co 3%

por 137CO 334

o 5 Gy de radiacion y

Las interacciones sinérgicas y antagdnicas entre antioxidantes son muy
conocidas en la industria alimentaria, en funcién tanto de la combinacion de
antioxidantes como de los sustratos oxidados. La quercetina y la rutina
mostraron un claro efecto sinérgico sobre la oxidacion de liposomas de
fosfolipidos, mientras que quercetina y a-tocoferol resultaron sinérgicos sobre
todo en emulsiones de linoleato **°. En lineas celulares tumorales de ratén y
humanas se demostraron importantes efectos sinérgicos antiproliferativos
cuando quercetina, kaempferol y naringenina (entre 12,5 y 50 uM) fueron
incorporadas en tratamientos combinados 2%, al igual que por otra parte
sucedi6 al aplicar extractos de manzana y quercetina-3-glucésido sobre células
de cancer de mama **. De la misma forma, se ha estudiado la administracién
conjunta de galato de epigalocatequina 2,5 uM, genisteina y quercetina de
forma individual o en combinacion, en células humanas de cancer de prostata,
y se observo la supresion de manera sinérgica de la proliferacion en los cultivos

celulares suplementados con suero bovino fetal 3.

En un estudio destinado a evaluar los efectos de las fracciones
radioprotectoras de Gentianella austriaca y algunos de sus componentes
individuales, se determind que las fracciones a base de metanol o éter,
mostraron una mejor proteccion que los compuestos aislados en el tratamiento

de linfocitos humanos después de la irradiacion y %',

Otro ejemplo de interaccion sinérgica de flavonoides en radioproteccién
proviene de un estudio sobre la comparacion del efecto del extracto de té verde
y las catequinas individuales que figuran en ese extracto. Se irradiaron ratones
con 12 Gy de radiacion y para el analisis de supervivencia de la cripta yeyunal,
con 6,5 Gy para la formacion de colonias endégenas del bazo, y con 2 Gy para
la induccion de la apoptosis. Veinticuatro horas antes de la irradiacion
recibieron una unica inyeccion intraperitoneal de 50 mg/Kg de peso corporal de
extracto acuoso de té verde, o las especies individuales epicatequina,

epigalocatequina, galato de epigalocatequina, galato de galocatequina,
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catequina galato o una mezcla de todas ellas. Cada una de las catequinas
individuales era un radioprotector mucho menos efectivo que lo que resulté ser
la mezcla de flavonoides. Curiosamente, el extracto de té verde era un
radioprotector casi tan eficaz como las catequinas individuales, pero menos

que la mezcla 2%,

2.4.6 Consideraciones sobre laradioproteccién por flavonoides

Las mismas propiedades que caracterizan la actividad antioxidante de los
flavonoides determinan que puedan tener efectos prooxidantes, lo que puede
implicar un potencial téxico >*. Esto se debe a las caracteristicas estructurales
de algunos flavonoides, que presentan bajos potenciales de oxidacion, que les
permite reducir el Fe** y el Cu®* para sufrir una autooxidacion o incluso
involucrarse en un proceso de reciclaje redox, actuando de esta manera como
agentes prooxidantes, lo que explica los efectos mutagénicos y genotoxicos de

algunos flavonoides. La reaccién de autooxidacién comporta la formacion del
radical O, que, por accion de la SOD, produce H,O, que en la célula debe ser

eliminado via CAT o GPx. Si no se elimina puede producir, al reaccionar con el

Fe?*, iones OH™ que son muy reactivos con las biomoléculas.

El caracter antioxidante o prooxidante viene determinado por la
estabilidad redox del radical formado a partir del flavonoide original. Existen
estudios que ponen de manifiesto que los flavonoides juegan un papel doble en
la mutagénesis y carcinogénesis, dependiendo de la concentracién de
flavonoides y de las condiciones fisiolégicas del organismo. Un exceso de
flavonoides puede saturar el organismo provocando la formacién de EROs,
llegando incluso a dafiar el ADN o enzimas asociadas a él **°. Los efectos que
pueden provocar los flavonoides en condiciones prooxidantes son, entre otros,
inducir apoptosis o producir citotoxicidad % y suprimir la proliferacion vy

crecimiento celular 34034

, mientras que, como ya hemos dicho, en condiciones
antiapoptoticas  podrian  conferir  proteccibn  contra  enfermedades

degenerativas.

En cualquier caso, existen datos contradictorios en lo que se refiere a la

toxicidad de ciertos flavonoides como se ha puesto de manifiesto en
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numerosos estudios; asi, estudios in vitro indican que la quercetina puede ser
téxica y otros in vivo sefialan su posible efecto carcinogénico %32  Sin
embargo, en otros estudios no relacionan a los flavonoides con una capacidad
mutagénica, sino mas bien como antimutagénicos, encontrando una relacion

inversa entre la ingesta de flavonoides y el cancer de pulmoén 3%,

El metabolismo de los flavonoides, tanto al ser captados por los
enterocitos como a nivel postabsorptivo, modifica en gran medida los valores
plasmaticos de estos compuestos, o que hace complicado relacionar los
resultados de modelos animales in vivo y los estudios quimicos y de cultivos de
células in vitro, con el efecto radiomodificador de los flavonoides.
Generalmente, se estd de acuerdo en que los flavonoides conjugados
manifiestan sus efectos antioxidantes en menor grado que sus formas aglicona,
pero también se ha publicado que presentan efectos bioldgicos

4

diferenciales ***. La posibilidad de acciones diferentes para los derivados

conjugados de los flavonoides se suma a la disparidad confirmada de sus

acciones bioldgicas en funcién del rango de concentraciones aplicado 223,

También hay otra preocupacion planteada por el destino de los
flavonoides después de realizar sus acciones de proteccion. La neutralizacion
de radicales libres implica la oxidacion del agente neutralizante, y en el caso de
la quercetina se forma metiluro orto-quinona/quinona de quercetina (QQ). La
QQ es altamente reactiva frente a los tioles, y en un estado celular saludable
reaccionara con el glutatién (GSH). Sin embargo, un eventual agotamiento del
GSH hara a la célula mas propensa al ataque de proteinas por QQ, lo cual
llevaria a un déficit enzimatico grave. En personas que manifiestan estrés
oxidativo y son tratados con quercetina, la formacion de la quercetina oxidada
podria ser importante, y si los valores de GSH son bajos, estos individuos
serian aun mas susceptibles al dafo causado por los productos de oxidacién

de la quercetina **°.

En resumen, algunos flavonoides pueden producir efectos beneficiosos
(relacionados con el estatus antioxidante y de prevencion del cancer) a
concentraciones submicromolares que pueden conseguirse mediante una dieta

rica en alimentos de origen vegetal, mientras que a concentraciones mayores

99



Agentes radioprotectores

los flavonoides pueden producir algunos efectos pro-apoptéticos y/o inducir
dafio en el ADN mediado por topoisomerasa >*°. Mientras que los flavonoides
muestran efectos radiomodificadores en modelos animales y en estudios
celulares in vitro, todavia no se puede proporcionar ningun consejo inequivoco
sobre su dosificacion para usos practicos, y se debe tener cuidado al extrapolar
lo estudios moleculares in vitro con situaciones animales y clinicas in vivo que
impliquen dafos con radiaciones ionizantes en relacion a la accion

radiomodificadora de los flavonoides 2328,
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 Ambito de trabajo

Este trabajo de experimentacion comenzé en el mes de Septiembre de
2010 y se ha desarrollado en el Area de Fisiologia del Departamento de
Ciencias Biomédicas, en el Animalario y en el Instituto de Biomedicina de la

Universidad de Ledn.

3.2 Animales

Para la realizacion de este trabajo se han utilizado ratas macho de la raza
Wistar (Charles Rivers, Barcelona), con un peso aproximado de 200 gramos al
inicio del estudio. Las ratas fueron mantenidas en el Animalario de la
Universidad de Ledn en condiciones controladas de temperatura y humedad
relativa, con un ciclo de 12 horas de luz, alojadas en condiciones de
mantenimiento en jaulas adyacentes con suministro ad libitum de agua y
alimento. Los tratamientos experimentales fueron iniciados después de una

semana de adaptacion.

Todos los experimentos con los animales del laboratorio se realizaron
segun las pautas recogidas en la normativa 2010/63/EU del parlamento
Europeo y del Consejo de la Unidn Europea del 22 de Septiembre de 2010

sobre la proteccion de los animales utilizados para fines cientificos.

3.3 Diseio experimental

3.3.1 Grupos Experimentales

Los animales fueron divididos en grupos de 8 ratas por grupo
experimental, 2 tratamientos (control y exposicidn experimental con rayos X), 2
grupos segun la administracidon (quercetina o propilenglicol, ver 3.3.2.1,
pag.102) y 2 tiempos de andlisis, a 7 dias y 30 dias. De este modo se asigné la

siguiente nomenclatura:
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e Grupos control: animales que no estuvieron expuestos a rayos X. A

su vez fueron distribuidos en los subgrupos siguientes:

- CS: animales control que recibieron propilenglicol (solvente

para la quercetina) durante 10 dias.

- CQ: animales control que recibieron el tratamiento con

solucion de quercetina (ver 3.3.2.1, pag.102) durante 10 dias.

e Grupos irradiados: animales que fueron sometidos a una Unica
irradiacion de rayos X de cuerpo entero a una dosis de 6 Gy, durante

un periodo de 15 minutos, asignados a los subgrupos:

- RS: animales radiados que recibieron propilenglicol durante 10

dias.

- RQ: animales radiados que recibieron tratamiento con

quercetina durante 10 dias.

e Para al andlisis de resonancia magnética se utilizd otro lote de
animales, divididos en los mismos grupos experimentales, con 3
animales por grupo. Estos animales fueron anestesiados mediante

ketamina y medetomidina (ver 3.5, pag.105).
3.3.2 Tratamientos experimentales

3.3.2.1 Administracién de quercetina

La administracion de quercetina se realizd via intragastrica a la dosis de
50 mg de quercetina por kg de peso corporal disuelta en propilenglicol. La
eleccion de la concentracidn de quercetina se efectuo en base a la obtencién
de valores de metabolitos de quercetina en plasma que garantizasen un efecto
antioxidante, similares a los obtenidos en estudios previos 31 La administracion
se realizo durante los 4 dias antes de la irradiacion y los 6 dias posteriores a la

misma.
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3.3.2.2 Irradiacién experimental con rayos X

Los animales irradiados fueron sometidos a una unica irradiacion de rayos
X de cuerpo entero a una dosis de 6 Gy, durante un periodo de 15 minutos,
bajo anestesia inducida por pentobarbital (ver 3.5, pag.105). Los animales
control siguieron el mismo tratamiento, salvo que no recibiran irradiacién. La
irradiacion se llevé a cabo por personal cualificado del Laboratorio de Técnicas
Instrumentales de la Universidad de Ledn respetando la normativa vigente

sobre funcionamiento y uso de equipos e instalaciones de rayos X.

Se efectud periédicamente el seguimiento del posible sufrimiento y dolor
de los animales tras la irradiacion, para lo cual se siguieron las
recomendaciones para la evaluacion de los cambios de temperatura y
comportamiento (postura, vocalizaciones, etc.) sugeridas por Morton vy
Griffiths 3*'.

3.3.3 Experimentos

Se plantearon tres experimentos independientes, destinados a evaluar
diferentes aspectos comportamentales y su modificacion mediante la

irradiacion experimental con rayos X y la administracion de quercetina.

3.3.3.1 Experimento 1. Analisis comportamental pre-irradiacion

Se efectuaron observaciones comportamentales relativas a motilidad,
actividad exploratoria y ansiedad (prueba de open field, ver 3.7.3.1), y
aprendizaje y memoria espacial (prueba de Morris, ver 3.7.3.2) en animales no
sometidos a irradiacion hasta transcurridos 4 dias después de comenzar las
pruebas. Con ello se pretendié evaluar el efecto de la irradiacién experimental

con rayos X sobre el comportamiento ya iniciado.

3.3.3.2 Experimento 2. Analisis comportamental post-irradiacion

Se efectuaron observaciones comportamentales relativas a motilidad,
actividad exploratoria y ansiedad (prueba de open field, ver 3.7.3.1, pag. 111), y

aprendizaje y memoria espacial (prueba de Morris, ver 3.7.3.2, pag. 113) en
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animales sometidos a irradiacion previamente al comienzo de las pruebas.
Pretendimos evaluar el efecto de la irradiacion experimental con rayos X sobre

el inicio de las actividades comportamentales.

3.3.3.3 Experimento 3. Andlisis de la ingestién de agua y alimento

En este experimento se efectuaron mediciones del consumo de agua y
alimento, asi como produccion de heces y orina, en ratas macho mantenidas
individualmente en jaulas metabdlicas dotadas de sensores independientes

para la medicion del peso de agua y de alimento (ver 3.7.3.3, pag.116).

Anélisis comportamental pre-irradiacion:

Radiacion Sacrificio (C) Sacrificio (L)
4-3-2-101234567 12 17 22 2930

comportamiento [TTT) [TIA1ILILIIOILIOM OOl

Tratamiento (Q, S)
Efecto a corto plazo (C)

Efecto a largo plazo (L) ¢

Analisis comportamental post-irradiacion:

Radiacién Sacrificio (C) Sacrificio (L)
432101234567 24 26 28 30
Comportamiento | | | | | L] b0 eerr CCCCED |

Tratamiento (Q, S)
Efecto a corto plazo (C)
Efecto a largo plazo (L)

Figura 3-1. Esquema representativo de los experimentos realizados y la administracion de
sustancias a los animales para el estudio de los efectos de la irradiacion con rayos X alos 7y a
los 30 dias

3.4 Procedimiento quirargico paralarecogida de muestras

El proceso se inicié con el pesado del animal y la posterior anestesia por
administracion intraperitoneal de pentobarbital sddico (ver seccion siguiente) a
la dosis de 50 mg/Kg de peso corporal, disuelto en solucion salina. Una vez
anestesiado, el animal se fij6 a una placa de quir6fano, colocandose junto a

una lampara térmica que permitia mantener una temperatura corporal
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constante aproximada de 37 °C, con el objetivo de evitar los efectos adversos

de la hipotermia.

La intervencion quirargica comenzé con la diseccion de la arteria carotida
izquierda introduciendo en ella un catéter (0,5 x 0,9 mm, Braun Melsungen AG,
Alemania) provisto de solucién anticoagulante (heparina 0,05%) y se procedia
a la exanguinacion del animal a través de dicho catéter. Se recogié un volumen
aproximado de 5 ml de sangre en cada rata, para el estudio de los parametros

sanguineos.

Posteriormente el animal fue sacrificado y se extrajo el higado y el
cerebro, extrayendo a su vez cuerpos vertebrales a nivel cervical para obtener
muestras de médula espinal y 6sea. Parte de las muestras fueron fijadas
inmediatamente en formol al 10% para los estudios histopatoldgicos. El resto
de las muestras fueron congeladas en nitrégeno liquido y se almacenaron en

un arcon a -80 °C hasta la realizacion de los diversos estudios moleculares.

3.5 Soluciones utilizadas
Heparina

Se utilizdé heparina (5.000 U al 5%, Leo, Madrid) como anticoagulante,
diluida al 1:100 con solucién salina para obtener una concentracion final de
0,05%.

Solucidén de anestesia para resonancia magnética

Se utilizaron ketamina (Imalgene® 1000, Laboratorios Merial, Barcelona)
a la concentracion de 100 mg/ml y medetomidina (Domton®, Orion Pharma,
Espoo, Finlandia) a la concentracion de 1 mil/ml. La soluciéon de anestesia
consistio en una mezcla de 0,5 ml de solucion salina, 0,75 ml de medetomidina
(1 mg/ml) y 0,75 ml de ketamina (100 mg/ml). Cada animal recibié por via

intraperitoneal 0,2 ml de esta mezcla por 100 g de peso corporal.

Pentobarbital

El pentobarbital sédico (Sigma-Aldrich Co., San Luis MO, USA) se disolvio

en solucidn salina fisioloégica en una concentracion final de 6 mg/ml.
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Sigma-Aldrich) para la disolucion de la quercetina.

Propilenglicol

Se empled propilenglicol (1,2-Propanodiol, grado ReagentPlus, 99%,

Quercetina

La disolucion final de quercetina (quercetina dihidrato, 97%, Alfa Aesar

GmbH & Co KG, Karlsruhe, Alemania) fue de 25 mg por ml de propilenglicol.

Este volumen fue el minimo requerido para conseguir la maxima concentracion

de quercetina en solucion.

destilada hasta una concentracion final de 154 mM.

Solucion salina fisiolégica

Se preparé disolviendo cloruro sodico (Panreac, Madrid) en agua

3.6 Aparatos utilizados

Analizador de hematologia

Diatron, modelo Abacus junior vet

Aparato de transferencia
Bio-Rad, Trans-blot SD

Autoclave
Raypa, modelo Sterilmatic

Balanzas de precision
Sartorius, modelo R200D
Sartorius, modelo 2842

Bafios termostaticos
Selecta, tipo 135925
Selecta, tipo Unitronic 320 OR
Selecta, tipo CE95

Céamaras de video
Panasonic WV-CP470
Canon HV30
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Centrifugas
Beckman Coulter, Microfuge 22R. Rotor Sealed Lid, 24 x 0,2 m|
Beckman, modelo XL-100 K Ultracentrifuge. Rotor 70.1 Ti
Du pont, Sorvall RC-5B Superspeed Centrifuge. Rotor SS-34
Eppendorf, modelo Centrifugue 5415R
Jouan, modelo BR 3.11. Rotor S-4
Sigma Laborzentrifugen 3K12

Cubetas de electroforesis horizontal
Serva, Blue Marine 100
Bio-Rad, Sub-cell GT

Equipo de resonancia magnética
General Electric Sigma HDX 3.0 T. Antena de mufieca Wrist Mayo

Clinic.

Espectrofotometros
Milton Roy, modelo Spectronic 1201
Hitachi, modelo U-2000

Fuentes de alimentacién para electroforesis
Bio-Rad, modelo 200/2

Savant instruments, modelo HV 1000.

Granatario
Sartorius, modelo 1216 MP

Homogeneizador
Kinematica AG, modelo Polytron

Laberinto de Morris
Recipiente circular de fibra de vidrio, de color negro, con dimensiones

de 120 cm de diametro y 60 cm de altura.

Lector de placas
Titertek, modelo Multiscan Plus MK I

Material de cirugia
Agujas, bisturis, canulas, catéteres, pinzas, suturas, tijeras, etc.
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Material de laboratorio de caracter general
Agitadores de tubos, arcones congeladores, dispensadores
automaticos, frigorificos, micropipetas automaticas, ordenadores,

pipetas, etc.

Open field
Recipiente de 100 cm de largo y ancho y 50 cm de altura, con base y

paredes de color negro.

pHmMetros:
Crison, modelo 2001
Meteor, modelo 991 A

Resonancia magnética
Genesis Sigma (General Electric Medical Systems, Milwaukee WiI,
USA)

Sistema de anélisis del comportamiento
Ethovision 3.0 (Noldus Information Technology, Wageningen, Holanda)

Sistema de registro de ingestion de agua y alimento
TSE Drinking/Feeding monitor, TSE Systems GmbH, Bad Homburg,

Alemania

3.7 Métodos analiticos

3.7.1 Analisis por resonancia magnética

La técnica de imagen por resonancia magnética (IRM), también conocida
como tomografia por resonancia magnética (TRM) es una técnica no invasiva
que utiliza el fendbmeno de la resonancia magnética para obtener informacién
sobre la estructura y composicion del cuerpo a analizar. Esta informacién es
procesada por ordenadores y transformada en imagenes del interior de lo que

se ha analizado.

En esta técnica no se emplea radiacién ionizante, sino campos

magnéticos, para alinear la magnetizacion nuclear, usualmente de atomos de
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hidrogeno del agua en el cuerpo. Se utilizan campos de radiofrecuencia para
alterar el alineamiento de esa magnetizacion, causando que los nucleos de
hidrégeno produzcan un campo magnético rotacional detectable por el escaner.
Esa sefal puede ser manipulada con adicionales campos magnéticos y asi

construir con mas informacion imagenes del cuerpo 2.

