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Resumen

Entre los radioprotectores con uso clinico se destaca la amifostina (WR-
2721), eficaz pero con efectos secundarios que impiden su uso repetitivo.
Es interés de los autores desarrollar radioprotectores menos téxicos, por si
mismos o como coadyuvantes de amifostina. Ratas machos o hembras se
expusieron a una dosis de rayos X de 2 Gy. Se ensayo6 el piruvato de etilo,
solo o conjuntamente con amifostina. Cuarenta y ocho horas después de la
exposicién a la radiacion, se realizé el recuento de eritrocitos, de leucocitos
y la férmula leucocitaria. Los efectos genotoxicos se evaluaron en leucocitos
de sangre mediante el ensayo Cometa. Se realizaron también estudios de
supervivencia a 60 dias post-irradiacion. En los animales irradiados dismi-
nuyeron los eritrocitos, y el recuento de leucocitos se redujo drasticamente
respecto al control, presentando ademas una férmula alterada. El tratamien-
to con piruvato de etilo result6é en una proteccion de los eritrocitos en ambos
sexos. El dafio genético disminuyé significativamente por el tratamiento con
piruvato de etilo solo o combinado con amifostina, y en hembras se observé
una mayor supervivencia solo con el tratamiento combinado. El piruvato de
etilo mostré una accién radioprotectora significativa, que podria mejorarse
aumentando la dosis o el tiempo de tratamiento, ya que tiene muy baja
toxicidad.
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5ummary

Among the currently available radioprotectors, only amifostine (WR-2721)
has shown in clinical trials to reduce radiation-induced toxicity. This com-
pound is an efficient radioprotector but it exhibits some undesirable side
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effects which prevent its repetitive use. Efforts are directed to develop radioprotective agents with lower
toxicity, with their own protective potential or suitable as coadyuvants of amifostine. The present study
describes the results obtained by repetitive oral administration of ethyl pyruvate. Male or female rats were
exposed to an X-ray dose of 2 Gy. Forty-eight hours after exposure to radiation, erythrocyte count, leukocyte
and differential count were performed. Genotoxic effects were assessed in blood leukocytes by the Comet as-
say. Survival studies were also performed at 60 days post-irradiation. Eritrocyte and leukocyte were reduced
in animals exposed to radiation compared to the control, also presenting an altered formula. Treatment with
ethyl pyruvate resulted in a protection on erythrocytes of both sexes. Genetic damage was significantly de-
creased by ethyl pyruvate alone or combined with amifostine, and in females, higher survival was observed
only with combined administration. Ethyl pyruvate showed a significant radioprotective action, which could
be improved by increasing the dose or time of treatment because it has low toxicity.

Key words: radioprotection * ethyl pyruvate * amifostine * X radiation

Resumo

Entre os radioprotetores com uso clinico destaca-se a amifostina (WR-2721) eficaz mas com efeitos secun-
darios que impedem seu uso repetitivo. O interesse dos autores é desenvolver radioprotetores menos téxicos,
por si mesmos ou como coadjuvantes de amistofina. Ratos machos ou fémeas foram expostos a doses de
raios X de 2Gy. Ensaiou-se o piruvato de etila, sé ou junto com amifostina. Quarenta e oito horas apds a
exposi¢do a radiacdo foi realizada a contagem de eritrécitos, de leucdcitos e da formula leucocitéria. Efeitos
genotdxicos foram avaliados em leucdcitos do sangue pelo Ensaio Cometa. Estudos de sobrevivéncia foram
também realizados a 60 dias pds-irradiagdo. Nos animais irradiados diminuiram os eritrocitos, e a contagem
de leucdcitos se reduziu drasticamente em comparagdo com o controle, apresentando também uma férmula
alterada. O tratamento com piruvato de etila resultou numa protegdo dos eritrécitos em ambos os sexos. O
dano genético diminuiu significativamente pelo tratamento com piruvato de etila sozinho ou combinado com
amifostina, e nas fémeas se observou maior sobrevivéncia sé com o tratamento combinado. O piruvato de
etila mostrou uma agéo radioprotetora significativa, que poderia ser melhorada pelo aumento da dose ou do

tempo de tratamento, visto que tem baixa toxicidade.