Los equipos de IRM permiten obtener informacion sobre la distribucion de
los atomos en el cuerpo humano utilizando el fendmeno de resonancia
magnética. La base de funcionamiento de la resonancia magnética consiste en
la generacion de un campo electromagnético (0,5 a 1,5 teslas) mediante el
empleo de un iman de gran tamano y la emisién de ondas de radio por parte de
un escaner; las ondas de radio y el campo electromagnético excitan a los
nucleos de los atomos de hidrogeno de los tejidos a estudiar, provocando que
se alineen unos con otros basicamente en dos direcciones, paralela (los
vectores apuntan en el mismo sentido) y anti-paralela (apuntan en sentidos
opuestos). La intensidad del campo y el momento magnético del nucleo
determinan la frecuencia de resonancia de los nucleos, asi como la proporcién
de nucleos que se encuentran cada uno de los dos estados. Cuando la
radiacion electromagnética deja de emitirse, los nucleos se liberan y regresan a
su posicién inicial, liberando energia en forma de ondas de radio que seran
recogidas por el escaner y enviadas a un ordenador para su procesamiento en

forma de imagen radioldgica para su estudio posterior.

Para obtener imagenes de IMR el sujeto se coloca bajo un intenso campo
magnético estatico, cuya energia provoca la excitacion de protones. Tras esta
excitacion, los protones vuelven a un estado relajado a través de dos procesos
de relajacion caracteristicos, la relajacion T1 (relajacion longitudinal) y la
relajacion T2 (relajacidon spin-spin). Durante la relajacion se registran las
sefales procedentes de la magnetizacién de los protones, y los distintos tejidos
presentan distintas combinaciones de velocidades de relajacion T1 y T2. El
contraste o variacion de intensidades de sefal en las imagenes IMR se
describe como ponderaciéon T1, ponderaciéon T2 o ponderacion de densidad de
protones (DW). La localizacion espacial de cada elemento de la imagen (pixel)

se determina por la aplicacion de campos magnéticos en gradiente, que alteran
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los campos magnéticos del sujeto de derecha a izquierda, del extremo anterior
al posterior, y de la parte inferior a la superior. Estos gradientes producen
cambios sistematicos en la frecuencia de la sefal detectada segun la posicién
de los tejidos en la imagen, y se utilizan transformaciones de Fourier para
descomponer los patrones de interferencia en frecuencias individuales a fin de

llevar a cabo la localizacion espacial.

Los tejidos con bajos tiempos de relajacion en secuencias ponderadas en
T1 presentan una elevada intensidad de sefal, y aparecen brillantes o blancos
en IMR (por ejemplo, tejido adiposo). El agua, por el contrario, tiene un tiempo
de relajacion en T1 largo, y aparece oscura en estas secuencias. La intensidad
de la senal de los tejidos en secuencias ponderadas en T2 depende de la
pérdida de coherencia de fase de los protones que giran. Los tejidos que
pierden esta coherencia lentamente presentan tiempos de relajacidon T2
prolongados y manifiestan mayor intensidad de sefial (son mas blancos) que
los tejidos que pierden la coherencia de fase mas rapidamente. El agua es un
material tipico que presenta un prolongado tiempo de relajacion T2, de tal
modo que los procesos patolégicos que implican un aumento de agua (por
ejemplo, edema) produciran imagenes IMR mas oscuras en ponderacion T1y
mas claras en ponderacion T2. Otras formas de obtencion de imagenes IMR
utilizan la recuperacién de la inversion atenuada de liquido (fluid attenuated
inversion recovery, FLAIR) o la recuperacion de la inversion tau corta (STIR). El
hipocampo, por ejemplo, aparece mas brillante que otras areas cerebrales en
secuencias FLAIR, mientras que el edema en médula espinal se aprecia mejor

con imagenes STIR %°.

Tanto los animales suplementados con quercetina como los grupos
control, fueron sometidos a una exploracion de resonancia magnética
previamente a la radiacion. Se efectud el registro de las alteraciones de senal
inducidas por la radiacion experimental en encéfalo, médula espinal, y médula
Osea de los cuerpos vertebrales, mediante resonancia magnética de 3 Teslas,
a los 2, 7, 15 y 30 dias post-irradiacion. obteniendo imagenes en planos
sagitales de craneo y columna en secuencias ponderadas en T1, T2 y STIR y

del craneo en planos coronales en secuencias ponderadas en T1, T2, FLAIR y
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DW. También se estudiaron secuencias T2 SE (eco de espin, spin echo) y
T2* GE (secuencia ponderada de eco de gradiente, weighted gradient echo).
En las secuencias SE se emplean pulsos de radiofrecuencia en angulos de
enfoque de 90° y de reenfoque de 180°, mientras que las secuencias GE
utilizan angulos de enfoque diferentes de 90° y carecen de pulso de

radiofrecuencia de reenfoque a 180° 3,

Para los analisis de resonancia magnética, los animales fueron
anestesiados con una mezcla de ketamina y medetomidina (ver 3.5, pag.105)
durante 1-2 h. Para mantener el equilibrio de fluidos se inyectaron 12,5 ml de

solucion salina al 0,9% por cada hora de anestesia previa.

3.7.2 Analisis histopatolégico.

Para los estudios de microscopia optica se utilizaron muestras de higado,
encéfalo, médula espinal, y médula 6sea de los cuerpos vertebrales fijadas en
formol al 10%. Tras su deshidratacion e inclusion en parafina se procedio a la
obtencioén de cortes seriados de 4 ym de grosor, mediante la utilizacién de un
microtomo de rotacién, con adaptador para casettes y cuchillas recambiables.
Para el estudio histopatoldgico se empled la técnica de tincion de Hematoxilina-
Eosina (H-E) y se realizaron fotomicrografias en un microscopio Olympus
Provis AX-70 (Olympus Corp. Tokio, Japdn) con una camara digital Nikon DMX
1200.

3.7.3 Analisis comportamental

3.7.3.1 Andlisis de motilidad, actividad exploratoria y ansiedad

Se utilizé un campo abierto (open field) de dimensiones 100x100 cm y 50
cm de altura, dividido en 9 zonas cuadradas iguales. Cada animal, sin
entrenamiento previo, se situé en el centro del campo y se permitié su libre
movimiento durante 5 min. Una camara situada a una altura de 1,5 m sobre el
campo registré el movimiento, y fueron evaluados los siguientes parametros

comportamentales mediante el software Ethovision 3.0 de Noldus: frecuencia
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de zonas cruzadas por el animal, duracion de la estancia en cada zona (en

segundos) y distancia total recorrida en cada zona (en cm).

2m

0,5m

1m

Figura 3-2. Esquema del open field y divisiones zonales.

Ethovision fue configurado para registrar secuencialmente los
movimientos de cada animal en una regidén (arena) dividida a efectos de
analisis de forma virtual en cuatro esquinas de 20x20 cm y un centro de 40x40
cm que delimitaban a su vez cuatro zonas (lados) de 20x40cm (Figura 3-2).
Cada registro (track) comenzaba sincronizado con la colocacién del animal en
el centro del open field, y transcurrido el tiempo establecido se detenia el
registro automaticamente. Los distintos grupos experimentales fueron
aleatorizados en sucesivos dias de registro comportamental, a fin de evitar

posibles efectos del orden de secuencia temporal en los resultados.

El analisis estadistico de los parametros comportamentales se efectud
sobre los valores medios evaluados por Ethovision para cada parametro en
cada sesion, exportados hacia archivos CSV que fueron utilizados para

elaborar una unica tabla de valores en Statistica 8, incluyendo variables
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independientes (fecha, numero de registro, numero de animal, grupo
experimental, zona) y variables dependientes (frecuencia de acceso, duracion

de estancia y distancia total recorrida).

3.7.3.2 Andlisis de aprendizaje y memoria espacial

Se uso un recipiente circular negro de 120 cm de diametro y 60 cm de
altura (“laberinto de Morris”), lleno de agua a 23 °C. El recipiente estaba
provisto de una plataforma de escape circular del mismo color, de 15 cm de
diametro, situada 2 cm bajo la superficie del agua en el centro de un cuadrante
especifico del recipiente. Los animales fueron entrenados antes de la
irradiacion, nadando durante 1 minuto desde el borde de cada uno de los
cuadrantes, con el fin de que las ratas no se aprendieran un unico camino de

llegada.

En el experimento pre-irradiacion (ver 3.3.3.1, pag.103) se registro el
tiempo necesario para encontrar la plataforma durante 4 dias consecutivos
antes de la irradiacion, y durante los 3 dias posteriores a la irradiacion. En el
experimento post-irradiacion (ver 3.3.3.2, pag.103) se registro el tiempo
necesario para encontrar la plataforma durante 6 dias consecutivos a partir del

dia siguiente a la irradiacion experimental.

En todos los casos se efectuaron cuatro sesiones de registro por dia (una
desde cada cuadrante). La plataforma de escape permanecié visible solamente
durante el primer dia de introduccion a la prueba de Morris, y en caso de que el
animal no llegara a la plataforma durante el tiempo designado (60 segundos),
fue guiado hacia ella, permaneciendo alli 15 segundos. Durante el resto de las
pruebas la plataforma permanecié sumergida. Una serie de pistas visuales de
alto contraste en la periferia de la habitacion de registro posibilitaron el

aprendizaje de la posicion de la plataforma de escape.
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]

1.2m

Figura 3-3. Esquema del laberinto de Morris incluyendo divisiones zonales.

El registro y analisis de la actividad de los animales intentando salir del
agua fue efectuado por Ethovision 3.0. El software fue configurado para
registrar secuencialmente los movimientos de cada animal en una region
circular (arena), coincidente con el perimetro interno del recipiente, dividida a
efectos de analisis de forma virtual en cuatro sectores y una zona de 15 cm de
diametro (P1) que se correspondia con la posicidon de la plataforma de escape
(Figura 3-3). Cada registro (track) comenzaba sincronizado con la
incorporacion del animal al agua desde el borde de uno de los sectores.
Transcurrido el tiempo establecido se detenia el registro automaticamente. Los
distintos grupos experimentales fueron aleatorizados en sucesivos dias de
registro comportamental, a fin de evitar posibles efectos del orden de secuencia

temporal en los resultados.

El andlisis estadistico de los parametros comportamentales se efectud
sobre los valores medios evaluados por Ethovision para cada parametro en
cada sesion, exportados hacia archivos CSV que fueron utilizados para
elaborar una unica tabla de valores en Statistica 8, incluyendo como variables

independientes fecha, numero de registro, numero de animal, grupo
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experimental y zona, y como variable dependiente el tiempo de latencia hasta

alcanzar la plataforma P1.

Los datos sobre aprendizaje utilizando el test de Morris (tiempos de
latencia) fueron analizados asimismo utilizando ajustes de regresion no lineal a
ecuaciones lineales segmentadas (experimento pre-irradiacion, ver 3.3.3.1,
pag.103) y ecuaciones de disminucidn exponencial (experimento post-

irradiacion, ver 3.3.3.2, pag.103).

La regresion lineal segmentada trata de ajustar una linea a todos los
puntos de latencia L cuyo dia d sea menor que un valor predeterminado dy, y
una segunda linea a todos los puntos con d mayor que dp, asegurando que las
dos lineas se cruzan en dy. El modelo de ajuste lineal segmentado fue
elaborado utilizando el programa GraphPad Prism version 5.0 para Windows

(GraphPad Software, San Diego CA, USA) ** siguiendo las reglas siguientes:
L, = intercepto; + pendiente,*d
L para dy = pendiente;*dy + intercepto4
L, =L para dy + pendiente,*(d — dy)
L = Si(d<dy, L1, Ly)

Se empled también una restriccion impuesta de tal modo que el tiempo de
cruce dp fuese superior a 4 dias, es decir, la primera linea deberia incluir los
datos correspondientes a los cuatro primeros dias sin irradiacion, y la segunda

linea los datos de latencia en las sesiones posteriores a la irradiacion.

El ajuste por regresion no lineal a una curva de disminucion

exponencial **! pretende estimar los parametros de la ecuacion:
L=(L, - plateau)*exp(-K*d) + plateau

En esta ecuacion, el valor plateau representa el tiempo minimo de
latencia hasta alcanzar la plataforma de escape, estando por tanto
directamente relacionado con el aprendizaje espacial. La constante K

representa en nuestro caso la velocidad de aprendizaje.
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3.7.3.3 Analisis de laingestion de aguay alimento

Los animales fueron aclimatados a jaulas metabdlicas durante una
semana después de transcurridos 7 dias tras su llegada al animalario. Se
efectud el seguimiento del consumo de agua y alimento en cada uno de los
grupos experimentales asi como la produccion de heces y orina una semana
antes y después de la irradiacion experimental con rayos X, dependiendo de su
tiempo de sacrificio. Periédicamente se realizé el pesado de los animales, y la
cantidad de alimento y agua ingerida fue registrada diariamente mediante el
sistema de registro semiautomatico de la ingestién perteneciente al Laboratorio
de Conducta de la Universidad de Leon (TSE drinking/feeding monitor, TSE
Systems GmbH, Bad Homburg, Alemania), capaz de realizar el seguimiento de
la ingestion en ocho jaulas metabdlicas. Siendo el numero total de jaulas
insuficiente para efectuar el seguimiento de todos los grupos de animales, se
efectuaron tandas sucesivas con animales control e irradiados, de modo que al
finalizar cada una de ellas pudieran efectuarse el sacrificio y los analisis. Cada
tanda contenia dos representantes de cada grupo experimental (ver 3.3.1,
pag.101).

3.7.4 Determinaciones en sangre

En el laboratorio de Técnicas Instrumentales (LTI) de la Universidad de
Ledn se analizaron los siguientes parametros: recuento leucocitario, recuento
eritrocitario, concentracion de hemoglobina, hematocrito, volumen corpuscular

medio, recuento plaquetario y volumen plaquetario medio.

3.7.5 Determinaciones en higado

3.7.5.1 Obtencion de homogenado total

Se homogenizaron 0,2 g de higado en 1 ml de tampon RIPA (Tris HCI 50
mM pH=7,4, KCI 150 mM, deoxicolato sodico 0,5%, NP-40 0,1%, SDS 0,1%).
Antes de utilizarlo se afadieron inhibidores de proteasas (PhosStop, Roche
Pharma S.A., Madrid) y de fosfatasas (Complete Mini, EDTA-free, Roche), una

pastilla de cada inhibidor por cada 10 ml de tampon.
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Una vez homogenizado, se dejé en hielo 30 min y se congelo

inmediatamente a -80 °C hasta las posteriores determinaciones analiticas.

3.7.5.2 Obtencién de la fraccién citosoélica

A partir de los homogenados totales, se llevd a cabo una centrifugacion
durante 1 hora a 4 °C y 17.500 xg. El sobrenadante, considerado como la

fraccidn citosolica, fue mantenido, y el precipitado fue desechado.

3.7.5.3 Obtencion de extractos nucleares
Inicialmente se prepararon los tampones necesarios para la extraccion:

- Tampén A: 10 mM HEPES-NaOH (pH= 7,9), 1,5 mM MgCl, y
10 mM KCI. El volumen total se dividié en partes iguales: con
0,1% de NP-40 (Calbiochem-Novabiochem Co., San Diego
CA, USA) y sin NP-40. Tras su preparacion, ambos tampones

A fueron autoclavados.

- Tampén B: 20 mM HEPES-NaOH (pH=7,9) 25% glicerol, 420
mM NaCl, 1,5 mM MgCl, y 0,2 mM EDTA pH=8. Este tampdn
fue filtrado (Millipore, 0,20 um).

Al igual que en la obtencion de homogenado total, antes de su uso se
afiadieron inhibidores de proteasas (PhosStop, Roche Pharma S.A., Madrid) y
de fosfatasas (Complete Mini, EDTA-free, Roche) (en ambos casos una pastilla

por cada 10 ml de tampén).

Método:

Se peso6 0,1 g de tejido y se homogeneizé con 1,5 ml de tampdén A con
0,1% NP-40. Tras un periodo de 15 minutos en hielo, el homogeneizado fue

centrifugado durante 10 minutos a 4 °C y 1000 g, desechando el sobrenadante.

El precipitado fue resuspendido con 1,5 ml de tampoén A sin NP-40,
agitando en voértex y centrifugado nuevamente durante 10 minutos a 4 °C y

1000 g, desechando asimismo el sobrenadante.
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A continuacion, el precipitado fue resuspendido en 50 pl de tampdn B,
pasando el contenido a tubos eppendorf autoclavados. Tras un periodo de 30

minutos en hielo, se centrifugd durante 15-30 minutos a 4 °C y 14.000 g.

El sobrenadante, que se corresponde con los extractos nucleares, fue

recogido y congelado a -80 °C para posteriores determinaciones analiticas.

3.7.5.4 Concentracién de proteinas

La determinacion de la concentracion de proteinas se realiz6 mediante la

técnica de Bradford %2

Fundamento:

El Coomassie Brillant Blue es un pigmento del tipo trifenilmetano anidnico,
que se une de forma no covalente a los residuos de lisina de las proteinas. El
método Bradford depende de la unién cuantitativa del colorante, el Coomassie
Brillant Blue, a una proteina desconocida y al comparar esta unién a las
diferentes cantidades de una proteina estandar, generalmente albumina sérica

bovina (BSA), disefiada para cuantificar de 1 a 10 ug de proteina.

Método:

Se prepard una recta patron con diversas cantidades de agua y del
estandar BSA diluido (BSA de Pierce, 0,5 mg/ml, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Rockford, IL USA). Tanto las muestras de la recta patrén como los extractos a
determinar fueron incorporados por ftriplicado a las placas de analisis, de
manera que cada placa utilizada (96 pocillos) pudieran ser cuantificadas hasta
24 muestras (Tabla 3-1).

Blanco | Blanco |Blanco | M1 | M1 | M1 | M9 M9 M9 M17 | M17 | M17
A1 A1 A1 M2 M2 |M2 | M10 | M10 | M10 | M18 | M18 | M18
A2 A2 A2 M3 |M3 [ M3 | M11 | M11 | M11 | M19 | M19 | M19
A3 A3 A3 M4 |M4 | M4 | M12 | M12 | M12 | M20 | M20 | M20
A4 A4 A4 M5 |[M5 [ M5 | M13 | M13 | M13 | M21 | M21 | M21
A5 A5 A5 M6 M6 [ M6 | M14 | M14 | M14 | M22 | M22 | M22
A6 A6 A6 M7 | M7 | M7 | M15 | M15 | M15 | M23 | M23 | M23
A7 A7 A7 M8 |[M8 [ M8 | M16 | M16 | M16 | M24 | M24 | M24

Tabla 3-1. Protocolo de carga de las muestras en placa de 90 pocillos por el método Bradford
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Cada placa de analisis se incubé durante 10 minutos a temperatura
ambiente y se leyeron las absorbancias a 595 nm en un lector de placas,
obteniendo de esta manera la concentraciéon de proteina en cada una de las

muestras.

3.7.5.5 Concentracion de productos de reaccion del acido tiobarbiturico

Fundamento:

La determinacion de los productos de reaccion del acido tiobarbiturico

33 Qe analizo la

(TBARS) se realizé segun el método descrito por Wills
intensidad de la peroxidacion lipidica mediante la cuantificacion de los
aldehidos formados por degradacion de hidroperoxidos, incluyendo el

malondialdehido (MDA) que se utiliz6 como estandar.

Método:

Se incubd, durante 30 minutos a 90 °C, la siguiente mezcla reactiva:

e 1 ml de homogenado fresco (0,5 g de higado + 1,5 ml tampon
fosfato 0,1 M pH 7,4)

e 2 ml de una solucidon compuesta por acido tricloroacético (15%),
acido tiobarbiturico (0,37%) y acido clorhidrico (0,25 N).

Dicha mezcla se enfrid en hielo y se centrifugd a 3000 rpom durante 15
minutos. Se determiné la absorbancia del sobrenadante en un
espectrofotometro a una longitud de onda de 535 nm. Para la realizacion del
blanco se sustituyé la muestra por tampon fosfato (0,1 M pH 7,4). Para el
calculo de la concentracion de MDA se utilizé una curva patron de MDA (1-4

nmol/ml), con un coeficiente de extincion molar de 1,55-10°M™ ecm™.

3.7.5.6 Cuantificacion de la expresion de proteinas (CAT, SOD, NQO1,
Nrf2, Keap1l)

La determinacion de la expresiéon de proteinas se llevd a cabo mediante la

técnica de Western blot utilizando el sistema de Laemmli 3.

119



Método:

Tras la obtencion de los homogenados celulares y la posterior
determinacion de la concentracion de proteinas, se tomaron 100 pg de proteina
de cada muestra para su analisis. En todos los casos se complet6 el volumen
con agua hasta 75 uL y se anadieron 25 uL adicionales de tampdn de carga
(sacarosa 0,27 M, SDS 0,27 M, B-mercaptoetanol 2,8 M, azul de bromofenol
1,4 mMy Tris-HCI 0,5 M pH 6,8) y se incubé durante 3 minutos a 100 °C.

a) Electroforesis

A continuacion se realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida al
9-12% en tampon de electroforesis (Tris-HCI 25 mM, glicina 0,2 M, SDS 3,5
mM pH 8,8) utilizando el sistema Mini Protean (Bio-Rad). Dicha electroforesis
se realiz6 en un gel discontinuo con dos zonas diferenciadas: Running (en la
zona inferior) y Stacking (en la zona superior). En la zona de Stacking se
concentra la muestra mediante isotacoforesis, mientras que en la zona de
Running se produce la separacion de los diversos componentes proteicos de

cada muestra.