Palavras-chave: radioprotecdo * piruvato de etila * amifostina * radiacao X

Introduccién

La Agencia Internacional para la Investigacion sobre
Cancer (IARC), perteneciente a la Organizacion Mun-
dial de la Salud, realizé en 2000 una valiosa evaluacion
sobre los efectos de las radiaciones ionizantes que deta-
116 exhaustivamente eventos de exposiciones y sus efectos
daninos con su grado de intensidad (1). Estos ocurrieron
durante usos militares de la energia atomica (por ejem-
plo, las bombas en Hiroshima y Nagasaki) o los ensayos de
otras armas nucleares y las resultantes precipitaciones ra-
diactivas o durante la fabricacion de los materiales involu-
crados. Los usos en medicina de las radiaciones ionizantes
son hoy los mas relevantes de aquellos que provienen de
fuentes que produce la actividad humana e incluyen una
cantidad amplia de aplicaciones en diagnostico y trata-
mientos (1). También existen experiencias de exposicion
a radiaciones que derivan del ambito ocupacional: mine-
ria de uranio, exposicion a radon, personal de aeronaves
y vuelos espaciales, personal médico y técnico vinculado
con la medicina nuclear, usos varios en la industria, etc.
(1). Los accidentes en plantas de generacion de energia,
tales como el de Chernobyl, Fukujima o Three Miles Is-
land agregaron una preocupacion mas, que no hasido re-
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suelta (1). Otro factor de riesgo por exposiciones masivas
a radiaciones ionizantes lo supone la actividad terrorista.
Independientemente de la fuente, la exposicion a
la radiacién ionizante (rayos X o gamma), tendra con-
secuencias serias y generalmente irreversibles. Estas se
originan en la transferencia de la energia radiante a
moléculas celulares, lo que causa su ionizacién. El agua
corporal, por su abundancia, es el blanco principal de
la radiacién pero también son muy susceptibles el ADN,
el ARN, las proteinas y los lipidos celulares. En la frac-
cién de 103 segundos todas las reacciones de los radica-
les libres generados a partir del agua ya estan completas.
A partir de ese punto y en distintos tiempos, todos los
procesos bioquimicos que conducen al dano celular se
habran completado. Durante estos procesos se generan
especies reactivas derivadas del oxigeno (ROS) y tam-
bién nitrogenadas (post induccién de la enzima 6xido
nitrico sintetasa) (2). Estas moléculas reactivas atacan
componentes celulares criticos como el ADN, proteinas,
lipidos, etc. En el curso de esas interacciones se produ-
cen también radicales libres en las macromoléculas, que
conducen a su degradaciéon. Un ejemplo claro es la for-
macion de 4-hidroxinonenal a partir de los lipidos. Este
compuesto es considerado como el responsable relevan-



te de los danos ocasionados por la peroxidacion de lipi-
dos mediada por ROS (2). La accién sumada de todos
estos productos derivados de la accion de las radiaciones
conduce a la muerte celular en los distintos tejidos. Si el
dano no es lo suficientemente intenso, de todos modos
muchas de estas alteraciones moleculares podran condu-
cir, en tiempos mas largos, a otras patologias (por ejem-
plo, mutaciones en el ADN y cancer).

Desde hace décadas se han sintetizado algunos com-
puestos con capacidad radioprotectora o mitigante para
los efectos de las radiaciones ionizantes. Fue asi que en
Estados Unidos se desarroll6 un programa de sintesis
y ensayos de radioproteccion. Se efectué una cantidad
importante de estudios preclinicos y aun clinicos, inclu-
yendo el uso de alguna de estas sustancias en radiotera-
pia de cancer, intoxicaciones, emergencias militares y
exposiciones durante vuelos espaciales (3). De aquellos
estudios surgié como un radioprotector de eficacia acep-
table la amifostina (WR-2721) (Figura 1). Este compues-
to también encontr6 aplicaciones radioterapéuticas en
la clinica del cancer, por tener selectividad en su efecto
respecto del tejido tumoral (4-7). No obstante estas inte-
resantes cualidades, dista de ser un radioprotector ideal
debido a su toxicidad (8). Esto hizo que la Administra-
cion de Alimentos y Farmacos (FDA) de Estados Unidos
aprobara su uso limitado en pacientes contra el dano por
radioterapia posterior a cirugias de canceres de cabezay
cuello y para prevenir la xerostomia (9-10). Se hace muy
importante entonces el desarrollo de radioprotectores
nuevos o féormulas de ellos que actien previniendo las
consecuencias de una exposicion. Esto incluye todos los
ensayos que se requieren para la aprobacion de su uso en
seres humanos. La amifostina solamente esta aprobada
para su administracion por via endovenosa aunque algu-
nos la han empleado por via subcutdnea (11). Esta droga
tiene muy baja liposolubilidad y en el pH del estomago
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Figura 1. Estructuras de los compuestos radioprotectores o mitigan-
tes ensayados y sus metabolitos relevantes.
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su carga ionica positiva vuelve muy dificil su absorcion
por via oral (11). Por otra parte, un radioprotector ideal
deberia sostener su efecto por un tiempo razonablemen-
te largo y esto implica que su toxicidad debe ser baja. El
uso de WR-2721 en seres humanos tiene algunos efectos
adversos de importancia. Puede provocar nausea y vomi-
tos, sintomas que también son propios de la exposicion a
las radiaciones ionizantes. Ademas, otros sintomas son la
emesis, hipotension y alergias (12). La existencia de estos
efectos adversos impide su administracion repetida para
lograr un efecto protector sostenido. Lo deseable en un
radioprotector es que proteja la mayor parte de los 6rga-
nos expuestos. La amifostina protege una gran variedad
de sitios en el organismo afectado si se la administra un
tiempo corto antes de la exposicion a la radiaciéon pero
mucho menos o nada cuando se la administra después
de la exposicion (13). Solamente cuando este farmaco
esta presente en el momento de la irradiacion es capaz
de reducir la mortalidad de un modo muy significativo.
Incluso fue capaz de proteger a las células normales y
no a las cancerosas luego de una radioterapia (9). Esta
virtud le ha dado aplicaciones extendidas y ttiles en la
clinica oncolégica.

El mecanismo de la accion radioprotectora de la
amifostina se relaciona basicamente con su capacidad
para atrapar radicales libres, para destruir algunos pro-
ductos muy reactivos que se forman desde moléculas
biologicas alteradas, como lipidos y proteinas, a través
de la donacion de hidrégeno, o bien reaccionando con
ellos, como es el caso del 4-hidroxinonenal (14). Esta
capacidad depende de su conversion previa por defos-
forilacién enzimatica a su metabolito activo, el WR-1065
(Figura 1). Este proceso esta mediado por una fosfatasa
alcalina presente en las células de distintos érganos y en
suero de distintas especies y el humano (9) (15). Este pro-
ceso de activacion es muy rapido pero aun asi debe suce-
der previamente a la irradiaciéon, de modo de disponer
del compuesto sulfidrilico en concentracion suficiente
cuando se generan los radicales libres de tan corta vida.

La amifostina también presenta efectos protectores
cuando se la administra posteriormente a la exposicion
a las radiaciones ionizantes. Han sido menos estudiados
y su relevancia no se ha establecido (13). El hecho de
que la accién protectora de la amifostina requiera una
activacion previa a su metabolito sulfidrilico mediada
por una fosfatasa alcalina es critico y se supone que esta
vinculado con su utilidad en oncologia clinica. La ami-
fostina ha mostrado proteger al tejido normal circun-
dante al canceroso debido a que este ultimo posee un
pH mas acido (efecto Warburg).

Laidea inicial detras de los presentes estudios consis-
te en aprovechar la capacidad de la amifostina cuando
se la administra en una sola dosis previa a la radiaciéon
pero continuando posteriormente con la administra-
cion de otras sustancias de baja toxicidad que permitan
reforzar el efecto protector inicial.
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El piruvato de etilo también es un atrapador de ra-
dicales libres y especies reactivas de oxigeno, que tie-
ne algunas propiedades que pueden compensar pro-
blemas y limitaciones del uso de la amifostina como
radioprotector (Figura 1). Un tnico estudio previo en
la literatura menciona que el piruvato de etilo protege
contra el efecto danino de las radiaciones ionizantes,
comportandose como un agente mitigante del efecto
letal de la misma cuando se lo administraba posterior-
mente a la irradiacion (16). Estos estudios estuvieron
limitados por su corta duracion. El piruvato de etilo
puede administrarse por distintas vias, tiene una muy
baja toxicidad, permitiendo su administracion repetida
durante periodos de tiempo mas largos en relaciéon con
la supervivencia que se busca determinar luego de una
exposicion a dosis importantes de radiacion ionizante.

Por otra parte, el piruvato de etilo mostré ser un pro-
tector eficaz para una variedad amplia de patologias y
particularmente beneficioso en el manejo de los mode-
los animales de sepsis y procesos inflamatorios (17-22).
Justamente, los procesos inflamatorios severos y danos
en las células de las criptas intestinales se observan pos-
teriormente a la exposicion a radiaciones ionizantes y
son muy relevantes en sus efectos letales (23).

Debido a su liposolubilidad y rapida absorcion, el
piruvato de etilo puede llegar a todos los tejidos facil-
mente y asi ejercer su accion protectora. Por ejemplo,
en modelos murinos del Mal de Parkinson actué como
neuroprotector (17-19).

En resumen, se consider6 relevante extender y pro-
fundizar los estudios vinculados con el uso conjunto de
amifostina y piruvato de etilo en situaciones de exposicion
aguda a radiaciones ionizantes. La combinacién de ambas
sustancias se considera provechosa incluso desconociendo
si el piruvato de etilo también protege a las células cance-
rosas en tanto que la amifostina no lo hace.

Materiales y Métodos

COMPUESTOS QUIMICOS

El piruvato de etilo (98%) se adquiri6 en Aldrich Co.
(St. Louis, EE.UU.). La amifostina grado USP (como
trihidrato, WR-2721) se adquirié en Sigma Co. (St
Louis, EE.UU.). Los otros compuestos usados fueron
de grado reactivo analitico.

ANIMALES, TRATAMIENTOS E IRRADIACION

En todos los experimentos se utilizaron ratas macho
o hembra de la cepa Sprague-Dawley (10 semanas de
vida, 250-290 g de peso) que se mantuvieron en un am-
biente controlado con un ciclo de 12 horas de luz-12
horas de oscuridad (de 6 a 18, luz); la temperatura fue
controlada en 23+2 °Cy la humedad relativa entre 45
y 65%. El procedimiento utilizado para el manejo y la
crianza de los animales sigui6 lo estipulado por la Admi-
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nistracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tec-
nologia Médica (24). El alimento y el agua estuvieron
siempre disponibles ad libitum.

La irradiacién de los animales (8 animales por gru-
po, cuerpo entero) se realizé con una maquina de ra-
yos X (Philips, modelo MG 420, 50/60 ciclos). Los si-
guientes parametros se utilizaron para la exposicion:
Potencia RX 400 Ky, intensidad 8 mA, distancia 30 cm,
tiempo de exposicion 98 segundos. Los animales se
expusieron de a dos por vez, alojados en una caja de
policarbonato de 17 cm x 28 cm con cubierta de fibra
de papel, centrada bajo la maquina. Con estos valores
de operacion, la dosis estimada fue de 2 Gy.

La amifostina se administré por la via intraperitoneal
media hora antes de la irradiacion, disuelta en solucién
fisiolégica, en una dosis de 50, 100 6 200 mg/kg. El
piruvato de etilo se administré por via intraperitoneal
una hora antes de la irradiacion, diluido en solucién
fisiologica, en una dosis de 50 mg/kg de peso. Para los
estudios de supervivencia, los animales recibieron ade-
mas piruvato de etilo como una solucién acuosa 0,3%
v/ven el agua de bebida durante un mes a partir del dia
de la irradiacion (22). La solucién se renovo diariamen-
te en los bebederos para reducir el riesgo de pérdida
por hidrolisis (19). Para cada estudio se realizaron los
grupos controles que correspondieran.