Para la realizacién del gel Running se preparé la siguiente mezcla

reactiva:

e 1,8-2,4 mlde mezcla acrilamida/bis acrilamida 29:1 (Bio-Rad).
e 2-2,6 ml de H,O milliQ.

e 1,5 ml de tampon Tris-HCI 1,5 M pH 8,8.

e 60 pL de SDS al 10% (Bio-Rad).

e 30 pL de persulfato amonico (APS) al 10% (Bio-Rad).

e 3 pL de TEMED (Bio-Rad).

Tras la preparacion de esta parte del gel, la mezcla se introdujo entre los

cristales con objeto de que polimerizase en la zona inferior.
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A continuacion se procedio a realizar la mezcla de la parte concentradora
(Stacking) del gel, que se realizdé con un porcentaje de acrilamida del 4%. Para

ello se preparé la siguiente mezcla reactiva:

e 0,4 mL de mezcla acrilamida/bis acrilamida.
e 2 mL de H,O milliQ.

e 3,3 mL de tampon Tris-HCI 0,5 M pH 6,8.

e 33,3 yL de SDS al 10%.

e 16,7 puL de APS al 10%.

e 3,3 uL de TEMED.

Una vez preparada, la mezcla fue aplicada entre los cristales, encima de
la parte separadora (Running) del gel, y a continuacién se introdujo el peine
para que se formasen los pocillos del gel en los cuales se procedié a cargar las
muestras. La cantidad estandar utilizada de cada una de las proteinas fue de
30 ug.

Las proteinas estudiadas fueron catalasa, SOD Cu/Zn, NQO1, el factor de

transcripcion Nrf2 y su inhibidor Keap1.

b) Transferencia

Una vez separadas mediante electroforesis las proteinas, éstas fueron
transferidas a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Bio-Rad),
con objeto de fijarlas a este soporte favoreciendo su exposicion a los
anticuerpos. Para dicha transferencia, una vez extraido el gel, éste se equilibré

en el tampon de transferencia (Tris-HCI 25 mM, glicina 0,2 M, y metanol 20%).

La transferencia se realiz6 a 100 V durante 100 minutos, mediante la
técnica de transferencia humeda. A continuacién, la membrana donde se
hallaban fijadas las proteinas transferidas, se incubé durante una hora en
solucion de bloqueo conteniendo 2,5% leche en polvo desnatada en PBS-
Tween (NaCl 0,14 M, KH,PO4 1,4 mM, NaHPO4 8 mM, KCI 2,7 mM, Tween-20

0,05%) a temperatura ambiente.
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¢) Incubacion con anticuerpo primario

Posteriormente, se incubd la membrana durante 24 h con anticuerpos
especificos para cada proteina objeto de analisis (anti-catalasa, anti-SOD
Cu/Zn, anti-NQO1, anti-Nrf2 y anti-Keap1) (Sta. Cruz Biotechnology, EE.UU),
disueltos en leche preparada en PBS-Tween. Transcurrido ese tiempo se lavo

durante 1 hora con PBS-Tween (que era renovado cada 10 minutos).

d) Incubacién con el anticuerpo secundario

A continuacién, se incub6é durante 60 minutos con un anticuerpo
secundario, anti-inmunoglobulina de conejo, unido a peroxidasa de rabano
picante (horseradish peroxidase, HRP, Dako, Glostrup, Dinamarca), disuelto en
leche y PBS Tween en una dilucion final de 1:5.000. Transcurrido el tiempo
indicado se volvié a lavar durante 1 hora con PBS-Tween (que era renovado

cada 10 minutos).

e) Revelado

La deteccion de las proteinas se realiz6 por quimioluminiscencia
utilizando el reactivo comercial ECL (Santa Cruz Biotechnology, California,
EE.UU.) exponiendo la membrana durante 1 minuto a la mezcla reactiva
comercial. Posteriormente se introdujo en un cassette radiografico junto con
una pelicula de alta sensibilidad (Fuijifilm Super RX, Fuji, Tokio, Japén), durante

tiempos variables de entre 1 - 30 minutos.

Tras el revelado y secado de la pelicula se llevd a cabo la cuantificacion
de las bandas por densitometria utilizando para ello el programa Scion Image
4.02 (Scion Corporation, Frederick, Maryland, EE.UU.).

Con objeto de verificar que se habia cargado la misma cantidad de
proteina en cada pocillo del gel, las membranas se lavaron en tampon de
deshibridacién (glicina 0,2 M, 3 mM SDS, 1% Tween-20 pH 2,2) durante 10
minutos, 2 lavados de 10 min en PBS, y 2 lavados de 5 min en PBS-Tween. A
continuacioén se bloquearon durante 1 hora en leche al 2,5% disuelta en PBS-
Tween para posteriormente cuantificar la proteina housekeeping gliceraldehido
3-fosfato deshidrogenasa (GADPH), de 36kDa.
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3.7.6 Tratamiento estadistico

Para la expresion de los resultados se calcul6 el valor de la media y el

error estandar de la media (E.E.M).

Para el analisis estadistico de los resultados se realizd el test de analisis
de varianza (ANOVA). Ademas, en aquellos grupos donde aparecieron

diferencias significativas se realizd, posteriormente, el test de Newman-Keuls.

Para el tratamiento de los datos y para el analisis estadistico de los
mismos se utilizd el programa Statistica 8.0 para Windows (Statsoft, Tulsa,
USA), mientras que para su representacion grafica se utilizaron el programa

anteriormente citado y Microsoft Excel 2010 (Microsoft, Redmond, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Efectos de laradiacion y la quercetina sobre parametros

corporales

En las tablas 4-1 y 4-2 quedan reflejados el peso corporal, hepatico y del
cerebro en los diferentes grupos experimentales. El peso corporal se determiné
cada 2 dias y el reflejado en las tablas corresponde al peso al inicio y al final de
los experimentos. El peso hepatico y del cerebro se realizd después del
sacrificio de los animales tanto en el grupo de animales analizados a los 7

como los 30 dias post-irradiacion.

No hubo diferencias significativas en los pesos del higado y del cerebro
entre los diferentes grupos experimentales. No obstante, en el peso corporal se
observo un descenso en todos los animales radiados, tanto en el grupo RS
como en el RQ, en el grupo de 7 dias post-irradiacion. También se observa un

descenso no significativo en el peso del cerebro en los animales irradiados.

Pérdida de
Grupo | Peso el | Peso ool | igaco g | SR | Be00)

irradiacion)
CS 248,2+15,9 320,347,1 11,9+0,9 | 2,0040,10 -
cQ 247,1+14,3 324,647,3 11,2¢1,2 | 2,02+0,04 -
RS 235,7+12,4 294,9+8,0 11,4+1,6 | 1,86+0,16 7,52+0,79
RQ 232,5+12,3 293,5+4,1 12,1£1,0 | 1,96+0,07 3,1310,91

Tabla 4-1. Peso corporal, hepatico y del cerebro en los grupos experimentales a los 7 dias

post-irradiacion. Valores medios + E.E.M. de 8-10 ratas.
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Pérdida de peso
Gruno Peso corporal Peso corporal Higado Cerebro (9)
P inicial (g) final (g) (9) (9) (5 dias post-
irradiacion)
CS 228,5+7,6 352,38,7 12,5¢1,4 | 2,02+0,10 -
cQ 228,3+6,5 368,4+11,5 13,1£2,0 | 1,98+0,07 -
RS 261,2+5,5 344,0+5,8 12,3+1,3 | 1,924+0,12 13,16+1,71
RQ 257,8+6,5 332,7+6,7 12,4+1,4 | 1,9810,10 6,88+1,06

Tabla 4-2. Peso corporal, hepatico y del cerebro en los grupos experimentales a los 30 dias
post-irradiacion. Valores medios + E.E.M. de 8-10 ratas.

Tras el seguimiento del peso corporal a lo largo de los dias desde la
llegada de los animales al animalario, pudimos observar que la pérdida media
de peso corporal, medida tanto a los 2 dias como a los 5 dias post-irradiacién,
experimentada por las ratas no suplementadas que sufrieron irradiacion a
cuerpo entero de 6 Gy (grupo RS), fue aproximadamente el doble que la
pérdida acaecida en las ratas suplementadas oralmente con quercetina (grupo
RQ) (Tabla 4-1 y Tabla 4-2).

En la evolucién del peso corporal (Figura 4-1), observamos un aumento
progresivo en todos los grupos de animales hasta el dia de la irradiacion, a
partir del cual se observa un descenso en la velocidad de crecimiento en los
animales control, coincidiendo con la anestesia de los animales. En los
animales irradiados se observa un descenso en el peso corporal, mayor en los
animales irradiados y no suplementados con quercetina. Después del dia 20 se
recupera el peso en todos los grupos experimentales, siendo menor la
recuperacion del peso en todos los animales irradiados, tratados o no con

quercetina.
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Peso corporal (g)

1 510152025303540 1 5 10152025303540 1 5 10152025303540 1 5 10 15 20 25 30 35 40

Grupo: CS Grupo: CQ Grupo: RS Grupo: RQ
DIiA

Figura 4-1. Evolucion del peso corporal en los 4 grupos experimentales hasta los 30 dias post-
irradiacion.

La irradiacion experimental se realizé en el dia 10 desde la llegada de los animales.

4.2 Efectos de laradiacion y la quercetina sobre parametros de
dafio organico. Resonancia magnética

Tanto los animales suplementados con quercetina como los grupos
control, fueron sometidos a una exploracion de resonancia magnética realizada
previamente a la radiacion. Se efectud el registro de las alteraciones de senal
inducidas por la radiacion experimental en encéfalo, médula espinal, y médula
Osea de los cuerpos vertebrales, mediante resonancia magnética de 3 Teslas,
alos 2,7, 15, 20 y 30 dias post-irradiacion, obteniendo imagenes de cerebro en
secuencias axial y coronal T2 SE y T2* GE y de médula espinal y médula 6sea

en secuencias sagital T1 y axiales T2 SE y T2* GE.

No se observo evidencia de gliosis, edema, ni hemorragias durante las
dos primeras semanas. El unico cambio es un aumento de sefal en secuencias
T1 de las vértebras como consecuencia de la radiacién de la médula ésea. No

se apreciaron diferencias entre los dos grupos de ratas irradiadas, RS y RQ.

En las imagenes obtenidas por resonancia realizadas a partir de los 15
dias después de la irradiacion es posible distinguir algun foco aislado
puntiforme y sutil de microhemorragias, identificados en secuencia T2* GE,

quiza algo mas llamativos en la ratas irradiadas sin quercetina.
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En la Figura 4-2 se muestra una imagen de resonancia magnética
correspondiente al cerebro en secuencia T2* GE en plano coronal de una rata
después de 15 dias de ser irradiada sin tratamiento con quercetina (A) y con
quercetina (B). Se aprecia un foco puntiforme aislado de baja sefal localizado
en hemisferio cerebral derecho que podria corresponder con un
microsangrado. En la Figura 4-2B, que corresponde a una rata irradiada y

tratada con quercetina, no se observan microsangrados.

LAH LPH

Grupo CardioVascular FIS Leon Rata 2, M Grupo CardioVascular FIS Leon
GE MEDICAL SYSTEMS50608, 20110606 GE MEDICAL SYSTEMS

Fr: 2, WL: 9489, WW: 18979 Fr: 3, WL: 9115, WW: 18230

<
L3
LPFRAH

TR: 300 ms
TE: 15 ms

7 1 |
2 mm

Figura 4-2. Secuencia T2* eco de gradiente en plano coronal de cerebro en una rata después
de 15 dias de ser irradiada.

A) sin suplementacién con quercetina. B) suplementada con quercetina.

También se aprecia un foco puntiforme aislado de baja sefial localizado
en el hemisferio cerebeloso izquierdo, sugestivo de microsangrado, en una rata
irradiada sin suplementacién (Figura 4-3A). En la Figura 4-3B, correspondiente

a una rata irradiada y tratada con quercetina, no se observan microsangrados.
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RPH RPF

Rata 1, M Grupo CardioVascular FIS Leon [@Rata 2, M Grupo CardioVascular FIS Leon
50609, 20110606 GE MEDICAL SYSTEMS@50608, 20110606 GE MEDICAL SYSTEMS|
Fr: 8, WL: 10758, WW: 21516 Fr: 8, WL: 11028, WW: 22056

Figura 4-3. Secuencia T2* eco de gradiente en plano axial de cerebro en una rata después de
15 dias de ser irradiada.

A) sin suplementacién con quercetina. B) suplementada con quercetina.

4.3 Efectos delaradiacion y la quercetina sobre parametros de

dafio organico. Andlisis histopatoldgico

En general, el examen histopatoldgico de las muestras de ratas irradiadas
sin suplementacion con quercetina revela alteraciones significativas en los

tejidos estudiados.

4.3.1 Médula 6sea

Observamos en médula Osea del grupo de animales control
caracteristicas de una médula 6sea roja activa con abundantes células de las
series eritroide y mieloide y megacariocitos (Figura 4-4), pero en las ratas
irradiadas a los 7 dias post-irradiacion se observé menor densidad celular y
sustituciéon de células hematopoyéticas por adipocitos, y por tanto una
disminucién en la capacidad hematopoyética (Figura 4-5). Estas alteraciones
fueron menos evidentes a los 30 dias post-irradiacién. La quercetina mejoro

levemente las alteraciones originadas por la radiacion (Figura 4-6).
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Figura 4-4. Seccion transversal de médula ésea cervical de una rata control, sacrificada a los 7
dias post-irradiacion.

Hematoxilina-Eosina. 20X

Figura 4-5. Seccion transversal de médula 6sea cervical de una rata irradiada sin tratamiento,
sacrificada a los 7 dias post-irradiacion.

Hematoxilina-Eosina. 20X
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Figura 4-6. Seccion transversal de médula 6sea cervical de una rata irradiada suplementada
con quercetina, sacrificada a los 7 dias post-irradiacion.
En el cuadro inferior observamos una foto detallada de la presencia de adipocitos y menor

numero de células hematopoyéticas (100X). Hematoxilina-Eosina. 20X

4.3.2 Médula espinal

En la médula espinal se observé ligera espongiosis a los 7 dias post-
irradiacion tanto en los animales tratados como en los no tratados con
quercetina. A los 30 dias post-irradiacién en los animales sin tratar se
observaron alteraciones vasculares: congestién y hemorragia en meninges,
sustancia gris y sustancia blanca de la médula espinal y conducto ependimario
(Figura 4-8), no siendo evidentes estas hemorragias en los animales a los que

se les administré quercetina.
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Figura 4-7. Seccion transversal de médula espinal de una rata control, sacrificada a los 30 dias
post-irradiacion.
Hematoxilina-Eosina. 42X

Figura 4-8. Seccion transversal de médula espinal de una rata irradiada no suplementada con
quercetina, sacrificada a los 30 dias post-irradiacion.
Hematoxilina-Eosina. 42X
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4.3.3 Hipocampo

En la Figura 4-9 se muestra una seccion sagital del hipocampo de una
rata control. En el hipocampo y areas proximas al tercer ventriculo de los
animales irradiados sin tratamiento, observamos numerosas neuronas con
picnosis. También aparecen congestion y hemorragia asi como infiltrados
focales de células mononucleadas en meninges a los 7 dias post-irradiacion
(Figura 4-10) y edema perivascular a los 30 dias post-irradiacién (Figura 4-11).
Estas alteraciones no se observaron en los animales suplementados con

quercetina.

Figura 4-9. Seccion sagital del hipocampo de una rata control, sacrificada a los 7 dias.

Hematoxilina-Eosina. 50X.
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Figura 4-10. Seccion sagital del hipocampo de una rata irradiada no suplementada con
quercetina sacrificada a los 7 dias post-irradiacion.
Hematoxilina-Eosina. 37X.

Figura 4-11. Seccion sagital a través del hipocampo de una rata irradiada no suplementada
con quercetina sacrificada a los 30 dias post-irradiacion.

Hematoxilina-Eosina. 37X.
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4.3.4 Higado

En la Figura 4-12 se muestra una seccion del higado de una rata control.
No se observaron lesiones relevantes en los animales irradiados a los 7 dias
post-irradiacion, excepto la presencia de discretos infiltrados portales
constituidos principalmente por linfocitos. Asimismo, el citoplasma de algunos
hepatocitos aparecia vacuolizado de forma difusa y con el nucleo en posicidon
central, imagen compatible con posible trastorno del metabolismo hidrico o
degeneracion glucogénica (Figura 4-13). A los 30 dias post-irradiacion, los
animales sin tratar presentaron también infiltrados portales esporadicos de
linfocitos y macrofagos. Los hepatocitos, principalmente de areas periportales,
mostraron inclusiones ovoides citoplasmaticas posiblemente de naturaleza
proteica (gotas hialinas o cuerpos de Mallory) (Figura 4-14). La quercetina no

mejora las leves alteraciones observadas en los animales irradiados.

Figura 4-12. Seccion del higado de una rata control sacrificada a los 7 dias post-irradiacion.

Hematoxilina-Eosina. 50,1X.
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Figura 4-13. Seccion del higado en ratas irradiadas no suplementadas con quercetina
sacrificadas a los 7 dias post-irradiacion.

En el cuadro inferior se muestra infiltracion portal con linfocitos. Hematoxilina-Eosina. 50X.

Figura 4-14. Seccion del higado de una rata irradiada no suplementada con quercetina
sacrificada a los 30 dias post-irradiacion.

Hematoxilina-Eosina. 100X.
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4.4 Efectos de laradiacion y la quercetina sobre parametros
sanguineos

En las Figuras 4-15 a 4-19 se muestran los datos correspondientes al
recuento de eritrocitos, leucocitos y plaquetas, asi como valor hematdcrito y
concentracion de hemoglobina, respectivamente en los diferentes grupos
experimentales.

Como se observa en la Figura 4-15, el recuento eritrocitario disminuye
significativamente en los animales irradiados tanto a los 7 como a los 30 dias

post-irradiacion, con independencia del tratamiento con quercetina.
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Figura 4-15. Recuento de eritrocitos en los diferentes grupos experimentales a los 7 y 30 dias
post-irradiacion.
Valores medios + E.E.M. de 8-10 ratas.* p<0,05 respecto a CS.
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A los 7 dias de la irradiacion el valor hematdcrito disminuye
significativamente en los animales irradiados en relacion a los animales control.
El descenso es ligeramente menor en los animales irradiados tratados con
quercetina. En el experimento a largo plazo el valor hematdcrito se ha
recuperado en los animales irradiados, no presentando diferencias con los

grupos control (Figura 4-16).
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Figura 4-16. Valor hematdcrito en los diferentes grupos experimentales a los 7 y 30 dias post-

irradiacion.

Valores medios + E.E.M. de 8-10 ratas. * p<0,05 respecto a CS.
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En la Figura 4-17 se muestran los valores de concentracion de
hemoglobina donde se observa, de forma similar a lo que sucede con el valor
hematdcrito, un descenso significativo en los grupos irradiados, tanto tratados
como no tratados con quercetina, después de 7 dias tras la irradiacién. Estos

valores se recuperan a los 30 dias post-irradiacion.
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Figura 4-17. Concentracion de hemoglobina en los diferentes grupos experimentales a los 7 y
30 dias post-irradiacion.
Valores medios + E.E.M. de 8-10 ratas. * p<0,05 respecto a CS.
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En la Figura 4-18 se puede apreciar un descenso significativo muy
acusado en el recuento de leucocitos en los animales transcurridos 7 dias tras
ser irradiados. Puede apreciarse a los 30 dias post-irradiaciéon que los animales
no tratados con quercetina recuperan casi en su totalidad el numero de
leucocitos, siendo este efecto mas acusado en los animales irradiados y

tratados con quercetina.
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Figura 4-18. Numero de leucocitos en los diferentes grupos experimentales a los 7 y 30 dias
post-irradiacion.

Valores medios + E.E.M. de 8-10 ratas. * p<0,05 respecto a CS.
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En cuanto al recuento de plaquetas, podemos apreciar que estos
corpusculos practicamente desaparecen del plasma a los 7 dias
post-irradiacion en los animales irradiados tanto en los animales tratados como
en los no tratados con quercetina. A los 30 dias post-irradiacion el numero de
plaquetas en los animales irradiados es similar al de los animales control. La
quercetina no parece ejercer ningun efecto sobre el recuento plaquetario
(Figura 4-19).
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Figura 4-19. Numero de plaquetas en los diferentes grupos experimentales a los 7 y 30 dias
post-irradiacion.