ENSAYO COMETA

El ensayo se llevo a cabo en la sangre venosa hepa-
rinizada de las ratas. Ratas machos o hembras Sprague
Dawley fueron tratadas como se indica en Métodos. El
ensayo de cometa alcalino (pH>13) (SCGE) fue realiza-
do siempre 1 hora después de la irradiaciéon, emplean-
dose 5 ratas por grupo, por duplicado para cada mues-
tra en 5 pL de la mezcla de sangre. La determinacion de
la viabilidad y el ensayo SCGE se llevaron a cabo esen-
cialmente de acuerdo con Tice et al, como se describe
a continuacion (25): La muestra de sangre se deposito
en agarosa de bajo punto de fusién (0,5% en PBS) y 75
pL se depositaron sobre portaobjetos que habian sido
cubiertos previamente con agarosa de punto de fusion
normal (0,5% en PBS). Después que la agarosa hubo so-
lidificado (4 °C por 10 min), se aplic6 una segunda capa
de agarosa de bajo punto de fusiéon de modo similar a la
primera. Los portaobjetos fueron sumergidos luego en
una solucion lisante (2,5 M NaCl, 100 mM Na,EDTA,
10 mM Tris-HCI, pH 10, que contenian 1% Triton X100
recién preparada y 10% DMSO) por al menos 1 hora a
4 °C y luego colocado en un aparato de electroforesis
horizontal que contenia buffer recién preparado (1 mM
Na,EDTA, 300 mM NaOH, pH>13). Después de 20 min
de pre-incubacién (para desenrollar el ADN), la elec-
troforesis se llevé a cabo por 20 min a un voltaje fijo de
25V (0,83 V/cm) y 300 mA, ajustado ya sea elevando o
bajando el nivel del buffer de electroforesis en la cuba.



Al final de la electroforesis, los portaobjetos se lavaron
dos veces con buffer de neutralizacion (0,4 M Tris-HCI,
pH 7,5), se secaron a temperatura ambiente y se fijaron
en etanol absoluto por 5 min. Los portaobjetos se tine-
ron con 40 pL de bromuro de etidio (20 pg/mL).

Deteccion de los cometas y analisis estadistico: Las
células se analizaron 24 horas después del tenido con
un microscopio de fluorescencia Eclipse E 400 (Nikon,
Japon) equipado con filtros de epifluorescenciay a una
magnificacion de 20x. La captacion de imdgenes se
realiz6 mediante un programa Nikon ACT-2U con una
camara DS 5M digital. Se uso6 el software CASP adqui-
rido desde http://www.casp.of.pl, para determinar la
longitud de la cola, intensidad de la cola y el momento
Olive de la cola (TL, TTy TM), todos parametros rela-
cionados con el grado de dano al ADN en cada célula
(26). Para cuantificar el dano al ADN, se analizaron un
total de 50 células por portaobjetos. La viabilidad de las
suspensiones celulares se evalu6é con una tinciéon dual
con diacetato de 5,6-carboxifluoresceina y bromuro de
etidio. La viabilidad celular después de los tratamientos
fue siempre mayor del 80%.

Los resultados de cada experimento fueron analiza-
dos usando el test de Varianza ANOVA de una via. Para
todos los analisis el criterio de significancia fue estable-
cido en p<0,05. Los calculos se realizaron usando un
software GraphPad (GraphPad Instat) (27).

ESTUDIOS SOBRE LOS PARAMETROS SANGUINEOS
EN LOS ANIMALES IRRADIADOS Y EL EFECTO DE LOS
TRATAMIENTOS RADIOPROTECTORES A 48 HORAS

Luego de 48 horas desde la irradiacion, muestras de
sangre venosa heparinizada se emplearon para el re-
cuento de leucocitos y eritrocitos, mediante el uso de
una camara de Neubauer. Ademas, se realizo el exten-
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dido para el recuento diferenciado de leucocitos, colo-
reado con May-Grunwald Giemsa.

ESTUDIOS DE SUPERVIVENCIA A LA IRRADIACION

Con el proposito de evaluar la eficacia radioprotecto-
ra general de los tratamientos, se registr6 la superviven-
ciayla variacion porcentual de peso durante los sesenta
dias posteriores a la irradiaciéon. Los grupos control,
sin irradiar o con los tratamientos solos, se registraron
simultaneamente (28). El efecto del piruvato de etilo
se ensay6 administrandolo solo o en combinacién con la
amifostina. La evaluacion estadistica del efecto radiopro-
tector mediante las curvas de supervivencia Kaplan-Meier
se realiz6 con el fest Log rank (Mantel-Cox), segtn el pro-
grama estadistico IBM SPSS Statistics version 19.

Resultados

EFECTO DEL PIRUVATO DE ETILO SOBRE
PARAMETROS DEL ENSAYO COMETA A UNA HORA
POST IRRADIACION EN SANGRE DE RATA.

Se midio el efecto del piruvato de etilo, solo o com-
binado con amifostina sobre la induccion de roturas en
las hebras del ADN en células individuales, usando el
ensayo Cometa alcalino, en sangre entera.

En las hembras se observo que la irradiacion con una
dosis de rayos X de 2 Gy condujo a un incremento sig-
nificativo de la presencia de imagenes de Cometa en la
sangre proveniente de las ratas a una hora. La diferen-
cia en todos los parametros determinados, longitud de
la cola, %ADN en la cola y el momento de la cola fue
muy significativa (Tabla I). El piruvato de etilo mostré
un efecto protector claramente significativo aunque
menor que el de la amifostina. El tratamiento combina-

Tabla |. Efecto del pre-tratamiento con piruvato de etilo o amifostina sobre el dafio inducido por la radiacion X (2 Gy, cuerpo
entero) en parametros del ensayo Cometa en sangre de rata hembra a una hora.

Parametros
Longitud cola (um)| ADN% cola Momento cola (unidades arbitrarias)
Control 3,09+0,27 0,17+0,015 0,019+0,0014
2 Gy 25,50+4,012 20,93+3,8? 5,33+0,932
2 Gy + PIR 14,02+3,31° 10,16+1,99° 3,02+0,40P
2 Gy + WR-2721 6,19+1,230d 4,99+1,09° 1,12+0,24°
2 Gy + WR-2721 + PIR 5,66+0,910¢d 4,20+0,720¢ 1,00+0,190¢

Las ratas hembras se trataron con amifostina (WR-2721) (100 mg/kg i.p. 30 minutos antes de la irradiacién), piruvato de etilo (PIR) (50 mg/kg
i.p. una hora antes de la irradiacién) o con ambas drogas y se extrajo sangre una hora posteriormente a la irradiacion. El ensayo Cometa se llevéd
a cabo segln se describe en Métodos. Control se refiere a la sangre de animales sin irradiar. Los datos son el promedio + DE.

@ p<0,001 cuando se compara con el grupo Control

b p<0,001 cuando se compara con el grupo “2 Gy”

¢ p>0,05 cuando se compara con el grupo “2 Gy + WR-2721"
d p<0,001 cuando se compara con Control

En los animales tratados con PIR o WR-2721 pero sin irradiar los valores no difirieron significativamente de los del Control. Para PIR:
Longitud cola=3,32+0,50; ADN% cola=0,35+0,45; momento cola=0,033+0,0050. Para WR-2721: Longitud cola=3,40+0,43; ADN%

cola=0,30+0,037; momento cola=0,028+0,0045.
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do de ambas sustancias mantuvo el efecto protector de
esta droga. De todos modos, en ningun caso se lleg6 a
recuperar los valores del Control.

En los animales macho se observé un comporta-
miento similar al de las hembras frente a la dosis de ra-
yos X, asi como hacia los tratamientos radioprotectores
(Tabla II).

El tratamiento de los animales no irradiados con
piruvato de etilo, amifostina o con la combinacién de
ambos no condujo a incrementos de los parametros del
ensayo Cometa.

EFECTO DE LA IRRADIACION Y DE LOS
TRATAMIENTOS RADIOPROTECTORES SOBRE LOS
PARAMETROS HEMATOLOGICOS A 48 HORAS.

La irradiacion de los animales no produjo el mismo
efecto en ambos sexos. En los machos, los eritrocitos dis-
minuyeron marcadamente, no asi en las ratas hembras,
aunque si significativamente (Tablas III y IV). Los trata-
mientos ensayados pudieron revertir este efecto con dis-
tinta eficacia. En particular, la accién radioprotectora de
la amifostina junto con el piruvato de etilo logroé restable-
cer los niveles eritrocitarios normales (29). En las ratas
hembras, si bien la radiacién X no provocé una disminu-
cion de los eritrocitos tan marcada como en los machos, si
pudo observarse un descenso por el tratamiento con ami-
fostina, efecto que no provocé el piruvato de etilo per
se'y que fue revertido al combinarlo con la amifostina
(Tabla III). Por su parte, en los animales no irradiados, se
observo que la amifostina provoc6 una disminucion signi-
ficativa de los eritrocitos en ambos sexos. El piruvato solo
tuvo este efecto en las hembras.

En el caso de los leucocitos de las ratas de ambos
sexos, la radiacion produjo una disminucion severa en

el numero total y una alteraciéon marcada en la férmula
relativa, que ninguno de los tratamientos pudo corregir.
En el caso de las hembras no irradiadas, la amifostina
provocé una disminucién en el ndmero de leucocitos.

EFECTO DE LA IRRADIACION Y DE LOS
TRATAMIENTOS RADIOPROTECTORES SOBRE LA
SUPERVIVENCIA DE LOS ANIMALES.

Se evalu6 la supervivencia de los animales durante un
periodo de 60 dias luego de la irradiacion y de los trata-
mientos ensayados por su potencial radioprotector. Los re-
sultados obtenidos muestran que en ambos sexos, una do-
sis de rayos X de 2 Gy reduce severamente la supervivencia
(Figura 2) (Figura 3). La amifostina resulté un radiopro-
tector efectivo, aunque con un efecto que dependié mar-
cadamente de la dosis empleada (Figura 2, Ay B). Por su
parte, el piruvato de etilo mostré un efecto radioprotector
mas importante en las hembras, donde la diferencia de
supervivencia con el grupo irradiado sin tratamiento fue
significativa solamente cuando se lo administré6 como co-
adyuvante de la amifostina (Figura 3 A). Esta proteccion
no se observo en los machos (Figura 3 B).

La irradiacion con 2 Gy provocé una alteraciéon en
la curva de crecimiento de los animales sobrevivientes
en ambos sexos, siendo el efecto mas marcado en los
machos que en las hembras (Figura 4 Ay B). Los trata-
mientos ensayados como radioprotectores no lograron
modificar este comportamiento de manera significati-
va, excepto en el caso de los machos tratados con la
mezcla de amifostina y piruvato de etilo, donde se logré
una recuperacion importante (Figura 4 B). Los trata-
mientos por si mismos tuvieron solo un efecto menor
sobre la curva de crecimiento en las hembras, no asi en
los machos (Figura 4 Cy D).

Tabla Il. Efecto del pre-tratamiento con piruvato de etilo o amifostina sobre el dafio inducido por la radiacion X
(2 Gy, cuerpo entero) en parametros del ensayo Cometa en sangre de rata macho a una hora.