Valores medios + E.E.M. de 8-10 ratas. * p<0,05 respecto a CS.

4.5 Efectos delaradiacion y la quercetina sobre el comportamiento

4.5.1 Experimento 1. Efectos comportamentales pre-irradiacion

En el experimento 1 analizamos el comportamiento exploratorio y
cognitivo de los animales durante cuatro dias antes de ser irradiados, y el
efecto de la irradiacion posterior sobre los parametros comportamentales
registrados.
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4.5.1.1 Comportamiento exploratorio (prueba de open field)
4.5.1.1.1 Frecuencia de acceso

En la Figura 4-20 se recoge la frecuencia de acceso de los animales a las
distintas zonas del open field durante los cuatro dias anteriores a la irradiacion
y los tres dias posteriores a la misma, incluyendo ademas los tres dias
analizados a mas largo plazo (14, 19 y 29 dias post-irradiacién). No se
observan cambios aparentes en la frecuencia de acceso de los animales a los
lados y a las esquinas. En ambas zonas, los controles con y sin quercetina
también tienden a la bajada en la frecuencia en los dias previos a la anestesia.
Tras la misma, la frecuencia aumenta con tendencia a recuperarse, aunque en

el grupo control con quercetina esté menos marcado.
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Figura 4-20. Frecuencia de acceso en esquinas, lados y centro de los animales durante los
dias previos a la irradiacion y los dias posteriores a la misma.
Valores medios £+ EEM. N=8-10

En los animales irradiados sin tratamiento, también observamos un

descenso de la frecuencia de acceso a las zonas en los dias previos a la
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radiacion. Sin embargo tras la misma, observamos que la recuperacion es
menor a la de los controles. Esta situacion se revierte en los animales

irradiados tratados con quercetina (Figura 4-20).

A fin de comparar la respuesta inmediata de los animales a la irradiacion
se efectué un andlisis de varianza de medidas repetidas con los datos
comportamentales relativos a la frecuencia de acceso a cada zona, obtenidos
los dias anterior y posterior a la irradiacidon para cada uno de los cinco minutos
que duraba la sesidon en el open field. Fueron considerados factores
independientes el grupo y el dia y como factor de medidas repetidas el minuto
en la sesion. La Figura 4-21 permite apreciar que la frecuencia de acceso por
minuto es superior en los animales control suplementados con quercetina que
en los animales control no suplementados. Existe ademas una disminucion no
significativa de la frecuencia de acceso por minuto en todos los animales al dia

siguiente a la irradiacion.
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Figura 4-21. Frecuencia de acceso media por minuto a las zonas del open field durante los
dias anterior y posterior a la irradiacion.
Medias + E.E.M. N=8-10. * p<0,05 respecto a CS.
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Se efectud el analisis de la frecuencia de acceso a las zonas durante
cada uno de los cinco minutos de duracién de cada sesion en el open field, en
un intento de obtener informacién acerca del grado de habituacion de los
animales al mismo wuna vez sufrida la irradiacion experimental. La
representacion 3D de estos datos (Figura 4-22) permite observar en el grupo
control un aumento progresivo en la frecuencia de acceso a esquinas y lados a
lo largo de los tres dias post-irradiacion, junto con su disminucion desde el
minuto 1 hasta el minuto 5 de la sesién. Este comportamiento no se aprecia en

los animales irradiados.
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Figura 4-22. Frecuencia de acceso de los animales a esquinas, lados y centro del open field en
cada minuto durante los tres dias posteriores a la irradiacion.

Datos individuales ajustados a superficies mediante suavizado por spline bicubico. N=8-10.
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4.5.1.1.2 Duracioén de la estancia

La Figura 4-23 permite apreciar la duracion de la estancia de los animales
en las distintas zonas del open field durante los cuatro dias anteriores a la
irradiacion y los tres dias posteriores a la misma, incluyendo ademas los tres
dias analizados a mas largo plazo (14, 19 y 29 dias post-irradiacion). En los
dias previos a la irradiacién de los animales, podemos observar la ausencia de
diferencias significativas entre los grupos experimentales en cuanto a la
duracion de la estancia en los lados y las esquinas (Figura 4-23). Puede
observarse una disminucion de la duracion de la estancia en esquinas y lados
en los tres dias siguientes a la irradiacion en ratas CS y CQ, junto con una
tendencia al aumento de la estancia en el centro. Por el contrario, la duracion
en esquinas, lados y centro no cambia en las ratas irradiadas sin quercetina,

situacién que parece revertirse tras suplementacion con quercetina.
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Figura 4-23. Duracion total de la estancia en esquinas, lados y centro de los animales durante
los dias previos a la irradiacion y los dias posteriores a la misma.
Valores medios + E.E.M. N=8-10.
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A fin de comparar la respuesta inmediata de los animales a la irradiacion
se efectudé un andlisis de varianza de medidas repetidas con los datos
comportamentales relativos a la duracién de la estancia en cada zona del open
field, obtenidos los dias anterior y posterior a la irradiacién, para cada uno de
los cinco minutos que duraba la sesion en el open field. Fueron considerados
factores independientes el grupo y el dia y como factor de medidas repetidas el
minuto en la sesion. La Figura 4-24 permite apreciar que la duracion de la
estancia por minuto en las esquinas disminuyé significativamente el dia
siguiente a la irradiacién en los animales del grupo RS, tanto en relacion con el
grupo control CS como respecto al dia previo a la irradiacién en el mismo grupo
experimental. Asimismo, la duracion de la estancia de los animales RS en el

centro del open field aumento al dia siguiente a su irradiacion.
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Figura 4-24. Duracion media por minuto de la estancia en las zonas del open field durante los
dias anterior y posterior a la irradiacion.
Medias + E.E.M. N=8-10. * p<0,05 respecto a CS. # p<0,05 respecto al dia anterior a la

irradiacion
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Se efectud el analisis de la duracion de la estancia en las zonas durante
cada uno de los cinco minutos de duracion de cada sesion en el open field, en
un intento de obtener informacién acerca del grado de habituaciéon de los
animales al mismo wuna vez sufrida la irradiacion experimental. La
representacion 3D de estos datos (Figura 4-25) no permite observar diferencias
entre los distintos grupos experimentales en relacién a este parametro a lo
largo de los tres dias siguientes a la irradiacién, a excepcion del grupo RS
donde se produce un aumento en la estancia en el centro del open field del
minuto 1 al minuto 3, que no obstante va disminuyendo desde el dia 1 al dia 3

post-irradiacion.
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Figura 4-25. Duracion de la estancia de los animales en esquinas, lados y centro del open field
en cada minuto durante los tres dias posteriores a la irradiacion.

Datos individuales ajustados a superficies mediante suavizado por spline bicibico. N=8-10.
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4.5.1.1.3 Distancia total recorrida

La Figura 4-26 representa la distancia total recorrida por los animales en
las distintas zonas del open field durante los cuatro dias anteriores a la
irradiacion y los tres dias posteriores a la misma, incluyendo ademas los tres
dias analizados a mas largo plazo (14, 19 y 29 dias post-irradiacién). En
general no se aprecian cambios aparentes en la distancia total recorrida por los
animales, entre las zonas definidas como lados y esquinas. Los controles con o
sin tratamiento presentan una tendencia a la disminucion de la distancia
recorrida en los lados durante los dias previos a la anestesia. Tras la misma, la
distancia total recorrida tiende a ir en aumento, aunque en el grupo control con

quercetina esta tendencia es menos marcada.

Los animales irradiados sin tratamiento también presentan un descenso
de la distancia total recorrida en los dias previos a la radiacién, pero tras la
misma, observamos que la recuperacion es menor que la de los controles. Esta
situacion se revierte en los animales irradiados tratados con quercetina, aunque

no es significativo frente a los animales irradiados no tratados (Figura 4-26).
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Figura 4-26. Distancia total (cm) recorrida en esquinas, lados y centro de los animales durante

los dias previos a la irradiacion y los dias posteriores a la misma.
Valores medios + E.E.M. N=8-10.

A fin de comparar la respuesta inmediata de los animales a la irradiacion

se efectud un andlisis de varianza de medidas repetidas con los datos

comportamentales obtenidos los dias anterior y posterior a la irradiacién,

relativos a la distancia recorrida en cada zona del open field para cada uno de

los cinco minutos que duraba la sesion en el open field. Fueron considerados

factores independientes el grupo y el dia y como factor de medidas repetidas el

minuto en la sesion. La Figura 4-27 permite apreciar que la distancia recorrida

en cada minuto en las esquinas aumento significativamente en los animales del

grupo CQ respecto al CS al dia siguiente a su anestesia, y de modo similar se

observa en el grupo CQ un aumento en la distancia recorrida en lados tanto

antes como después de la anestesia respecto al grupo CS.
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Figura 4-27. Distancia media recorrida por minuto en las zonas del open field durante los dias
anterior y posterior a la irradiacion.
Medias + E.E.M. N=8-10. * p<0,05 respecto a CS.

Se efectud el andlisis de la distancia recorrida en las zonas durante cada
uno de los cinco minutos de duracion de cada sesion en el open field, en un
intento de obtener informacion acerca del grado de habituacion de los animales
al mismo una vez sufrida la irradiacion experimental. La representacion 3D de
estos datos (Figura 4-28) no permite observar pautas diferenciales entre los

distintos grupos experimentales.

152 Raquel Marina Hernandez



Resultados

n
@
@]
o
g00
0
2%
%) 2 50
18 o
200
e 6@&"
800
0
g o 705
g i il
o igg
% o
% -
=, L
> ﬁ’ 4‘5\
Centro Esquinas Lados
B > 400
B <320
[ <220
[1<120
B < 20

Figura 4-28. Distancia (cm) recorrida por los animales en esquinas, lados y centro del open
field en cada minuto durante los tres dias posteriores a la irradiacion.

Datos individuales ajustados a superficies mediante suavizado por spline bicubico. N=8-10.
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4.5.1.2 Comportamiento cognitivo (prueba de Morris)

Podemos observar en la Figura 4-29 que durante los dias previos a la
anestesia o irradiacion de los animales, todos los grupos experimentales siguen
una misma tendencia hacia el descenso del tiempo de latencia hasta encontrar
la plataforma de escape en el laberinto de Morris, ya que la pendiente del
segmento correspondiente en el analisis de regresion lineal fragmentada no
indica diferencias significativas. En el caso de los grupos control, a partir del dia
de la anestesia podemos observar que los animales tratados con quercetina
presentan un ligero descenso de la latencia frente a los controles sin tratar. Sin
embargo, en los grupos irradiados observamos un efecto adverso de la
irradiacion en ambos casos, aunque no estadisticamente significativo (Tabla
4-3), con una pendiente mas baja, en los dias posteriores a la irradiacion. Los
animales irradiados tratados con quercetina presentan una ligera tendencia a
una recuperacion mas temprana en relacion con el grupo irradiado sin

tratamiento (Figura 4-29).
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Figura 4-29. Tiempo de latencia (s) invertido en encontrar la plataforma de escape en el test de
Morris durante los 4 dias previos a la irradiacion y los 3 dias posteriores a la misma.
Valores medios + E.E.M. N=8-10.
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Regresion lineal
seggmentada CS cQ RS RQ
Valores del mejor ajuste + E.E.M.
Intercepto1 39,7+1,8 35,614,0 47,316,8 44,544 4
Pendiente1 -4,55+0,81 -5,40+£1,78 -8,77+3,03 -6,66+1,62
t0 ~ 4,000 ~ 4,000 ~ 4,000 4,514
Pendiente2 -2,25+0,69 -1,3441,52 -0,17+2,58 -1,2412,56
Intervalos de confianza al 95%
Intercepto1 33,8a45,5 22,8 a48,3 25,6 a 69,0 30,3 a 58,6
Pendiente1 -7,14a-197 | -11,06 20,26 | -18,40a2 0,85 | -11,81 a-1,50
t0 4,0a9,0
Pendiente2 -4,45a-0,04 | -6.17a3,50 | -8,38a 8,04 -9,40 a 6,91
Bondad de ajuste
Grados de libertad 3 3 3 3
R2 0,9889 0,9454 0,9133 0,9463
Suma de cuadrados 4,811 23,15 66,90 39,39
Sy.x 1,266 2,778 4,722 3,623
Restricciones
t t0 > 4,00 t0>400 | t0>400 | 10>4,00

Tabla 4-3. Parametros de regresion lineal segmentada (ver 3.7.3.2, pag.113) obtenidos para el
ajuste de los tiempos de latencia hasta alcanzar la plataforma de escape durante los cuatro
dias previos a la irradiacion y los tres dias posteriores a la misma representados en la Figura
4-29.

4.5.2 Experimento 2. Efectos comportamentales post-irradiacion

En el experimento 2 se analiz6 el efecto de la radiacion sobre el inicio del
Se

comportamentales en ratas al dia siguiente de sufrir la irradiacion experimental.

comportamiento exploratorio 'y cognitivo. registraron parametros

4.5.2.1 Comportamiento exploratorio (prueba de open field)

Los resultados obtenidos sobre la frecuencia de acceso a cada zona son
diferentes en los distintos grupos considerando la anestesia y la radiacion
recibidas. Los animales control recién anestesiados presentan bajas
frecuencias de acceso a lados y esquinas, que aumentan conforme pasan los
dias. Sin embargo, en los animales control analizados transcurridos 25 dias, se
aprecia una tendencia a la disminucion de la frecuencia de acceso a lados y
esquinas. Los animales control tratados con quercetina presentan una mayor

frecuencia de acceso a esquinas y lados tras la anestesia, sin que ésta tienda a
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aumentar como en los animales del grupo CS. Es de destacar el aumento de la
frecuencia de acceso al centro en el grupo CQ a lo largo de los cinco dias
siguientes a la anestesia. En los animales CQ analizados a los 25 dias se
observa una tendencia a la disminucién de la frecuencia de acceso a lados y

esquinas de modo similar a los animales del grupo CS.

En el estudio de los datos obtenidos a partir del dia siguiente a la
irradiacion, se observa que los animales irradiados presentan una menor
frecuencia de acceso a las zonas experimentales respecto a los controles,
situacion que se revierte con el paso del tiempo llegando a valores similares a
los de los grupos control. Sin embargo, a los 25 dias tras la irradiacion las
frecuencias de acceso a esquinas y lados son superiores a las encontradas
inmediatamente después de la radiaciéon. No observamos diferencias

destacables en los animales irradiados tratados con quercetina (Figura 4-30).
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Figura 4-30. Frecuencia de acceso en esquinas, lados y centro de los animales durante los
dias posteriores a la irradiacion.
Valores medios + E.E.M. N=8-10.
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Se observa en la Figura 4-31 que en el estudio a corto plazo, en general,
no observamos diferencias notables entre los grupos experimentales en cuanto
a la duracion total de los animales en cada zona experimental. En cuanto al
tiempo de permanencia en las esquinas, el grupo control manifiesta un ligero
descenso tras la administracién de la anestesia, situacién que no se observa en
los controles tratados y por lo tanto podriamos relacionarlo con un posible
efecto beneficioso de la quercetina. En el caso de los animales irradiados ya
sean tratados o no con quercetina, tampoco observamos grandes diferencias
respecto a los controles. Sin embargo, cuando el estudio fue realizado a partir
de los 25 dias tras la irradiacién, observamos que la duracion en los lados de
los animales irradiados tiende a disminuir mientras que aumenta en las
esquinas, lo que podria explicarse por una habituacion debida al paso del
tiempo. El tratamiento de estos animales con quercetina no modifica esta

situacion.
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Figura 4-31. Duracion total de la estancia en esquinas, lados y centro de los animales durante
los dias posteriores a la irradiacion.
Valores medios + E.E.M. N=8-10.
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Respecto a la distancia total recorrida en las diferentes zonas del open
field, observamos resultados similares a los obtenidos para la frecuencia de
acceso (Figura 4-30). Los animales control recién anestesiados recorren una
menor distancia en lados y esquinas, que aumenta conforme pasan los dias.
Sin embargo, en los animales control analizados transcurridos 25 dias, se
aprecia una tendencia a la disminuciéon de distancia recorrida en lados y
esquinas. Los animales control tratados con quercetina presentan una mayor
distancia recorrida en lados y esquinas tras la anestesia, sin que ésta tienda a
aumentar como en los animales del grupo CS. Asimismo, la distancia recorrida
en el centro por los animales del grupo CQ aumenta a lo largo de los cinco dias
siguientes a la anestesia. En los animales CQ analizados a los 25 dias se
observa una tendencia a la disminucion de la distancia en lados y esquinas de

modo similar a los animales del grupo CS.
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Figura 4-32. Distancia total recorrida en esquinas, lados y centro de los animales durante los
dias posteriores a la irradiacion.
Valores medios + E.E.M. N=8-10.
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4.5.2.2 Comportamiento cognitivo (prueba de Morris)
4.5.2.2.1 Observaciones a los 7 dias

La Figura 4-33 presenta la evolucion del aprendizaje en la prueba de
Morris para los animales de los distintos grupos experimentales durante los
seis dias siguientes a su anestesia y/o irradiacion, junto con la curva de ajuste
a una ecuacion de disminucion exponencial (ver 3.7.3.2, pag.113). Los
parametros estadisticos del ajuste aparecen en la Tabla 4-4. Tras la
administracién de rayos X podemos observar un aumento de la latencia en los
animales irradiados (RS y RQ) respecto a los grupos controles, es decir que
tardaban mas en encontrar la plataforma de escape. Conforme transcurren los
dias, la latencia disminuye en todos los casos debido al aprendizaje de los
animales. Esta situacion también esta presente en el grupo RS pero es no tan
clara como en el grupo RQ, en cual se observa que los animales tratados con
quercetina presentan una velocidad de aprendizaje mas rapida que los RS
llegando a alcanzar valores de latencia similares a los de los controles (Figura
4-33).
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Figura 4-33. Tiempo de latencia (s) invertido en encontrar la plataforma de escape en el test de
Morris durante los dias inmediatamente posteriores a la irradiacion.

Valores medios + E.E.M. Ajuste no lineal a una curva de disminucion exponencial. N=8-10.

4.5.2.2.2 Observaciones a los 30 dias

En el caso del estudio a largo plazo, las diferencias en el tiempo de
latencia entre los grupos experimentales no son tan claras. Si es posible
observar un claro descenso de ésta a lo largo de los dias indicativo, como en el

caso anterior, del aprendizaje de los animales. Sin embargo no se aprecian
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diferencias entre los grupos irradiados respecto a los controles, ni entre los

irradiados sometidos o no al tratamiento con quercetina (Figura 4-34).
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Figura 4-34. Tiempo de latencia (s) invertido en encontrar la plataforma de escape en el test de
Morris a partir del dia 25 post- irradiacion.
Valores medios + E.E.M. N=8-10.

Disminucién
exponencial CS cQ RS RQ
Valores del mejor ajuste + E.E.M.
t0 45,2+11,1 49,3+12,8 43,7+25,3 43,7£13,9
Plateau 9,0116,20 9,0115,83 15,37+2,98 9,8213,26
K 0,47+0,31 0,48+0,29 0,87+0,86 0,6410,38
Half Life 1,484 1,444 0,7967 1,081
Tau 2,141 2,083 1,149 1,560
Span 36,211£7,94 40,26%9,70 28,33+£23,62 33,84+£11,93
Intervalos de confianza al 95%
t0 23,51a66,95 | 24,12a74,42 | -5,96a93,34 | 16,50 a 70,82
Plateau -3,13a21,16 | -2,42a20,44 | 9,53 a 21,20 3,43 a 16,21
K 0,0a1,08 0,0a1,04 0,0a2,56 0,0a1,38
Span 20,66 a 51,77 | 21,25a 59,27 | -17,96 a 74,62 | 10,45 a 57,23
Bondad de ajuste
Grados de libertad 142 131 169 180
R2 0,1690 0,1791 0,04705 0,1201
Suma de cuadrados 38705 30914 62572 44548
Sy.x 16,51 15,36 19,24 15,73

Tabla 4-4. Parametros de regresion no lineal a una curva de disminucion exponencial (ver
3.7.3.2, pag.113) obtenidos para el ajuste de los tiempos de latencia hasta alcanzar la
plataforma de escape durante seis dias posteriores a la irradiacion representados en la Figura
4-33.
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4.5.3 Experimento 3. Efectos sobre laingestién de aguay alimento

Respecto al seguimiento del comportamiento ingestivo de los animales,
podemos observar un descenso significativo en la cantidad de alimento
ingerido durante los dias 1, 3, 4 y 5 siguientes a la irradiacion y que se revierte
con el paso del tiempo en ambos grupos (RS y RQ), sin diferencias en los
animales tratados con quercetina. Esta situacion es significativamente diferente
considerando los dos grupos control, los cuales presentan una ingestion de

alimento con una tendencia mas constante a lo largo de los dias (Figura 4-35).
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Figura 4-35. Ingestion diaria de alimento durante los dias previos y posteriores a la irradiacion.
Valores medios + E.E.M. N=8-10.