Parametros
Longitud cola (um) ADN% en cola Momento cola (unidades arbitrarias)
Control 3,11+0,25 0,20+0,013 0,026+0,0019
2 Gy 23,40+3,012 19,10+2,0372 3,99+0,422
2 Gy +PIR 13,99+2,98° 10,05+1,99° 2,41+0,25°
2 Gy + WR-2721 5,47+1,14b4 4,12+0,86° 0,89+0,19°
2 Gy + WR-2721 + PIR 4,65+0,860¢d 3,60+0,700¢ 0,70+0,14b¢

Las ratas machos se trataron con amifostina (WR-2721) (100 mg/kg i.p. 30 minutos antes de la irradiacién), piruvato de etilo (PIR) (50 mg/kg i.p.
una hora antes de la irradiacién) o con ambas drogas y se extrajo sangre una hora posteriormente a la irradiacién. El ensayo Cometa se Ilevd a
cabo segun se describe en Métodos. Control se refiere a la sangre de animales sin irradiar. Los datos son el promedio + DE.

@ p<0,001 cuando se compara con el grupo Control

b p<0,001 cuando se compara con el grupo “2 Gy”

¢ p>0,05 cuando se compara con el grupo “2Gy + WR-2721"
d p<0,01 cuando se compara con Control

En los animales tratados con PIR o WR-2721 pero sin irradiar los valores no difirieron significativamente de los del Control. Para PIR:
Longitud cola=2,90+0,39; ADN% cola=0,25+0,029; momento cola=0,029+0,0041. Para WR-2721: Longitud cola=3,08+0,43; ADN%

cola=0,30+0,037; momento cola=0,035+0,0045.
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Tabla Ill. Efecto de la irradiacion con rayos X y de los tratamientos radioprotectores sobre parametros hematolégicos
de ratas hembras a 48 horas.
Eritrocitos Leucocitos Férmula leucocitaria relativa
(x10° células/mm?) | (x10° células/mm®) | osingfilos | Basofilos | Neutrdfilos Linfocitos | Monocitos
Contro 6,8+03 12,5:1,3 <o,ij/;,2) (o,ij/;,m (2,5%?4,0) (81,829—?5,7) (o,;/;,e)
2 Gy 4,8+0,3° 2,120,6 (0—31770,5) (1,12—0/;,5) (55,?)%?4,1) (10,221—?8,4) (0}35)
2Gy+PR 57¢1,5° 1,9:0,7° (O?;A,)l) (Oi)f,)O) (37,732—2)7,7) (12,231—?6,0) (oi%)
2 Gy + Wh-2721 3,8+0,5° 1,10,4° (0?3) (oic‘;/f& (46,67{?3,3) (1 1,277_?3,3) (2,3%,3)
2Gy+WR-2721 + PIR| 511,30 1,4+0,3 (oi/fe) (OEZTS) (38,6913"0’0) (10%??&0) (O‘_‘;’m
FIR 4,7+0,5° 124122 (O?Z,il:fﬂ (0,11—0/;,0) (4,;5—0/;,9) (91,923::?4,1) (O??f:)/?S)
WReerel 014 /804 (oi%,,n (gigc,yg) (1,%,3) (8835;/;9,0) (gﬁ

Los animales fueron irradiados y tratados seglin se detalla en Métodos. Se emplearon muestras de sangre venosa heparinizada para el recuento de leucocitos y
eritrocitos, mediante el uso de una cdmara de Neubauer.
2 p<0,001 comparado con Control
b p>0,05 comparado con 2 Gy
¢ p<0,05 comparado con 2 Gy
d p>0,05 comparado con 2 Gy + WR-2721
¢ p>0,05 comparado con 2 Gy + PIR

Tabla IV. Efecto de la irradiacion con rayos X y de los tratamientos radioprotectores sobre parametros hematoldgicos
de ratas machos a 48 horas.

Eritrocitos Leucocitos Férmula leucocitaria relativa

(x10° células/mm?) | (x10° células/mm®) | osingfilos | Baséfilos | Neutrdfilos Linfocitos | Monocitos
Control 5403 11,7+L1 (o,;j/;,z) (o,éj/;,z) (5,3??0,8) (85,86%2,9) (0,:/;,6)

2 Gy 1,9+0.4° 2,120,5 (of:f,)& (0—41?5,6) (202&3—‘:’1,0) (9,5—65;,5) (0—?30,/033)
2 Gy +PIR 3,5¢1,3° 1.7+0,48 (0—360,/2)6) (oi:f 1) (6228—?4,6) (15,223:?2,3) (2,§j/2,6)

2 Gy + WR-2721 4,3+0,9° 1,5+0,2b (ozfz) 0% (3021_(’9”’2,9) - 2-5;/;,3) (Of:’g)

2 Gy + WR-2721 + PIR 5,1+1,3cdef 1,4+0,3bd (04_1374) (0136) (21,673:?3,3) (18,:23(3?1,7) (Oi:f3)
PIR 44211 10.20,9" (85)‘,)/;) (0,91j/;,5) (2,35j/;,5) (88,963-?6,3) (0,51-0/;,1)
WR-2721 2,3:0,6° 10118 (0?2,?(?8) (o?éfg,s) (4,59-?3,5) (8329—?4,5) (o,ﬁ,@

Los animales fueron irradiados y tratados segln se detalla en Métodos. Se emplearon muestras de sangre venosa heparinizada para el recuento de leucocitos y
eritrocitos, mediante el uso de una cdmara de Neubauer.
a p<0,01 comparado con Control
b p<0,05 comparado con 2 Gy
¢ p<0,01 comparado con 2 Gy
d p>0,05 comparado con 2 Gy + PIR
¢ p>0,05 comparado con 2 Gy + WR-2721
f p>0,05 comparado con Control
€ p>0,05 comparado con 2 Gy
h p<0,05 comparado con Control
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Figura 2. Evaluacion de supervivencia a la irradiacion con rayos X a una dosis de 2 Gy y el efecto radioprotector de la amifostina (WR-2721).

Curvas de supervivencia de Kaplan Meier. A) Hembras. B) Machos. Grupos: Control (no irradiado); 2 Gy (irradiado solamente); 2 Gy +

WR-2721 (50) (irradiacion y tratamiento con amifostina 50 mg/kg); 2 Gy + WR-2721 (100) (irradiacién y tratamiento con amifostina

100 mg/kg); 2 Gy + WR-2721 (200) (irradiacion y tratamiento con amifostina 200 mg/kg). La evaluacion estadistica del efecto radiopro-

tector para cada dosis se realizo mediante el test Log rank (Mantel-Cox). En los animales de ambos sexos no irradiados, los tratamientos
per se no produjeron mortalidad en el plazo de 60 dias (100% supervivencia).

A B
100 | 1007~
. 80 P<0,05 o 80
b3 ! =
=2 ¥ ]
2 p>0,05 e
2 60~ S s0-
< c
[ ]
o Q
= =
2 40 p>0,05 P p>0,05
*I pP>0,05
20- 1 20— |
e Control *2Gy -+ 2Gy+ WR-2721 s Control ¢ 2Gy o 2Gy+WR-2721
0 2Gy+PIR ¢2Gy+PIR+WR-2721 0 2Gy+PIR +2Gy+PIR+WR-2721
T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60

Dias post-irradiacion Dias post-irradiacién

Figura 3. Evaluacion de la supervivencia a la irradiacién con rayos X a una dosis de 2 Gy y el efecto protector del piruvato de etilo (PIR).

Curvas de supervivencia de Kaplan Meier. A) Hembras. B) Machos. Grupos: Control (no irradiado); 2 Gy (irradiado solamente); 2 Gy +

WR-2721 (irradiacion y tratamiento con amifostina 100 mg/kg); 2 Gy + PIR (irradiacién y tratamiento con piruvato de etilo, segun se

describe en Métodos); 2 Gy + PIR + WR-2721 (irradiacidn y tratamiento con amifostina y piruvato de etilo, segtin se describe en Métodos).

La evaluacion estadistica del efecto radioprotector se realizé mediante el test Log rank (Mantel-Cox). En los animales de ambos sexos no
irradiados, los tratamientos per se no produjeron mortalidad en el plazo de 60 dias (100% supervivencia).
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Figura 4. Evolucién del peso corporal relativo para los animales irradiados y el efecto radioprotector de los tratamientos con piruvato de
etilo o amifostina. A) Hembras: Efecto del tratamiento con PIR, WR-2721 o PIR + WR-2721 en animales irradiados. B) Machos: Efecto del
tratamiento con PIR, WR-2721 o PIR + WR-2721 en animales irradiados. C) Hembras: Efecto del tratamiento con PIR, WR-2721 o PIR +
WR-2721 en animales no irradiados. D) Machos: Efecto del tratamiento con PIR, WR-2721 o PIR + WR-2721 en animales no irradiados.

Discusion y Conclusiones

Para estudiar los efectos protectores potenciales de
ambos compuestos sobre los danos tempranos de las ra-
diaciones ionizantes, se realizaron determinaciones de
alteraciones en ADN de leucocitos a una hora de la irra-

diacién de los animales. El ensayo Cometa permite es-
tablecer si ha ocurrido un proceso de hidroxilacion en
las bases del ADN. Ambas sustancias, la amifostina y el
piruvato de etilo, mostraron un efecto protector signi-
ficativo sobre este tipo de dano. No obstante, la accion
de la amifostina fue mds importante que la del piruvato
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aunque no lograra revertir completamente el efecto de
las radiaciones (Tabla I) (Tabla II) (30). Estos ensayos
iniciales sugieren alternativas factibles para mejorar el
efecto protector, aumentando las dosis. En el caso de
la amifostina, sin embargo, no seria deseable hacerlo
ya que podria provocar un incremento en sus efectos
adversos. El piruvato de etilo, por su baja toxicidad, no
presentaria este riesgo a dosis mayores (18)(19)(22).
Incluso, su rapida absorcién permitiria la administra-
cion oral, que no se ensayo en estos experimentos pues-
to que el objetivo era probar a ambos compuestos en
igualdad de condiciones en cuanto a su administracion,
frente a un dano tan rapido como el que provoca la
radiacion ionizante sobre el ADN de los leucocitos (31).