En el caso del agua ingerida, la situacion es la inversa, es decir, los
grupos irradiados presentan un aumento de ingestién de agua respecto a los
grupos control durante los dias consecutivos a la irradiacion, de forma
significativa en el dia 2 post-irradiacion, para disminuir hasta valores iniciales
transcurridos cinco dias. En este caso, tampoco observamos diferencias
significativas entre los grupos irradiados tratados o no con quercetina, pero si
una tendencia a un descenso en los controles, que podria deberse a la

anestesia a la que fueron sometidos (Figura 4-36).
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Figura 4-36. Ingestion diaria de agua durante los dias previos y posteriores a la irradiacion.
Valores medios + E.E.M. N=8-10.

La excrecion de heces esta correlacionada con la cantidad de alimento
ingerido. Por lo tanto, también observamos un claro descenso durante los dias
sucesivos a la administracion de la correspondiente radiacién y que se revierte
con el paso del tiempo en ambos grupos (RS y RQ), sin diferencias en los
animales tratados con quercetina. Esta situacion es significativamente diferente

respecto a los dos grupos control (Figura 4-37).
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Figura 4-37. Excrecion de heces durante los dias previos y posteriores a la irradiacion.
Valores medios + E.E.M. N=8-10.

Los valores de excrecidon de orina estan correlacionados en este caso con
el agua ingerida. Observamos un aumento respecto a los grupos control en los

dias consecutivos a la irradiacion, de forma significativa el dia 2 post-
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irradiacion, que se revierte con el paso del tiempo en ambos grupos, sin

diferencias en los animales tratados con quercetina (Figura 4-38).
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Figura 4-38. Excrecién de orina durante los dias previos y posteriores a la irradiacion.
Valores medios + E.E.M. N=8-10.

4.6 Efectos delaradiaciony la quercetina sobre el estrés oxidativo

4.6.1 Peroxidacion lipidica

Como ya comentamos anteriormente, el analisis de los productos de
reaccion del acido tiobarbiturico (TBARS) es un procedimiento para la
determinacién del grado de peroxidacién lipidica como indicador de la

presencia de estrés oxidativo.

En nuestro estudio tanto a 7 como a 30 dias post-irradiacion, podemos
observar un aumento significativo del estrés oxidativo en los grupos radiados
respecto a los controles. En el caso de los animales irradiados y tratados con
quercetina, estos valores se revierten aunque no llegan a los valores obtenidos

en los animales controles (Figura 4-39).
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Figura 4-39. Concentracion hepatica citosolica de TBARS, expresada como equivalentes de
malondialdehido (MDA), en los diferentes grupos experimentales.
Valores medios + E.E.M. de 8-10 ratas. *p>0,05 respecto a CS. #p<0,05 respecto a RS.

4.6.2 Expresion de catalasa

La catalasa es una de las enzimas mas eficientes que esta presente en el
citosol de las células, encargada de la detoxificacion del H,O, y lo convierte en
oxigeno molecular y agua antes de que pueda salir de la célula, aportando asi

una tolerancia al estrés oxidativo.

En el estudio de los efectos a 7 dias post-irradiacion se produce un
aumento significativo de la expresion de la enzima del 53 % en el grupo radiado
sin tratar y del 47% en el tratado con quercetina, pero sin diferencias
significativas entre ambos. Por el contrario, en el estudio a los 30 dias no
existen diferencias significativas entre ninguno de los grupos experimentales.
Por lo tanto, no observamos efectos beneficiosos de la quercetina (Figura
4-40).

164 Raquel Marina Hernandez



Resultados

a) 7 dias: CcS cQ RS RQ

Catalasa

GADPH

400

300

200

100

b) 30 dias:

Catalasa

GADPH

400
300

200

lwm
0

=CS wcQ = RS ERQ

Figura 4-40. Expresion de la proteina catalasa en tejido hepatico estudiada a los 7 dias (a) y a
los 30 dias (b) post-anestesial/irradiacion.
El panel superior muestra Western Blot representativo de 1-3 animales por cada grupo
experimental. El panel inferior muestra los cambios porcentuales de los distintos grupos de
animales. Valores medios + E.E.M. de 8-10 animales. *p>0,05 respecto a CS.
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4.6.3 Expresion de SOD-Cu/Zn

La enzima superoxido dismutasa (SOD) es la encargada de
catalizar la reaccion de reduccion de los radicales superoxido (O2)
generando peroxido de hidrégeno, el cual puede ser transformado a su
vez por las actividades catalasa o glutation peroxidasa. Sobre esta
enzima, tanto los efectos de la radiacion como de la quercetina son
similares tanto en el estudio a 7 como a 30 dias post-irradiacion.
Observamos un aumento significativo de la expresion de la SOD-Cu/Zn
en todos los grupos de animales irradiados (RS y RQ) respecto a los
grupos control. Sin embargo, cuando los animales radiados son tratados
con quercetina los valores de expresidén de la enzima disminuyen hasta

valores mas proximos a los grupos control (Figura 4-41).
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Figura 4-41. Expresion de la proteina SOD citosdlica en tejido hepatico estudiada a los 7 dias
(a) y alos 30 dias (b) post-anestesia/irradiacion.
El panel superior muestra Western Blot representativo de 1-3 animales por cada grupo
experimental. El panel inferior muestra los cambios porcentuales de los distintos grupos de
animales. Valores medios + E.E.M. de 8-10 animales. *p>0,05 respecto a CS. #p<0,05

respecto a RS.
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4.6.4 Expresion de NQO1

La NAD(P)H:quinona oxidorreductasa (NQO1) es una flavoenzima capaz
de reducir quinonas a hidroquinonas a través de un mecanismo de 2
electrones, utiliza indistintamente NADPH o NADH como dador de electrones,
accién esencial para su papel como antioxidante y en la citoproteccién frente a

sustancias toxicas.

En ambos estudios, tanto a 7 como a 30 dias post-irradiacion,
observamos un aumento significativo en la expresion de NQO1 en los grupos
de animales irradiados respecto a los controles, o que supone que esta enzima
estd actuando ante una situacion de estrés oxidativo. Esta tendencia se
manifiesta de manera mas clara en los animales en estudio a los 7 dias donde
el aumento se corresponde a un 58% en el grupo sin tratar y un 45% en el
tratado con quercetina respecto al grupo control, sin diferencias significativas

entre ambos (Figura 4-42).
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Figura 4-42. Expresion de la proteina NQO1 en tejido hepatico estudiada a los 7 dias (a) y a
los 30 dias (b) post-anestesial/irradiacion.
El panel superior muestra Western Blot representativo de 1-3 animales por cada grupo
experimental. El panel inferior muestra los cambios porcentuales de los distintos grupos de

animales. Valores medios + E.E.M. de 8-10 animales. *p>0,05 respecto a CS
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4.6.5 Expresion del factor de transcripcion Nrf2

Las células responden al estrés oxidativo mediante la induccion de
enzimas antioxidantes, muchas de estas enzimas son controladas por el
elemento de la respuesta antioxidante (ARE), secuencia presente en la region
promotora de numerosos genes que codifican para enzimas antioxidantes y
destoxificadoras. El principal regulador de la respuesta antioxidante es el factor
de transcripcion Nrf2. ElI Nrf2 se encuentra en el citosol asociado a la proteina
Keap1 en condiciones fisiolégicas. El estrés oxidativo y la exposicion a agentes
quimicos exogenos, hace que Nrf2 se disocie de Keap1 se trasloque al nucleo
y se una al ARE presente en el promotor. De esta forma se produce la

activacién de la expresién génica de enzimas antioxidantes.

En la Figura 4-43 podemos ver un aumento significativo en la expresion
nuclear del factor Nrf2 en el grupo de animales irradiados tanto en el estudio
realizado a 7 como a 30 dias post-irradiacion. Este aumento es mayor en el
estudio realizado a los 7 dias y se corresponde con un 70% de aumento en los
animales irradiados sin tratar respecto a los controles, frente a un 59% en los
animales irradiados y tratados con quercetina. El incremento en la expresion de

Nrf2 es menor el los animales irradiados a los 30 dias post-irradiacion.
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Figura 4-43. Expresion nuclear de Nrf2 en tejido hepatico estudiada a los 7 dias (a) y a los 30
dias (b) post-anestesia/irradiacion.
El panel superior muestra Western Blot representativo de 1-3 animales por cada grupo
experimental. El panel inferior muestra los cambios porcentuales de los distintos grupos.
Valores medios + E.E.M. de 8-10 animales. *p>0,05 respecto a CS. #p<0,05 respecto a RS.
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4.6.6 Expresion de la proteina Keapl

La funcion de Keap1 es mantener a Nrf2 anclado en el citosol mientras las
condiciones en la célula sean normales. Sin embargo bajo condiciones de
estrés, Keap1 se liberara de Nrf2 y se mantendra en el citoplasma hasta su

degradacion.

En la Figura 4-44 observamos un aumento significativo en la expresion
hepatica de Keap1 en los grupos de animales irradiados respecto a los
controles tanto a 7 como a 30 dias post-irradiaciéon. Cuando estos animales son
sometidos al tratamiento con quercetina los valores de expresion de Keap1
aumentan pero en menor medida estando mas préximos a los valores que

presentan los animales control.
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Figura 4-44. Expresion de la proteina Keap1 en tejido hepatico estudiada a los 7 dias (a) y a
los 30 dias (b) post-anestesia/irradiacion.
El panel superior muestra Western Blot representativo de 1-3 animales por cada grupo
experimental. El panel inferior muestra los cambios porcentuales de los distintos grupos.

Valores medios + E.E.M. de 8-10 animales. *p>0,05 respecto a CS. #p<0,05 respecto a RS.

173






Discusion

5 DISCUSION

La radiacion ionizante ejerce una serie de efectos bioldgicos atribuidos
basicamente a cambios quimicos inducidos en las moléculas por la absorcion
de energia. La exposicion de tejidos a una radiacion con suficiente energia
provoca la ionizacién de moléculas, y por tanto un aumento en la formacién de
radicales libres que pueden ser suficientemente reactivas como para cambiar la
estructura y alterar la funcion de las moléculas biolégicas que se encuentren en

sus proximidades *'.

Las células maduras en reposo son relativamente radiorresistentes, pero
las que se dividen dentro de un tejido son radiosensibles, por lo que la
irradiacion intensa puede matar un numero suficiente de células como para que
el tejido se atrofie. La rapidez de esta atrofia depende de la dinamica de la
poblaciéon celular dentro del tejido afectado, de tal modo que, en 6rganos
caracterizados por un recambio celular lento, como el higado y el endotelio
vascular, el proceso es mucho mas lento que en 6rganos caracterizados por un
recambio celular rapido, como médula 6sea, epidermis y mucosa intestinal. Por
otra parte, también influye el volumen de tejido irradiado ya que si es bastante
pequefo, o si la dosis se acumula con la lentitud suficiente, la gravedad de la
lesién puede reducirse notablemente por la proliferacion compensatoria de las
células supervivientes **. Se ha comprobado que la exposicién a dosis bajas de
radiacion ionizante causa una mayor cantidad de estrés oxidativo que durante

los procesos metabolicos normales del organismo °°.

Puesto que la exposicion a la radiacion puede producir importantes
efectos secundarios no deseados, es importante tratar de mejorar o mitigar
tales efectos mediante el uso de agentes radioprotectores o
radiomodificadores. Estos deben ser administrados antes de la irradiacién, con
el objetivo de reducir las lesiones causadas por este tratamiento. Estos agentes

son compuestos sintéticos o productos naturales de origen vegetal.

La busqueda de agentes radioprotectores ha sido una constante durante

las ultimas décadas. Los estudios de experimentacion sobre los agentes
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radioprotectores han permitido tener un conocimiento mas amplio acerca de la
fisica, quimica y biologia de la radiacion. La utilizacion de animales de
experimentacion en estudios de radioproteccion o tratamientos post-exposicidon
para victimas potenciales de accidentes de radiacion **°, presenta limitaciones
relacionadas con disefios experimentales potencialmente no comparables entre
el ser humano y dichos modelos animales, como pueden ser las vias de

administracion o las dosis de radiacion utilizadas °.

Como resultado de la gran necesidad clinica para aumentar la eficacia
de estos agentes radioprotectores, han sido preparados y probados muchos de
ellos para que sean mas eficaces, menos tdxicos y mas facilmente auto-

administrados *.

En nuestro trabajo de investigacion el radiomodificador utilizado fue la
quercetina, un polifenol presente en frutas y verduras con importantes
caracteristicas tanto antioxidantes como antiinflamatorias %, antitumorales **’

o antibacterianas >,

5.1 Efectos de laradiacién y la quercetina sobre parametros

corporales

Aunque ya en los afos 50 se comenzaron a estudiar los efectos de la
exposicion del organismo animal a la radiacion ionizante, durante la década de
los 60 se profundizé en estos estudios ****¢'. En 1969, Tsuchihashi y cols. **°
realizaron un trabajo de investigacion en ratas expuestas a dosis de irradiacion
en un rango de 6 a 9 Gy. Observaron que el peso corporal de los animales
disminuia gradualmente a partir del cuarto dia post-irradiacion. Esta situacion
se agravaba conforme se incrementaba la dosis de radiacion, la cual estaba

inversamente relacionada con el porcentaje de supervivencia de los animales.

En nuestro trabajo, al estudiar la evolucidn del peso corporal relativo, en
general hemos podido constatar un aumento progresivo del peso corporal en

todos los animales hasta el dia 10 (tomando como punto de partida la llegada
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de las ratas al animalario) coincidiendo con el dia de la anestesia con
pentobarbital seguida de la irradiacibn o no a cuerpo entero (6 Gy)
dependiendo del grupo experimental. A partir de aqui el aumento del peso
corporal de todos animales comenzdé a disminuir en los dias siguientes, siendo
mas pronunciado este descenso en los animales irradiados. Asi mismo, a partir
de los 5 dias post-irradiacion observamos una recuperacion del peso en todos
los grupos experimentales, siendo mas lenta en los animales irradiados ya
fueran o no tratados con quercetina. Cuando este analisis lo realizamos a los 2
y a los 5 dias post-irradiacion pudimos observar que la pérdida media de peso
corporal experimentada por las ratas no suplementadas que sufrieron
irradiacion fue aproximadamente el doble que la pérdida acaecida en las ratas
suplementadas oralmente con quercetina, constatando asi los efectos
beneficiosos de este flavonoide sobre la pérdida de peso post-irradiacién. No
obstante, transcurridos 30 dias desde la irradiacibn no se encontraron

diferencias significativas entre los pesos de los animales radiados y control.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en un trabajo realizado
anteriormente por nuestro equipo °, donde se comprobé el descenso del peso
corporal en las ratas después de ser sometidas a irradiacion de 6 Gy de
rayos X a cuerpo entero. En dicho estudio los animales fueron alimentados ad
libitum y bebieron cada dia voluntariamente entre 2 y 10 ml de mosto de uva
(con alto contenido en quercetina), o de una solucién isocalérica de glucosa y
fructosa, durante una semana antes y dos semanas después de irradiacion,
momento en que fueron sacrificadas. En este estudio el peso de los animales
irradiados tratados con mosto fue similar a los de los animales control y con
diferencias significativas frente a los animales irradiados no tratados con mosto.
En ambos estudios se ha podido comprobar un efecto beneficioso de los
flavonoides sobre el descenso del peso corporal tras una irradiacion con
rayos X. Otros estudios de investigacion mas recientes también confirman el
efecto de la exposicion a radiacion ionizante disminuyendo el peso corporal en
ratas que no habian sido previamente tratadas con sustancias radioprotectoras.
Este descenso se observo especialmente al final de la segunda semana post-
irradiacion, con recuperacion del peso hacia el final de la cuarta semana post-

irradiacion 3%2%%* de forma similar a nuestros resultados.
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Por otro lado, en el estudio de los pesos de higado y cerebro no
observamos diferencias significativas entre los grupos experimentales tras su
sacrificio a los 7 ni a los 30 dias post-irradiacion, simplemente un ligero
descenso no significativo en el peso de los cerebros de los animales irradiados.
Sin embargo, Andrade y cols. ' observaron un descenso significativo del peso
hepatico a los 15 dias post-irradiacion en los animales irradiados sin
suplementacién con mosto en comparacion con su control y los demas grupos
experimentales. Aunque investigaciones previas han demostrado un
incremento en el peso del higado en ratas a las 6 horas post-irradiacion %°,

362,364

recientes trabajos de investigacion confirman un descenso del peso

hepatico en ratas tras 14 dias de exposicion a cuerpo entero a una dosis de

2

6,7 Gy de rayos X. No obstante, Mihailovic y cols.*? no encontraron

diferencias en el peso hepatico ni a los 7 ni a los 28 dias post-irradiacion.

Aunque los hepatocitos son considerados mas radiorresistentes que
otras células, el higado es un 6rgano muy sensible ante una exposicion a
radiacion ya que ésta debilita e incluso puede inhibir sus mecanismos de
defensa ***. Los resultados obtenidos por Mirjana y cols. *** confirmaban una
disminucién significativa del peso hepatico observada a las dos semanas post-
irradiacion, coincidiendo con un descenso general del peso corporal y un
aumento en la mortalidad en todas las ratas irradiadas. Esta disminucion del
peso hepatico a la segunda semana post-irradiacion, junto a la no existencia de
cambios tanto a la primera como a la cuarta semana, confirman los resultados

hallados por Andrade y cols. ' y en la presente memoria.

En nuestro estudio no se observaron diferencias en el peso del cerebro
entre los grupos experimentales. En este sentido, Liu y cols. (2010) tampoco
apreciaron cambios en el peso del cerebro en ratas macho sometidas a
irradiacion craneal de 10 Gy de rayos y, aunque a una tasa de irradiacion (0,3

Gy/min) inferior a la utilizada en la presente memoria (0,4 Gy/min).
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5.2 Efectos de laradiacidon y la quercetina sobre parametros de

dafio organico. Resonancia magnética.

La deteccion temprana de los dafos producidos por una exposicion a
radiacion en cerebros sanos es una poderosa herramienta para evaluar la
inocuidad de los diferentes protocolos de radioterapia. Desde que la resonancia

magnética se convirtid en una importante herramienta de diagnéstico %63 |

a
mayoria de las investigaciones han sido las anatomicas. Pero la resonancia
magnética permite el estudio de los tejidos funcionales, siendo una de las
aplicaciones la medicién de los tiempos de relajacion en regiones especificas
de los érganos de interés. Los procesos que afectan al cerebro no pueden ser
visibles en las exploraciones convencionales de resonancia magnética, pero
podria detectarse a través de un analisis cuantitativo si existen alteraciones

significativas en los tiempos de relajacion 3.

Se efectud el registro de las alteraciones de senal inducidas por la
radiacion experimental en encéfalo, médula espinal, y médula ésea de los
cuerpos vertebrales, de todos los grupos experimentales. Hay que resaltar que
la tecnologia de imagen empleada (sefal T2) parece subestimar la magnitud de
las lesiones histoldgicas *’, existiendo actualmente técnicas de imagen
basadas en difusion de tensor (DTI) que permiten el estudio a escala

microscopica de la estructura tisular y sus cambios 3°°.

En las imagenes obtenidas durante las dos primeras semanas post-
irradiacion no observamos evidencia de gliosis, edema, ni hemorragias. El
unico cambio fue un aumento de sefal en secuencias T1 de las vértebras como
consecuencia de la radiacion de la médula 6sea. Esta ausencia de alteraciones
a corto plazo mediante resonancia magnética en ratas, también fue observada
en un trabajo realizado por Huang y cols. *°. Tras una exposicién craneal a
radiacion con una dosis de 1 a 4 Gy, pudieron comprobar la ausencia de
alteraciones significativas para cualquiera de las dosis utilizadas cuando se
analizaron los tejidos una semana post-irradiacion. Teniendo en cuenta el corto
periodo de tiempo post-irradiacion para realizar el analisis y la baja dosis
administrada, no les fue posible visualizar la presencia de edemas o posibles

patologias tisulares. Trivedi y cols. **° realizaron recientemente otro trabajo en
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esta misma linea de investigaciéon con el objetivo de detectar y vigilar los
cambios patoldgicos sobre el parénquima cerebral de ratones, inducidos por la
administracion de radiacién de dosis 3, 5y 8 Gy y evaluados a los 1, 5y
10 dias post-irradiacion. Como en nuestro caso, tras realizar las imagenes
ponderadas T1-T2 para todos los grupos experimentales, no se observaron
lesiones aparentes en ninguno de los tres tiempos de estudio. De los 45
ratones irradiados a diferentes dosis, s6lo 4 de ellos (tres ratones irradiados
con 8 Gy y uno con 5 Gy) presentaron una ligera dilatacion ventricular, que
podia observarse a partir del quinto dia post-irradiacion. En nuestro caso, en el
andlisis realizado a los 7 dias post-irradiacion tampoco se apreciaron
diferencias entre los dos grupos de ratas irradiadas, ya estuvieran tratadas o no

con quercetina.

Sin embargo, a partir de los 15 dias post-irradiaciéon pudimos distinguir
algun foco aislado puntiforme y sutil de microhemorragias, identificados en
secuencia T2* GE, ligeramente mas llamativos en la ratas irradiadas sin
tratamiento con quercetina. Estos microsangrados los pudimos observar en una
imagen de resonancia magnética correspondiente al hemisferio cerebral
derecho en secuencia T2* GE en plano coronal y en otra correspondiente al
hemisferio cerebeloso izquierdo, ambas imagenes procedentes de ratas
irradiadas sin tratamiento. En el caso de las ratas suplementadas con
quercetina no se observaron ningun foco de microsangrados. Tras una amplia
revision bibliografica, pudimos observar que la mayoria de los trabajos de
investigacidon que estudiaban los efectos de una exposicion a radiacion
mediante el analisis por resonancia magnética, obtenian alteraciones tisulares
significativas a partir de los tres meses post-irradiacion *°¢3"'3"> De aqui que
en nuestro trabajo no obtuviéramos alteraciones significativas post-irradiaciéon

en los tejidos, debido a un corto periodo de estudio experimental.

Por ejemplo, Miot y cols. "

utilizaron una dosis de radiacion de 25 Gy
sobre el cerebro de cerdos, y estudiaron los efectos mediante analisis con
resonancia magnética tras 110 dias post-irradiacion. Inicialmente, en el 50% de
los animales, pudieron observar cambios anatdmicos que se centraban en una

compresion y oclusion del ventriculo lateral irradiado. Sin embargo, tras una
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segunda exposicién a radiacidn pudieron observar un aumento visible en la
intensidad de la sefial que correspondia con la materia blanca y gris
periventricular. Estos cambios los observaron a partir del dia 170 post-
irradiacion en el hemisferio irradiado todos los animales supervivientes
expuestos previamente a radiacion. Las alteraciones estaban correlacionadas

con la deteccion de necrosis en las secciones histologicas correspondientes.

De la misma manera y a diferencia de nuestro trabajo, Philippens y
cols. 3”3 realizaron un estudio en ratas pero con una dosis de radiacion mas alta
(36 Gy) incidiendo sobre la médula espinal a nivel toracolumbar, y los efectos
nocivos de la radiacion comenzaron a estudiarse a partir del tercer mes post-
irradiacion. Dado que la dosis utilizada superaba la tolerada por los animales,
se esperaba la aparicién de una disfuncion motora (paralisis) dentro de los 4-6
meses post-irradiacion. Pudieron observar que el intervalo entre la irradiacion y
los primeros sintomas neurolégicos fue de aproximadamente 26 semanas. De
los seis animales irradiados, cuatro de ellos presentaron déficits motores
graves, y solo dos no desarrollaron una disfuncion motora completa. En la
sustancia blanca de la médula espinal, pudieron observar tres regiones
mediante técnicas de resonancia magnética: areas que presentaban
desmielinizacion y necrosis focal, regiones necroéticas confluentes y zonas con
inflamacion que rodeaban a estas regiones necréticas. Las areas focales con
hemorragia se manifestaban en las imagenes de resonancia magnética como
pequefias zonas con baja intensidad de T2, tanto en la sustancia gris como en

la blanca.

5.3 Efectos de laradiacidon y la quercetina sobre parametros de

dafio organico. Andlisis histopatologico

Los resultados histopatoldgicos presentan cierta correlacion con los

hallazgos de resonancia magnética.

Los animales sometidos a rayos X presentaban una médula ésea roja

con una disminucién clara en la densidad celular y sustitucion por células
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adiposas, originando por tanto wuna disminucibn en la capacidad
hematopoyética. Estas alteraciones fueron menos evidentes en los animales
sacrificados a los 30 dias post-irradiacién, sin presentar diferencias
significativas con los grupos experimentales tratados con quercetina, ya fueran

estudiados a los 7 como a los 30 dias post-radiacion.

376 observaron en 2009 cambios en la médula 6sea tras

Mihailovic y cols.
la exposicion a rayos X con una dosis de 6,7 Gy en ratas tratadas y sin tratar
con un compuesto radioprotector (a2-macroglobulina). Los resultados
demostraron una disminucion en el indice mitético en las ratas irradiadas sin
tratamiento, reflejando la destruccion significativa de las células de médula
Osea traducida en un descenso pronunciado en el recuento de leucocitos.
Estos autores pudieron observar un efecto citoprotector en la médula ésea de

la a2-macroglobulina administrada a las ratas irradiadas.

Crescenti y cols. ¥'” presentaron recientemente un estudio cuyo objetivo
fue investigar la capacidad de una combinacién de oligoelementos y veneno de
la vibora Lachesis muta para prevenir los dafos producidos por una exposicion
a radiacion ionizante en el intestino delgado, médula é6sea y glandulas
submandibulares de la rata. Tras una unica dosis de rayos X a cuerpo entero
(5 Gy) observaron una aplasia medular total con pérdida de la capacidad
hematopoyética a los 3 dias post-radiacion, sin efectos beneficiosos de la
administracién de dicha combinacion. Sin embargo, estos efectos si fueron
observados en el estudio histopatologico realizado a los 30 dias post-
irradiacion, que revelaron una repoblacion de la médula 6sea y aumento
significativo de todas las progenies medulares en los grupos experimentales

irradiados bajo tratamiento, respecto de los grupos control.

Una de las caracteristicas del dafo inducido por la radiacion ionizante
sobre sistema nervioso central, es su aparicién tras largos intervalos de
latencia desde la aplicacion de la radiacion. En muchas especies, entre ellas el
hombre, se manifiestan como radionecrosis en cerebro y médula espinal
después de transcurridos entre 4 y 6 meses *®. Sin embargo, existen dafios

histolégicos aparentes tras tiempos mucho mas cortos. Se ha descrito como
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signo temprano de dafo celular el ensanchamiento nodal y la desmielinizacion,

que aparecen a las dos semanas tras dosis superiores a 5 Gy °.

Mansoub y cols. *® en 2011 utilizaron de 5 a 20 Gy de rayos y sobre la
rata, y observaron alteraciones vasculares en cerebro en los grupos
experimentales expuestos a radiacién y sacrificados a los 30 dias, de forma
similar a los resultados obtenidos en la presente memoria. En nuestro caso,
estas alteraciones se presentaron en forma de focos de hemorragia tanto en la
sustancia gris como en la blanca y en el epéndimo. Se acepta actualmente que
estos dafos vasculares de origen temprano tras la irradiacién, son atribuibles a
la alteracion de la barrera hematoencefalica como resultado de apoptosis

138" o neuroinflamacién "2, Los animales que fueron irradiados y

endotelia
suplementados con quercetina no presentaron alteraciones neurovasculares a
los 7 ni a los 30 dias tras la irradiacion. En este caso podemos relacionar estas
observaciones con un efecto radiomodificador de la quercetina como

antioxidante 2.

En nuestro estudio histopatolégico sobre el hipocampo el resultado mas
destacado fue la aparicion de neuronas con picnosis, es decir, con presencia
de condensacion y agregacion de la cromatina en los animales irradiados sin
tratamiento sacrificados a los 7 dias. Sin embargo, y de forma analoga a los
resultados obtenidos en el estudio de la médula espinal, los grupos
experimentales suplementados con quercetina no presentaron estas
irregularidades ni a los 7 ni a los 30 dias post-irradiacion. Estos hallazgos

concuerdan con el estudio realizado por Wei y cols. %

en 2012 en el que
observaron también la apariciéon de picnosis neuronal al investigar los efectos
de la radiacion y a nivel craneal en ratas. Otro trabajo de investigacion llevado a
cabo en el 2002 por Hu y cols. *** se centraba en el estudio de los efectos de
una irradiacion de baja y alta dosis sobre ratas, obteniendo evidencias de
edemas cerebrales en todas las muestras. Ademas cuanto mayor era la dosis
de radiacion observaron la existencia de células con una compactacion
citoplasmatica evidente a nivel cerebral, y condensacion de la cromatina
nuclear, obtenidos en los dias posteriores a la exposicion (48 y 72 horas), al

igual que la aparicion de células necraoticas.
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Los efectos tempranos de una alta dosis de radiacion (14 Gy) a nivel
hepatico se presentan en forma de necrosis, inflamacion celular y pérdida del
nucleo celular *¥. En nuestro caso observamos discretos infiltrados portales
constituidos principalmente por linfocitos, presentes en las preparaciones de los
animales sometidos a irradiacion, ya fueron tratados o no con quercetina, y
sacrificados a los 7 dias. También se observaron alteraciones morfologicas de
los hepatocitos, relacionadas con posibles trastornos del metabolismo hidrico o
degeneracion glucogénica. En el caso de los animales irradiados y sacrificados
a los 30 dias, aparecieron asimismo infiltrados portales esporadicos, e
inclusiones de naturaleza proteica en los hepatocitos mas proximales a zonas
periportales. Estos resultados concuerdan con los resultados de Gultekin y
cols. en 2012 en que tras irradiacion con 6 Gy de rayos X, observaron como
principales efectos adversos dilatacién sinusoidal, congestion y dilatacion en
las venas centrales, asi como un pequefio infiltrado de células mononucleares
en las triadas portales **°. No pudimos observar efectos beneficiosos de la

administracion de quercetina ni a 7 ni a 30 dias post-irradiacion.

5.4 Efectos de laradiaciony la quercetina sobre parametros

sanguineos

Debido a su alto nivel de renovacion celular, el sistema hematopoyético
es uno de los tejidos del cuerpo mas sensibles a la radiacion. Dosis
relativamente bajas de irradiacion aguda son capaces de afectar y eliminar
células. La exposicion a las radiaciones ionizantes induce una disminucién
dosis-dependiente de células hematopoyéticas circulantes, ya que Ila
produccion de células de la médula 6sea se reduce y se produce la
redistribucion de las células maduras %% En general, aparece disminucion
de la cantidad de linfocitos y granulocitos en un periodo de horas o dias
después de la irradiacién ®’. En consonancia con su vida media, las plaquetas
también disminuyen transcurridos varios dias °°. Pueden aparecer infecciones
oportunistas que se traducen en sepsis, una causa principal de mortalidad

durante las primeras fases del sindrome hematopoyético inducido por la
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radiacion, a causa del bajo recuento de neutrdfilos y un aumento de la
translocacién bacteriana a través de la mucosa gastrointestinal. Esto puede
verse complicado por la trombocitopenia y hemorragia resultantes, asi como
deficiencias del sistema inmunoldgico como resultado de apoptosis linfocitaria y

caida de la linfopoyesis %

El eritrocito, debido a su alto contenido en acidos grasos poliinsaturados,
a su contacto directo con el oxigeno y a la presencia de iones ferrosos
formando parte de la hemoglobina, es muy susceptible al dafio oxidativo en
situaciones de deterioro tisular o cuando hay un predominio de los oxidantes
con respecto a los antioxidantes intracelulares. En tales circunstancias, la
oxidacion de la hemoglobina en metahemoglobina se incrementa
considerablemente, generando gran cantidad de radicales superoxido, que dan
lugar finalmente a la formacion de radicales sumamente reactivos como los
radicales hidroxilo. Estos radicales, o cualquier otra especie reactiva, son
capaces de oxidar diferentes componentes del eritrocito asi como la
hemoglobina. Estas alteraciones generan cambios en la estructura de la
membrana eritrocitaria, que ocasionan un descenso en la deformacion del
eritrocito, disminuyendo su estabilidad isotonica y aumentando las formas
esferociticas, con la consiguiente pérdida de la integridad celular y el

acortamiento de su vida media 386387

Resultados previos realizados en nuestro laboratorio indicaron la ausencia
de cambios significativos en el recuento eritrocitario, hematécrito vy
concentracion de hemoglobina durante los primeros dos dias post-irradiacion,
mientras que a los 16 dias se producia un descenso significativo (cerca de un
50%) en el recuento eritrocitario '°. Nuestros resultados muestran un descenso
significativo en el recuento eritrocitario tanto a los 7 como a los 30 dias post-
irradiacion, sin efectos de la suplementacion con quercetina en ninguno de los
grupos experimentales (fig 4.15). No obstante, el valor hematdcrito (fig 4.16) y
la concentracion de hemoglobina (fig. 4.17) se recuperaron hacia valores
normales a los 30 dias en todos los animales irradiados ya estuvieran o no
suplementados. Este aumento del valor hematdcrito y de la concentracion de

hemoglobina en el experimento tardio es consistente con la aparicion de una
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gran proporcion de células sanguineas inmaduras tras la irradiacion %¢°% de

mayor tamafno que los eritrocitos. En este sentido, registros obtenidos en el
laboratorio para el recuento eritrocitario en animales irradiados a 30 dias
permitieron apreciar la existencia de dos picos poblacionales, correspondientes
a eritrocitos y a células inmaduras (reticulocitos), mientras que soélo aparecia un
pico de eritrocitos en los resultados correspondientes al experimento temprano.
El conjunto de células inmaduras no se tiene en cuenta para el recuento
eritrocitario, pero si interviene en la obtencién del valor hematécrito y la
concentracion de hemoglobina. Nuestras observaciones indican un descenso
proximo al 20% en el hematécrito a los 7 dias post-irradiacion y una
normalizacion del hematécrito a los 30 dias tras la irradiacién. En el estudio de
Andrade y cols. 2009, el valor hematdcrito disminuy6 un 40% respecto al valor

control a los 16 dias post-irradiacion.

Todo ello esta de acuerdo con la progresiva estimulacién de la actividad
eritropoyética de la médula ésea tras la irradiacion apreciada por otros

autores %,

El recuento de plaquetas presentaba diferencias significativas en los
grupos experimentales radiados frente a los controles, aunque sélo en el
experimento realizado a los 7 dias post-irradiacion. En el estudio de
investigacion antes citado '°, el recuento plaquetario disminuyé a los 16 dias
post-irradiacion, sin cambios a las 6, 24 o 48 horas post-irradiacion, mostrando
algunos animales irradiados hemorragia nasal posiblemente relacionada con el

agotamiento de las plaquetas.

Se observé una drastica disminucion en el recuento de leucocitos en los
grupos irradiados estudiados a los 7 dias. A los 30 dias post-irradiacion
también se aprecidé una ligera disminucion no significativa en este parametro. El
analisis hematologico realizado por Andrade y cols. '° presenté las anomalias
tipicas de la exposicidn a radiacion ionizante, con disminucion leucocitaria
temprana y anemia. Tampoco observamos diferencias entre los animales

2

tratados y sin tratar con quercetina. Benkovic y cols. '? apreciaron efectos

radiomodificadores de la quercetina (100 mg/Kg), al observar un aumento en el
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recuento leucocitario en animales irradiados y tratados con dicho flavonoide a

los 3 dias post-irradiacion.

Los leucocitos son un grupo de células altamente radiosensibles, y su
recuento disminuye rapidamente en funcion de la dosis administrada. Mihailovic
y cols. 3'® observaron un fuerte descenso post-irradiaciéon en el recuento de
leucocitos, en ratas que fueron expuestas a una dosis de rayos X de 6,7 Gy y
no tratadas previamente con ninguna sustancia radioprotectora. Este descenso
correspondia a un 40% respecto a los valores iniciales, y tenia lugar durante la
segunda semana post-irradiacion. Como en nuestro caso, es a partir de este
momento cuando el numero de leucocitos de las ratas irradiadas sin
tratamiento comenzd a recuperarse hasta valores iniciales en un 90% de los

animales.

Por lo tanto, en nuestro estudio experimental no podemos hablar de un
efecto positivo de la quercetina sobre la recuperacidon de parametros
correspondientes a la serie roja. No obstante, la suplementacion con la misma
parece incrementar el recuento leucocitario a los 30 dias post-irradiacion.
Tampoco se observo este efecto radiomodificador en trabajos previos en los
que se utilizé mosto de uva tinta, en cuya composicion participa mayormente la

quercetina como antioxidante '°.

En resumen, estos resultados apuntan a un dafio masivo en la médula
0sea como consecuencia de una exposicion a irradiacion X sobre el cuerpo
entero del animal, como se muestran en otros trabajos de investigacion con

radiacion ionizante 39037

Podemos afirmar que, de forma analoga a los estudios efectuados desde
hace varias décadas en seres humanos, la disminucion de linfocitos,
granulocitos y eritrocitos en la rata tiene lugar en rangos de tiempo expresados
en horas, dias y semanas, respectivamente, al igual que sucede con el

recuento plaquetario °°.

La radioproteccién ofrecida por flavonoides se ha investigado

principalmente a través del uso de la prueba de micronucleos para la actividad
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anticlastogénica y de proliferacion celular. El ensayo de micronucleos ha sido
ampliamente utilizado para la deteccibn de potencial carcinogénico vy
genotoxico de diferentes radiaciones ionizantes y productos quimicos. El dafio
a los cromosomas se manifiesta como roturas en el ADN y aparicion de
fragmentos, que se manifiestan como pequenas particulas similares a nucleos
(micronucleos) en el citoplasma de las células en rapida proliferacion. Una serie
de flavonoides (genisteina, quercetina, luteolina) reducen la frecuencia de
micronucleos en reticulocitos en la sangre periférica de los ratones

irradiados 2”.

Se ha demostrado que una unica dosis intraperitoneal de
hesperidina, una flavona glucosidada, a una dosis de 80 mg / kg, 45 minutos
antes de 2 Gy de irradiacién v, redujo la frecuencia de eritrocitos policromaticos
micronucleados (MNPCE). Los valores de MNPCE totales tras irradiacion se
vieron reducidos 2,85 veces en el grupo tratado con hesperidina en
comparacion con el control . Los efectos de la pre-incubacién de linfocitos con
hesperidina 16,38 uM durante 30 minutos antes de la irradiacién y (4 Gy)
mostraron una proteccion Optima al disminuir la frecuencia de MN,
aberraciones dicéntricas y atributos cometa ?*°. El tratamiento con genisteina
(200 mg/kg) aumentd significativamente la tasa de supervivencia a 30 dias de

ratones expuestos a 9,5 Gy de radiacién y por ®°Co 3%

, Y un estudio posterior
demostro que la genisteina aumenta el estado quiescente en las células madre
hematopoyéticas, mejora la regeneracion del sistema hematopoyético y el
mantenimiento de la actividad de reparacién del ADN tras los danos inducidos
por la radiacion *°'. La formacién de microntcleos en los fibroblastos de pulmon
y otros indicadores de dafo pulmonar en ratones hembra resultaron asimismo
disminuidos por una sola administracion subcutanea de genisteina (200 mg/kg)
24 h antes de 7,75 Gy de radiacién y de cuerpo entero con ®Co %% La
genisteina también mostro efectos radioprotectores cuando se administré en la
dieta (aproximadamente 10 mg/kg) de ratones hembras seguido de nueve
fracciones de 3,1 Gy de rayos X a lo largo de 30 dias. No se apreciaron
evidencias de proteccion de cancer de pulmén por el tratamiento con

genisteina a lo largo de 28 semanas después de la irradiacion 3.
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El tratamiento de ratones con diferentes dosis de naringina antes de estar
expuestos a 2Gy de radiacién y por ®°Co dio como resultado una disminucion
significativa en la frecuencia de MNPCE en comparacién con los controles
irradiados ?®. Se obtuvieron resultados analogos tras la irradiacién de rayos X

en la médula 6sea de ratones tratados previamente con diosmina y rutina %’.

5.5 Efectos de laradiacion y la quercetina sobre el comportamiento

La irradiacion empleada en el tratamiento de los tumores vy
malformaciones vasculares del SNC puede causar importantes alteraciones en
los tejidos adyacentes principalmente a nivel de cerebro y médula espinal,
situacion que podria tener importantes consecuencias clinicas. En el ambito
celular, las principales alteraciones producidas son la muerte de las células del
endotelio vascular, de las células de la glia y, en dosis mas elevadas, también
de las neuronas. Diferentes estudios sobre el comportamiento han comprobado
la aparicion de cambios transitorios rapidos y frecuentes inducidos por la
radiaciéon, en el comportamiento tanto de roedores como de humanos

expuestos a dosis efectivas comprendidas entre 3y 7 Gy 3839239,

Existe una gran cantidad de evidencias de que la respuesta del SNC
después de la radioterapia sigue un proceso de interaccion continuo vy
dinamico. Debido a su localizacién anatémica, el SNC se ve afectado por la
dosis de radiacion en el tratamiento de tumores localizados en la cabeza,

cuello, fraccion toracica y parte superior abdominal °.

5.5.1 Efectos sobre el comportamiento exploratorio

La radiacion induce dafios neurofisioldgicos transitorios que pueden
aparecer y desaparecer en cuestion de dias. Si para la realizacion de un
determinado trabajo o una tarea, un animal necesita una poblacién concreta de

neuronas que han sido dafiadas previamente, esto se manifiesta como
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alteraciones o problemas en el rendimiento y en el comportamiento del animal,
lo que se puede considerar como un efecto directo de la radiacién. Ademas, el
deterioro de esta poblacién de neuronas puede modificar la actividad de otras
poblaciones cercanas y persistir aun después de la recuperacion de las demas
neuronas, dando lugar a alteraciones permanentes. Este deterioro es el que se
considera como efecto indirecto de la radiacion. Tanto los efectos directos
como indirectos de este deterioro cabe esperar que se intensifiquen con el

tiempo, dando lugar a un incremento en los déficits del comportamiento ’.

Aparte de la radiacion como terapia clinica, el sistema nervioso central
esta expuesto continuamente a otras fuentes de radiaciéon que pueden causar a
corto o a largo plazo efectos adversos sobre las funciones neuronales >°3%,
Estos cambios frecuentemente se manifiestan como déficits en las funciones
de aprendizaje y memoria, dependientes del hipocampo. Se sabe poco acerca
de los mecanismos a través de los cuales se produce el deterioro de la
memoria, pero estudios recientes confirman que el estrés oxidativo inducido por
la radiacion afecta a las células precursoras del giro dentado del
hipocampo %39

Una exposicidn a radiacion ionizante puede inducir cambios en el
comportamiento del animal en términos de ansiedad. La prueba de open field
comprueba los efectos comportamentales de los entornos no familiares,
midiendo la actividad emocional del animal *’. La evaluacién del grado de
ansiedad de los animales se ha efectuado midiendo la relacion entre la
distancia recorrida por el animal mientras éste se mantiene en el centro del
open field y la distancia total recorrida durante toda la sesién de registro >%.
Ademas, un aumento en el tiempo de permanencia del animal en el centro del
open field indica un bajo nivel de ansiedad o un efecto ansiolitico, al igual que

9

el descenso en la latencia hasta llegar al centro**®. Los animales que

presentan valores de actividad bajos en este nuevo entorno se consideraron
mas dafiados que los animales con el comportamiento contrario 394,
Ademas, elevados valores de actividad implican aumento de la exploracion,

mientras su disminucion indica habituacién °7.
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Nuestros resultados, independientemente de la existencia (experimento 1)
0 ausencia (experimento 2) de un contacto previo con el open field por parte de
los animales, no muestran cambios destacables en las pautas de
comportamiento entre ninguno de los grupos experimentales. Cuando
realizamos un analisis de medidas repetidas para el estudio de la frecuencia de
acceso y de la duraciéon de la estancia de los animales en las diferentes zonas
del open field, pudimos observar que existia una tendencia al descenso en el
tiempo y la distancia estudiadas por minuto, en los animales que habian sido
expuestos a radiacion, observados el dia posterior a la misma. En el caso de
los animales control, se observdé un aumento no significativo para ambos
parametros en las esquinas y los lados del open field, durante cada sesion de
entrenamiento, lo que significaba la presencia de un comportamiento
exploratorio por parte de estos animales, que no fue observado en las ratas
expuestos a radiacion. Sin embargo, esta situacion disminuia desde el minuto 1
hasta el 5 durante los 3 dias consecutivos a la anestesia. A mas largo plazo los
efectos de la radiacién subletal con rayos X parecen mitigarse, sin que
aparezcan diferencias significativas de comportamiento entre los grupos
experimentales en pruebas efectuadas a los 14, 19 y 29 dias post-irradiacion,
debido probablemente a la existencia de una habituacion de los animales al

entorno.

Debe también sefalarse el efecto negativo de la anestesia inducida
mediante pentobarbital sobre las pruebas comportamentales realizadas al dia
siguiente. Podria argumentarse que el supuesto efecto de la radiacion estaria
mediado asimismo por la anestesia practicada a los animales tanto de los
grupos control como de los grupos irradiados, pero no obstante la disminucién
de actividad continua en los animales RS durante los siguientes dias, mientras
que mejora en los animales irradiados suplementados con quercetina. La
administracién de quercetina en los animales del grupo CQ parece prevenir

este descenso de parametros comportamentales.

Existen diversos estudios sobre la habituacidon de los animales a nuevos

entornos, que suponen la capacidad de memoria y aprendizaje ¥7:309402-405

Puede ser identificada a través de diferentes parametros de comportamiento,
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en los cuales el hipocampo y la amigdala juegan un papel importante *°. Las
diferentes respuestas a lo largo de las sesiones de open field, como pueden ser
la disminucion de los tiempos de latencia en las diferentes zonas
experimentales, pueden ser interpretadas como indicativas del reconocimiento
y recuerdo posterior por parte de los animales a un determinado ambiente,

cuando previamente ya habian sido expuestos al mismo *%.

En nuestro
presente estudio pudimos comprobar que, con el paso del tiempo, los animales
acababan habituandose al open field, lo que se ponia de manifiesto por el
descenso de la frecuencia de acceso a las diferentes zonas experimentales,
independientemente de si habian sido expuestos o no a radiacién o tratados o

no con quercetina.

Nuestros resultados también van en linea con los obtenidos

recientemente por Trivedi y cols. *°

, qQquienes realizaron un estudio de
investigacién con el objetivo de detectar y controlar los cambios patoldgicos
inducidos por la exposicion a radiacidn con una dosis de 5 Gy sobre el
parénquima cerebral de ratones a los 5 dias post-irradiacién, pudiendo asi
establecer una relacion entre los resultados obtenidos por resonancia
magnética unidos a los estudios neuroconductuales, en fase aguda. Sin haber
mantenido contacto previo con el open field, utilizaron el tiempo que
permanecian en el centro de la arena como indice de ansiedad, de manera que
valores altos de este parametro implicarian un descenso de la ansiedad en los
animales y un aumento del comportamiento exploratorio. Observaron que tras
este periodo de 5 dias post-irradiacion el tiempo de permanencia en el centro
de la arena disminuia significativamente en los animales irradiados con una
dosis de 5 Gy respecto al grupo control, y por lo tanto un aumento de la
ansiedad en estos animales. Nuestros resultados apuntan a una mayor
permanencia de los grupos control en el centro del open field en los dias
posteriores a la anestesia (Figura 4-23), lo que puede interpretarse como una
disminucién de la ansiedad. Sin embargo, en los animales que fueron
expuestos a la radiacion experimental de 6 Gy pudimos observar la tendencia a
una mayor permanencia, respecto a los controles, en los lados y en las
esquinas del open field, sin apenas acceso al centro de la arena, observando

de esta manera un efecto ansiogénico de la radiacion. Hay que senalar no
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obstante que en este experimento los animales tuvieron cuatro dias de acceso
previo al open field. En el experimento 2, en el que los animales iniciaron las
sesiones comportamentales después de la irradiacidn experimental, la
administracion de quercetina indujo un aumento de la frecuencia de acceso a
esquinas y lados (Figura 4-30) y en la distancia recorrida (Figura 4-32) tras la
anestesia (grupo CQ), sugiriendo un efecto inmediato de la quercetina
mitigando el efecto de la anestesia que no se manifiesta a los 25 dias, en que
ya ha finalizado la administracion de quercetina. No se observaron cambios
provocados por la irradiacion en la frecuencia de acceso o la distancia recorrida
en lados y esquinas a excepcion de los dias 2 y 3 tras la irradiacién, con
disminucion de estos parametros independientemente de la administracion de

quercetina.

La tigmotaxis, como tendencia de los animales a permanecer mas tiempo
en los perimetros de un nuevo entorno, se ha asociado desde hace afios como
parametro ansiogénico **’. Los animales control manifestaron mas tigmotaxis
(considerando tanto tiempo de permanencia como distancia recorrida en los
lados del open field) que los animales irradiados (Figura 4-23), y en éstos
ultimos la administracion de quercetina incrementd la tigmotaxis en el dia 3
post-irradiacion, disminuyendo la permanencia y distancia en las esquinas, con
lo que podemos concluir una progresiva habituacion de los animales control al
open field. El efecto ansiogénico de la irradiacion aparece en nuestros
resultados manifestado como la alta permanencia de los animales irradiados en
las esquinas, que es parcialmente contrarrestado por la quercetina en el dia 3

post-irradiacion.

No obstante, nuestras graficas de respuesta inmediata (Figura 4-24)
pueden parecer contradictorias ya que no pudimos observar estos resultados al
dia siguiente a la irradiacion, en el que todos los animales se comportaban de
forma similar durante los 5 minutos de permanencia en el open field, por lo que
este hecho puede estar asociado a la anestesia administrada por igual a todos

los grupos experimentales y no a la exposicion a la radiacién.

Aunque la causa de estos cambios inducidos en el comportamiento aun

no esta clara, si se ha confirmado que la radiacion induce un aumento del
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estrés oxidativo relacionado con las alteraciones cognitivas en los animales
experimentales **°. También se considera que el numero de veces que los
animales cruzan las esquinas representa actividad motora: la reduccién de la
frecuencia de acceso con el paso del tiempo indicaria habituacion al open field,
y su aumento indicaria actividad exploratoria. En un estudio reciente se
utilizaron ratas macho sometidas a dos sesiones consecutivas de 5 minutos
cada una en open field. Los animales que recibieron fenilalanina
intrahipocampal una hora antes del entrenamiento como inductor de dafio
oxidativo presentaron una reduccion en la actividad exploratoria, y por lo tanto
una habituacién al medio, en relacién con los animales control “**. No se
observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales cuando
se estudio la latencia de los animales en el open field, ni cuando se les
administrd previamente piruvato o creatina como antioxidantes, lo que indicé
que los efectos observados en la habituacion no se debian a efectos
emocionales. En nuestro trabajo observamos una disminucién en la frecuencia
de acceso en los dias previos a la irradiacion (o anestesia) en todos los grupos
experimentales, indicativo de habituacion. Sin embargo, durante los tres dias
post-irradiacion/anestesia los animales controles incrementaron su actividad
exploratoria mientras que los irradiados mantuvieron valores similares de
frecuencia de acceso. La suplementacion con quercetina (grupo RQ) provoco
un aumento de la actividad exploratoria similar a los controles en el dia 3 post-

irradiacion.

Diversos trabajos han estudiado los efectos de la exposicién a radiacién
sobre el comportamiento exploratorio de los animales, ya sea a corto o a largo
plazo 97408409 Entre ellos destacamos el realizado por Pecaut y cols. ’, en el
que tras irradiar varios grupos de ratones con dosis de 3 y 4 Gy (0,75-
0,95 Gy/min) fueron estudiados en las semanas 0, 1, 2, 4, 8 y 12 post-
irradiacion. Los test de comportamiento se realizaron dos veces por semana en
sesiones de 5 minutos de duracién y, como en nuestro caso, se estudiaron
parametros como la latencia en cada zona experimental o la actividad de los
animales. El objetivo de este trabajo fue determinar los posibles cambios en el
comportamiento ocasionados por esta exposicién a radiacién en forma de

protones, y comprobar si estos animales irradiados presentaban o no la
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habituacién al open field a lo largo del tiempo que se observaban en los
animales control. Los citados investigadores pudieron comprobar que los
efectos directos de la radiacion se manifestaban en forma de danos
neurofisiolégicos transitorios durante los primeros dias tras la misma, que
desaparecian transcurridas dos semanas. Estas alteraciones demostraron que
la radiacion afecta al rendimiento de los animales de manera que les cuesta
mas habituarse al entorno, a diferencia de los controles, sugiriendo que los
déficits podrian ser debidos a los danos producidos por la exposicién a la
radiacion sobre las funciones dopaminérgicas del hipocampo, cerebelo y

prosencéfalo.

Cuando estudiamos la respuesta de los animales que habian sido
irradiados y previamente suplementados con quercetina, pudimos sefalar que,
a pesar de las limitaciones impuestas por la gran variabilidad individual
inherente a todos los estudios comportamentales, la quercetina estimula la
vuelta a la normalidad comportamental de los animales, en un efecto temprano
tras la radiacion experimental con 6 Gy de rayos X, posiblemente como
consecuencia de un menor dafo neurovascular del tejido nervioso. Estas
observaciones, unidas a la disminucion de la pérdida de peso a los 2 y 5 dias
en las ratas irradiadas o la disminucién del aumento en células sanguineas
inmaduras tras la irradiacion como vimos anteriormente, permiten sugerir una
posible utilizacion preventiva de quercetina para mejorar los sintomas que

pueden aparecer a corto plazo tras las sesiones de radioterapia.

5.5.2 Efectos sobre el comportamiento cognitivo

La presencia de estrés oxidativo celular y el consiguiente aumento de las
EROs dan lugar a importantes deterioros funcionales de tipo cognitivo. En este
sentido, se ha apreciado que una disminucién del estado pro-oxidante en el
cerebro puede mejorar la cognicion espacial en un modelo de rata con lesidn

cerebral e intoxicacion por alcohol #'°.
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Se considera que el comportamiento cognitivo de un organismo esta
regulado por la capacidad de las células precursoras del hipocampo para
proliferar y diferenciarse. Se ha demostrado que los factores de estrés
ambiental, incluyendo la radiacion, son capaces de inhibir la neurogénesis, lo

que esta relacionado a su vez con la aparicidon de deterioro cognitivo 9

Para el estudio de los posibles cambios cognitivos en ratas hemos
utilizado una prueba dependiente del hipocampo: el laberinto de Morris *'".
Nuestros resultados nos demostraron que los animales presentaban las
mismas pautas de comportamiento, independientemente de que hubieran
tenido contacto previo (experimento 1) o no (experimento 2) con este test de

comportamiento, y su consiguiente recuperaciéon con el paso del tiempo.

De esta manera observamos que en los dias previos a la irradiacién o
anestesia todos los animales tendian a disminuir el tiempo de latencia hasta
alcanzar la plataforma de escape con el paso de los dias, debido al aprendizaje
y a la memoria espacial de los animales *'°. El grupo de animales control
tratados con quercetina presentd una cierta mejoria al descender de manera no

significativa el tiempo de latencia, respecto a los controles no tratados.

La literatura presenta varios trabajos de investigacion cuyo objetivo es el
estudio de los efectos de una exposicion a radiacion sobre el comportamiento
cognitivo en roedores *%41%41241% En nuestro caso, los animales irradiados
presentaban un claro ejemplo de los efectos adversos de la radiacion frente al
comportamiento cognitivo aumentando el tiempo de latencia en el que
encontraban la plataforma de escape respecto a los grupos control, asociado al
deterioro cognitivo y a la pérdida del balance oxidativo *'>4'°. En esta misma

linea de investigacion Manda y cols. *'°

comprobaron los efectos de la
radiacion sobre la memoria espacial en el laberinto de Morris en ratones, de
manera que el descenso o0 aumento de la latencia durante los dias
experimentales representarian cambios en la memoria a largo plazo o memoria
de referencia. Para ello utilizaron una dosis de rayos X de 6 Gy (0,55 Gy/min),
administrada a los animales a cuerpo entero, confirmando los efectos adversos
de la exposicidén a radiacién ionizante sobre la memoria espacial y el deterioro

cognitivo. Al igual que en el experimento 1 realizado en nuestro trabajo, los
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animales fueron entrenados en el laberinto de Morris los dias previos a la
irradiacion, y comprobaron que todos los grupos de animales presentaron una
mejora de la latencia conforme iban pasando los dias. Sin embargo, Manda y
cols. pudieron observar que en el primer dia post-irradiacion la latencia de los
animales irradiados se incrementaba significativamente respecto a los grupos
control, situacion que se revertia a los 5 dias del estudio post-irradiacion. En
nuestro estudio, esta tendencia al aumento de la latencia también la pudimos
observar en los animales que fueron estudiados durante los 6 dias siguientes a
la irradiacién (experimento 2), pero de forma no significativa entre los diferentes
grupos experimentales, independientemente de si habian sido tratados o no
con quercetina, debido a la recuperacion de la memoria de los animales con el
paso del tiempo. No obstante, en el grupo de animales irradiados y tratados
con quercetina pudimos observar una ligera tendencia a un aprendizaje mas
rapido, ya que el tiempo de latencia disminuia mas que los animales irradiados
sin tratamiento, es decir, el aprendizaje se efectua con rapidez similar a los
grupos control, lo que nos indicaria un efecto neuroprotector de la quercetina
frente a la exposicion a radiacion. Sin embargo, en el experimento de
aprendizaje efectuado a los 25 dias post-irradiacion (Figura 4-34) no

apreciamos efectos de la radiacién ni de la suplementacién con quercetina.

Existen varios estudios en los que se utilizé6 como tratamiento para
mitigar los efectos de la radiacion sobre el comportamiento cognitivo, diferentes
tipos de flavonoides *4'34'®_E| grupo de investigacién antes citado, realizé un
afo mas tarde otro trabajo con el objetivo de estudiar los efectos protectores de
un metabolito de la melatonina (AFMK) contra la exposicion de particulas
radiactivas de alta energia (2 Gy) que originaban dafio oxidativo a nivel
cerebral, y se manifestaban como déficits en las funciones dependientes del
hipocampo, como el aprendizaje y la memoria. Pudieron observar que el
pretratamiento con este metabolito supuso una proteccion significativa contra el
deterioro de la memoria inducido por la radiacion que se comprob6 a partir del
dia 40 post-irradiacién, a diferencia de los animales irradiados sin tratamiento,
cuya latencia disminuia significativamente respecto a los controles a partir del
dia 23 post-irradiacién (correspondiente al momento de mayor estrés oxidativo

cerebral) *°.
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En esta misma linea de investigacion encontramos un trabajo muy
reciente realizado en ratones, en el que se comprobaron los efectos
radiomodificadores del flavonoide baicaleina como potente antioxidante. Para
ello se administré una sola dosis de 5 Gy de radiacion a cuerpo entero,
pudiendo comprobar que el pretratamiento con baicaleina prevenia de los
déficits de retencion de memoria y aprendizaje espacial inducidos por la
radiacion, y por lo tanto atenuaba el deterioro de la neurogénesis en el
hipocampo inducido por la presencia de estrés oxidativo *'>. Esta mejora del
comportamiento cognitivo ante un tratamiento con polifenoles, también la
pudieron observar Shukitt-Hale y cols. *'® en un trabajo realizado en ratas, a las
que se les administraba una dieta rica en extractos de frutas durante
8 semanas antes de la exposicion a radiacién (particulas de Fe*®® de alta
energia). Comprobaron que esta suplementacion en la dieta era capaz de
proteger contra los efectos perjudiciales de la radiacion, que se manifestaban
en las ratas irradiadas, al igual que en nuestro presente trabajo, como un
aumento de la latencia hasta encontrar la plataforma de escape en el laberinto

de Morris.

En un trabajo de investigacién cuyo objetivo fue estudiar los efectos de
la diabetes sobre el comportamiento cognitivo en ratas utilizando el laberinto de
Morris, y comprobar si la suplementacion con quercetina prevenia los posibles
déficits comportamentales. Los autores pudieron comprobar que ante el
tratamiento con quercetina a diferentes dosis (5-20 y 40 mg/Kg de peso
corporal por via oral) administrada dos veces al dia durante 30 dias, los
animales disminuian su tiempo de latencia para encontrar la plataforma de
escape respecto a los animales sin tratamiento, lo que indica que la quercetina

previene las disfunciones cognitivas de la diabetes *'".

Por lo tanto, y ante todos estos resultados, podemos confirmar que una
suplementacién con flavonoides u otros antioxidantes proporciona una
proteccién contra los efectos nocivos de una exposicion a radiacion, sobre todo
a nivel de memoria y aprendizaje espacial, ya que son capaces de actuar en

diferentes regiones del cerebro induciendo estos efectos benéficos *'°.
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5.5.3 Efectos sobre laingestion de agua y alimento

Desde los afios 50 ya se comenzaba a estudiar los efectos de la

419 realizaron

radiacién sobre el comportamiento ingestivo *'*?°. Garcia y cols.
un trabajo con el objetivo de estudiar los efectos de la exposicion a una
radiacion y de baja intensidad, sobre el consumo de alimento en ratas. Tras
realizar varios experimentos observaron, como en nuestro trabajo, que en
todos los casos la ingesta de alimento disminuia significativamente tras la
primera exposicion a radiacion, respecto a los animales control. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en nuestro estudio experimental,
donde pudimos observar que el consumo de alimento descendia
significativamente en los animales expuestos a radiacion en los dias
posteriores a la misma, situacion que se revertia en el tiempo tanto en los
animales irradiados suplementados con quercetina, como en los no
suplementados. Los grupos control presentan una ingestién de alimento mas
lineal, con un pequefo descenso que se corresponde con la anestesia sufrida
por todos los animales en el dia de la irradiacion experimental. Estos resultados
van correlacionados con la excrecion de heces que también disminuia
significativamente en todos los animales irradiados, y se revertia

posteriormente hasta alcanzar valores proximos a los controles.

En cuanto al consumo de agua pudimos observar un efecto contrario de
la irradiacion, ya que todos los animales irradiados presentaban un aumento
significativo de la ingesta de agua (polidipsia) respecto a los grupos control
durante 5 dias consecutivos a la radiacién. No observamos diferencias entre
los animales irradiados con o sin tratamiento. Como en el caso anterior, la
excrecion de orina va a ir correlacionada con el agua ingerida, de tal manera
que se observo un aumento significativo en los grupos irradiados respecto a los
controles, sin efectos visibles de la quercetina. En el trabajo de Smith y cols. '8
en ratas se comprobd, como en nuestro caso, que tras la exposicidn a
irradiacion los animales sufrian alteraciones en el consumo de agua en funcién
de la dosis de irradiacion a la que habian sido expuestos. En general
observaron que la irradiacién producia una inmediata presencia de polidipsia

en los animales que habian sido previamente irradiados.
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5.6 Efectos de laradiacion y la quercetina sobre el estrés oxidativo

Se sabe que la exposicidén a radiaciones ionizantes induce la presencia
de estrés oxidativo mediante la generacidén de especies reactivas del oxigeno y
nitrégeno, dando lugar a un desequilibrio del estado antioxidante/prooxidante
en las células ""*?'%22 E| aumento de estrés oxidativo asociado a una radiacion
experimental constituye la base para uno de los enfoques de radioproteccién
frente al dafio a tejidos sanos inducido por la radioterapia. Son muchos los
trabajos de investigacion acerca de los efectos de los flavonoides y otros

polifenoles en la mitigacion del estrés oxidativo 423428,

La presencia de estrés oxidativo puede determinarse de diversas
formas, que de manera resumida se puede agrupar en tres: a) cuantificacion de
los radicales libres, b) cuantificacion de los marcadores de estrés oxidativo y c)

cuantificacion de los sistemas antioxidantes *%°.

Sin embargo, los radicales libres son dificiles de medir debido a su alta
reactividad, que les condiciona una vida media muy corta, y a las dificultades
técnicas de su cuantificacion, que precisa de aparatos caros, poco accesibles y
complejos, como son algunas técnicas de resonancia de electrones. Por ello, y
como hicimos en nuestro estudio experimental, una aproximacion alternativa
seria la cuantificacion de los marcadores de dafo oxidativo, que resultan de la
interaccion de los radicales libres con las macromoléculas como el ADN, lipidos

y proteinas.

La mayoria de los marcadores de estrés oxidativo utilizados reflejan el
ataque de los radicales libres sobre los acidos grasos poliinsaturados a través
de la peroxidacion lipidica, que rinde hidroperoxidos y endoperoxidos. El
proceso de oxidacion de los lipidos, o peroxidacién lipidica, genera como
productos finales aldehidos citotdxicos, que son muy reactivos frente a las
proteinas y el ADN. La cuantificacion de los aductos de malondialdehido y
acido tiobarbiturico (TBARS) es una forma util y ampliamente utilizada para
medir peroxidacion lipidica “*°. Por ello en nuestro trabajo hemos utilizado el
estado oxidante/antioxidante hepatico en los diferentes grupos experimentales

mediante esta cuantificacion de los TBARS, observando un aumento
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significativo en la concentracion de TBARS en el homogenizado hepatico del
grupo de animales irradiados con respecto al control a los 7 y a los 30 dias
post-irradiacion, lo que nos indica que existe un aumento de la peroxidacion
lipidica y por tanto de estrés oxidativo. Estos resultados concuerdan con lo
observado por muchos investigadores tras una exposicion a radiacién
ionizante **°. En nuestros resultados el estrés oxidativo disminuye a los 30 dias
post-irradiacion a valores que son la mitad de los encontrados a los 7 dias tras
la radiacion, pero son significativamente mas altos que los encontrados en los
animales no irradiados. Estos datos van en la linea de lo indicado por Meydan y
cols. en 2011, quienes observan en ratas sometidas a una irradiacion de 8 Gy
un descenso del estrés oxidativo a los 68 dias comparado con los 10 dias post-

irradiacion *°".

Destacamos en nuestro estudio que en el grupo de ratas irradiadas y
tratadas con quercetina la concentracion de TBARS disminuye
significativamente frente al grupo de animales irradiadas sin tratamiento a los 7
dias post-irradiacién. Esto nos indica que en esta situacion, el flavonoide ejerce
un efecto antioxidante a través de la modulacién de la peroxidacion lipidica y
del estado antioxidante hepatico, de forma similar a otros antioxidantes **°.
Elmissiry y cols. " llevaron a cabo en 2007 un trabajo experimental muy similar
al nuestro, en el que se expusieron las ratas a dosis de radiacion gamma de 2 y
4 Gy (0,84 Gy/min) respectivamente. En este experimento la mitad de las ratas
de cada grupo experimental fueron sometidas a un tratamiento pre-irradiacién
con melatonina i.p. durante los 4 dias previos a la misma. Los resultados
verificaron un aumento de la concentracion hepatica de MDA respecto a los
controles en las ratas irradiadas sin previo tratamiento, cuando fueron
sacrificadas a los 5 dias post-irradiacion, el tratamiento pre-irradiacion con este
antioxidante disminuia los valores hepaticos de MDA hasta aproximadamente
los valores de los grupos control. Analogos resultados se obtuvieron tras
administrar quercetina (50 mg/Kg) por via intraperitoneal una hora antes de
irradiar con rayos UVA (1,25 mW/cm2). Los analisis se llevaron a cabo durante
periodos de 3,6 y 9 dias, y la radiacion se administré durante 4 horas al dia.
Los resultados obtenidos demostraron que el mayor incremento de los valores

de MDA tenia lugar a los 9 dias post-irradiacion en el grupo de animales
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irradiados cuando se compraba con el grupo control. Sin embargo, el
tratamiento pre-irradiaciéon con quercetina revertia esta situacion, alcanzando
valores de MDA préximos al control 422,

Entre las técnicas para la identificacion de estrés oxidativo en la célula
se utiliza la cuantificacion de los sistemas antioxidantes. Las células contienen
defensas antioxidantes que previenen o reparan el dafio ocasionado por las
EROs. En los mamiferos juegan un papel importante las enzimas antioxidantes
intracelulares: SOD, catalasa y GPx. La SOD convierte el i6on superoxido en
H>O2, mientras la catalasa y la GPx convierten H,O, en H,O. De este modo,
dos especies toxicas son convertidas a productos acuosos menos dafinos.
Estas funciones antioxidantes son necesarias para el mantenimiento de la vida

celular #*2,

En nuestro estudio experimental observamos un aumento de la
expresion de las enzimas antioxidantes catalasa, SOD-Cu/Zn y NQO1 en los
grupos de animales que fueron irradiados y sacrificados a los 7 dias post-
irradiacién, lo que también nos corrobora la presencia de estrés oxidativo. Esta
situacion también la observamos cuando el estudio lo realizamos a los 30 dias
post-irradiacion para la encima SOD-Cu/Zn y NQO1 pero no se produce

sobreexpresion de la catalasa.

La radiacién ionizante induce multiples cambios moleculares en las
células dependiendo de la dosis y el tiempo de exposicion. Factores de
transcripcion tales como AP-1 o NF-kB son activados 24 horas después de la
radiacion *** y al mismo tiempo se induce la enzima SOD-Mn via el factor
NF-«xB. Existen trabajos de investigacion en los que se confirma el aumento de
la expresidén de enzimas antioxidantes ante una exposicion previa a radiacion,

aun a dosis bajas ****,

Destacamos el estudio realizado por Bravard y
cols. **®, quienes sugieren una respuesta adaptativa del organismo a bajas
dosis de radiacion. Observaron que linfoblastos humanos expuestos a una
irradiacion y de 3 Gy, presentaron un aumento significativo en la expresion de
las enzimas antioxidantes SOD-2 y catalasa analizadas 20 horas post-

irradiacion, en relacién a su expresidn antes de la exposicion *¢. Se
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observaron aumentos en la expresiéon hepatica de glutatién-S-transferasa,
NADH deshidrogenasa y peroxirredoxina VI estudiadas a las 24 horas post-
irradiacion, en ratones que habian sido expuestos a radiacion de cuerpo

entero .

Se ha indicado que determinados antioxidantes protegen al
organismo actuando a nivel celular, incrementando la capacidad antioxidante

tanto de la enzimatica como de la no enzimatica como GSH 8¢,

Cuando analizamos la expresion de las enzimas antioxidantes en los
animales que habian sido expuestos a radiacion y previamente tratados con
quercetina, observamos que los valores de SOD-Cu/Zn y NQO1 son
significativamente menores que en los animales irradiados no tratados pero
siguen siendo mayores que en los animales control, tanto a los 7 como a los 30
dias post-irradiacion. Esto se podria explicar por la accion de la quercetina, que
actua como antioxidante inactivando los radicales libres originados por la

radiacion, y disminuyendo por tanto el estrés oxidativo en la célula **43°.

Diferentes investigadores han puesto de manifiesto la importancia de la
activacion del factor de transcripcion Nrf2 como mecanismo de defensa celular
contra el estrés oxidativo o electrofilico. Esta activacidén controla la expresion de
genes cuyos productos proteicos intervienen en la destoxificacion y eliminacién
de agentes oxidantes y electrofilicos a través de reacciones de conjugacién

aumentando asi la capacidad antioxidante celular 2°:426:440-445

En nuestro estudio detectamos un aumento significativo en la expresion
nuclear del factor Nrf2 en el grupo de animales irradiados y sacrificados a los 7
dias y a los 30 dias post-irradiacion, de manera que podriamos explicar que la
radiacion ionizante activa a Nrf2 para incrementar la expresion génica de las
enzimas antioxidantes examinadas (catalasa, SODCu/Zn y NQO1) a los 7 dias
post-irradiacion, manteniéndose este efecto incluso 30 dias después, aunque
en menor medida. En el grupo de animales irradiados y previamente tratados
con quercetina observamos una disminucion significativa de la expresion de
Nrf2 respecto a los grupos irradiados sin tratamiento a los 7 dias post-
irradiacion, lo que parece indicar que la accién antioxidante de la quercetina
disminuye los radicales libres y por lo tanto la activacion del factor Nrf2

respondiendo al diferente estado de oxidacion celular.
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Nuestros resultados van en la linea con lo manifestado por McDonald y

% en 2010, quienes demostraron una activacion dosis dependiente del

cols.
Nrf2 después de dosis Unicas de radiacién ionizante de 2-8 Gy en células de
cancer de mama a los 5 dias post-irradiacion. Estos mismos autores aprecian
disminucién de la actividad del Nrf2 a los 5 dias post-irradiacion cuando
administran después de la irradiacién de forma exdgena antioxidantes como
GSH y PEG-SOD (superoxido dismutasa unida covalentemente a
polietilenglicol) pero no con PEG-CAT (catalasa unida covalentemente a
polietilenglicol). Sin embargo, otros autores han indicado aumento en la
expresion de Nrf2 después de la administracion de antioxidantes. Liu y cols. en
2012 *** no observaron incremento en la expresion de Nrf2 en el cerebro de
ratén después de 12 horas de una dosis Unica de 4 Gy de radiacién, pero los
animales tratados con concentraciones crecientes de melatonina (1-10 mg/Kg)
muestran expresiéon incrementada de Nrf2. De forma similar después de inducir
EROs por la administracion de dietilnitrosamina, la administracion de
melatonina (50 mg/kg) durante 14 dias fue capaz de doblar la expresion

nuclear de Nrf2.

Ha sido tradicionalmente aceptado que la proteina Keap1 esta
involucrada en la deteccidn del estrés oxidativo mediante la modificacion
oxidativa de diferentes residuos de cisteina que lleva a cambios en la
configuracion para posibilitar la liberacion de Nrf2, pero la propia proteina Nrf2
puede actuar como un sensor redox. Cuanto mayor sea la concentracion de
oxidantes mas proteinas Nrf2 se trasladan al nucleo y a mayor velocidad. Esta
graduada translocacion nuclear de Nrf2 muestra que el factor no se limita a
trasmitir la presencia de estrés oxidativo sino también la intensidad de éste **°.
Se ha sefalado una interaccion ciclica de autorregulacion entre Nrf2 y Keap1,
de tal manera, que un incremento en la expresion de Nrf2 puede inducir la
actividad promotora del gen de Keap1 al unirse a un ARE presente en la
cadena reversa del promotor proximal del gen de Keap1*"’. Esta
retroalimentacion positiva puede ayudar a explicar el incremento paralelo de la
expresion de ambas proteinas Nrf2 y Keap1 encontrado en nuestro trabajo a
los 7 dias post-irradiacion asi como el descenso en su expresion observado en

los animales irradiados tratados con quercetina.
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Hemos mostrado en nuestro trabajo un aumento significativo de la
expresion de la enzima NQO1 a los 7 dias post-irradiacion y comprobamos que
la quercetina no modificd dicha expresion, mientras que la expresion del factor
Nrf2 disminuye significativamente en las ratas irradiadas suplementadas con
quercetina. Se podrian explicar estos datos considerando que la quercetina,
debido a su actividad eliminadora de radicales libres, produce derivados
oxidados como el metiluro orto-quinona/quinona de la quercetina (QQ) que es
un substrato capaz de reaccionar con NQO1 *“*®. El hecho de que la expresion
de NQO1 no se altere en el grupo de animales irradiados y tratados con
quercetina puede ser atribuido, entre otros factores, a la necesidad adicional de

la NQO1 de inactivar los productos oxidados de la quercetina.

La quercetina ha sido ampliamente utilizada como un antioxidante en

varios estudios in vitro usando cultivos celulares '%%4°

, pero su actividad in vivo
ha sido recientemente cuestionada. Estudiando ratas deficientes en vitamina E
y suplementadas con vitamina E o varios flavonoides, incluyendo la quercetina,

Duthie y cols **°

. observaron en 2012 que la suplementacion in vivo con
quercetina (100 mg/kg dieta) resultaba ineficaz para restaurar los indices de
peroxidacion lipidica en plasma y en higado. Sin embargo la concentracion de
malondialdehido en suero estuvo inversamente correlacionada con la dosis oral
diaria de quercetina (0,01 a 1 g/kg de peso corporal) transcurridos 22 dias de

tratamiento.

Se sospecha que la sobreexpresion de Nrf2 puede aumentar la
resistencia de las células tumorales a la quimioterapia mientras que la
desregulacion de Nrf2 podria volverlas mas susceptibles a estos agentes *°'.
En células de hepatoma HepG2 incubadas con quercetina 0-40 um, el
flavonoide no solo aumenta el estado de equilibrio de Nrf2 sino que también
reduce el estado de equilibrio de Keap1 mediante la degradacién de éste de
forma no dependiente del proteosoma 26S 2'°. El mismo estudio concluye
ademas que la quercetina es capaz de incrementar la proteina Nrf2 y al mismo
tiempo inhibir su ubiquitinacion, mientras que la expresion de Keap1 disminuye.
Estos efectos han sido llevados a cabo en cultivos celulares sin tratamiento

adicional. Recientemente Lin en 2012 **? indica que la combinacién de
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quercetina mas radiacion puede incrementar significativamente la
radiosensibilidad de varias lineas celulares y del ratén. Nuestros datos han
mostrado que la suplementacion in vivo con quercetina repercute en el sistema
antioxidante disminuyendo el estrés oxidativo y modificando la activacion de
Nrf2 y la expresion de varias enzimas antioxidantes. La administracion de
quercetina a los animales irradiados ayudaria a mantener el estado
antioxidante de las células sanas y al mismo tiempo a disminuir la
supervivencia de las células tumorales. Podemos inferir por nuestros resultados
la existencia de un potencial efecto beneficioso de la quercetina al reducir el
incremento en la expresion de Nrf2 asociado con el aumento del estrés

oxidativo, incremento que podria ser util para el crecimiento de los tumores.
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6 Conclusiones

Conclusién primera

La administracion de 6 Gy de rayos X a 0,4 Gy/min provoca la aparicién
de focos aislados puntiformes y sutiles de microhemorragias en los hemisferios
cerebrales puestos de manifiesto mediante imagenes por resonancia
magnética a partir de los 15 dias post-irradiacion. El previo tratamiento con

quercetina previene la aparicion de estas lesiones cerebrales.
Conclusion segunda

La administracién de 6 Gy de rayos X a 0,4 Gy/min induce la aparicion de
lesiones histolégicas en médula 6sea, médula espinal, hipocampo e higado a
los 7 dias post-irradiacién, siendo mas leves a los 30 dias post-irradiacion. La
suplementacién con quercetina no provoca una mejoria significativa de las

lesiones producidas por la radiacion ionizante sobre estos tejidos.
Conclusion tercera

La administracion de 6 Gy de rayos X a 0,4 Gy/min provoca disminucion
significativa del valor hematdcrito, de la concentracién de hemoglobina y de los
recuentos eritrocitario, leucocitario y plaquetario a los 7 dias post-irradiacion,
sin que la suplementacion oral con quercetina produzca modificaciones en

dichos cambios.
Conclusion cuarta

La administracion de 6 Gy de rayos X a 0,4 Gy/min provoca disminucion
significativa del recuento eritrocitario a los 30 dias post-irradiacion, sin que la
suplementaciéon oral con quercetina produzca modificaciones en dicho

parametro hematoloégico.
Conclusion quinta

La administracion de 6 Gy de rayos X a 0,4 Gy/min provoca aumento de

la ansiedad y disminucion de la habituacion y del comportamiento exploratorio
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en el open field. La suplementacidn con quercetina manifiesta efectos

ansioliticos en el dia 3 post-irradiacion.
Conclusion sexta

La administracion de 6 Gy de rayos X a 0,4 Gy/min hace disminuir el
aprendizaje espacial puesto de manifiesto por el aumento del tiempo de
latencia hasta encontrar la plataforma de escape en la prueba de Morris, y
ralentiza el aprendizaje iniciado antes de la irradiacion, sin efectos significativos

de la suplementacion con quercetina.
Conclusion séptima

La administracion de 6 Gy de rayos X a 0,4 Gy/min produce una
disminucién significativa en la ingestion de alimento y produccion de heces
durante los dias inmediatamente siguientes a la irradiacion, recuperandose
dichos valores a partir del dia 6 post-irradiacién, sin efectos provocados por la

administracién de quercetina.
Conclusion octava

La administracion de 6 Gy de rayos X a 0,4 Gy/min produce un aumento
significativo en la ingestion de agua y produccion de orina durante el segundo
dia post-irradiacién, recuperandose dichos valores a partir del dia 6 post-

irradiacion, sin efectos provocados por la administracion de quercetina.
Conclusion novena

La administracion de 6 Gy de rayos X a 0,4 Gy/min genera estrés
oxidativo puesto de manifiesto por el incremento significativo de la
concentracion hepatica de TBARS tanto a los 7 como a los 30 dias post-
irradiacion. Estos cambios se acompafian de un aumento significativo de las
enzimas antioxidantes SOD-Cu/Zn, catalasa y NQO1 a los 7 dias post-
irradiacion. El tratamiento con quercetina previene el estrés oxidativo hepatico,
reduciendo el incremento de este marcador de peroxidacién lipidica y
disminuyendo significativamente la expresiéon de SOD-Cu/Zn a los 7 y 30 dias

post-irradiacion.
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Conclusion décima

La administracion de 6 Gy de rayos X a 0,4 Gy/min provoca un aumento
significativo en la expresion del factor nuclear Nrf2 y del inhibidor Keap1
citosdlico a los 7 y a los 30 dias post-irradiacion. El tratamiento con quercetina
disminuye significativamente la expresién de Nrf2 y Keap1 respecto a los

animales irradiados transcurridos los mismos periodos de tiempo.

Raquel Marina Hernandez
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