Los resultados de las Tablas III y IV muestran los efec-
tos perjudiciales que tienen las radiaciones ionizantes
durante la exposiciéon de cuerpo entero a 2 Gy sobre los
componentes centrales de la sangre, los eritrocitos y los
leucocitos. No solamente los valores totales de ambos
resultaron alterados significativamente, sino que tam-
bién se observaron alteraciones muy importantes en la
formula leucocitaria relativa. Se verificaron caidas dras-
ticas en la proporcion de linfocitos acompanadas de un
aumento significativo de los neutroéfilos, eosinoéfilos, ba-
s6filos y monocitos. Estos resultados son los esperables
para una exposicion humana a dosis entre 1y 8 Gy, y
vinculados con el sindrome hematopoyético (32). Estos
estudios iniciales de radioproteccién intentan desarro-
llar tratamientos que disminuyan o impidan los danos
observados, a pesar que en la experiencia en seres hu-
manos para dosis entre 1y 6 Gy el pronéstico de recupe-
raciéon es bueno (32). La recuperacion del numero de
eritrocitos por el empleo de la amifostina combinada
con el piruvato de etilo fue particularmente adecuada y
comparable con los valores de los controles. Este trata-
miento conjunto sugiere que el piruvato protege contra
efectos adversos que tiene la amifostina sobre los eritro-
citos. Es interesante mencionar que estudios previos de
Giannopoulou y Papadimitriou sugirieron, en estudios
empleando WR-2721, que este compuesto aumentaba
la proliferacion de células endoteliales humanas y que
ese efecto era revertido por el piruvato de sodio (33).
Mas atn, sugirié que ello podria deberse a que el WR-
2721 actuaba sobre esas células produciendo perdxido de
hidrégeno o NO, dado que el piruvato de sodio es capaz
de reaccionar con ambos (33) (34). Los resultados presen-
tes indicarian que esa hipétesis también puede explicar el
efecto beneficioso del tratamiento conjunto de amifosti-
na con piruvato de etilo, comparando con el tratamien-
to con amifostina sola. La producciéon de H,O, y NO
danaria a los eritrocitos por hemdlisis, y el piruvato de
etilo los protegeria al atrapar eficientemente estas mo-
léculas reactivas (ver reacciones en la Figura 5).

Los tratamientos con amifostina, con piruvato de etilo
o con la mezcla de ambos no fueron capaces de impe-
dir la disminucién que las radiaciones produjeron sobre

Acta Bioquim Clin Latinoam 2016; 50 (4): 733-44

el namero total de leucocitos (Tabla IIT) (Tabla IV). En
cambio, si produjeron diferencias importantes en la for-
mula leucocitaria relativa. El significado biolégico de es-
tos efectos no estd claro con los experimentos realizados.

Un aspecto central de este trabajo fue estudiar el im-
pacto de los tratamientos con potencial radioprotector so-
bre la salud del animal, particularmente la supervivencia
y la variacion porcentual del peso frente a la irradiacion.
Se evaluaron los efectos de la radiacion X a 2 Gy sobre la
supervivencia por 60 dias y también los de los tratamientos
protectores, en ambos sexos. Puesto que el objetivo gene-
ral de estos estudios esta dirigido a intentar disminuir los
riesgos derivados de los efectos adversos de la amifostina,
se considero relevante ensayar el efecto preventivo de una
dosis inicial de esta sustancia y continuar el tratamiento
con otro compuesto poco toxico como el piruvato de eti-
lo, con una potencial accién mitigante y que pudiera ad-
ministrarse por via oral continuamente durante un tiem-
po considerable. Fue asi que, durante un mes posterior a
la irradiacion y la aplicacion de la dosis de amifostina, se
administré piruvato de etilo en el agua de bebida como
una solucion al 0,3%. En primer lugar, se ensayaron tres
dosis distintas de amifostina para evaluar la eficiencia ra-
dioprotectora en funcién de la dosis administrada y elegir
entonces una dosis que pudiera combinarse con el piru-
vato de etilo para evaluar su eficacia. Como se muestra

Radiacién ionizante (rayos X'y y)

\4
€4q, H-, HO-, Hy, Hy0,, H0 ™

\ 4
ROS + RNS

Efectos directos no enzimaticos:

piruvato + H,0, p acetato + CO, + H,0

piruvato + ONOO" — 3 acetato + CO, + NO,

Efectos indirectos:

e Aumenta la producciéon de NADPH, manteniendo asi al
glutation en su forma reducida.

e Provee sustratos que conducen a una mayor sintesis de
ATP, por el Ciclo de Krebs.

¢ Inhibe la liberacion sistémica de citoquinas (por ejemplo,
TNF-a).

e |nhibe la expresion de proteinas pro-apoptéticas.

Figura 5. Efectos protectores directos e indirectos del piruvato
de etilo.



en la Figura 2, la accion radioprotectora de la amifostina
depende marcadamente de la dosis que se emplee. Es asi
que con la dosis mayor (200 mg/kg) el 90% de los ani-
males de ambos sexos irradiados sobrevivieron hasta los
60 dias del ensayo y las muertes sucedieron en el plazo
del primer mes. Con las otras dos dosis ensayadas (100 y
50 mg/kg) la mortalidad se increment6 sustancialmente,
sobreviviendo solo un 25% de los animales a los 60 dias
post irradiacion. Se anticip6 el inicio de las muertes, que
ocurrieron desde los 3 dias. Los animales restantes sobre-
vivieron los dos meses del ensayo. Con la dosis mas baja
de amifostina (50 mg/kg) la mortalidad en los machos
tratados aumento drasticamente y a tiempos mas tempra-
nos que los observados para la dosis mas alta. Solamente
sobrevivi6 el 35% de los machos a los 10 dias (Figura 2 B).
Al finalizar el estudio habia sobrevivido el 25%. En el caso
de las hembras los resultados fueron cualitativa y cuantita-
tivamente diferentes en lo que concierne al inicio y magni-
tud de la mortalidad. En contraste con lo observado para
los machos, el efecto radioprotector de la amifostina fue
mayor en las hembras, aunque sin significancia estadistica
respecto del grupo irradiado sin tratamiento (Figura 2 A).

Como consecuencia de esta evaluacion se decidio em-
plear la dosis intermedia de amifostina de 100 mg/kg
para continuar con los estudios sobre el efecto coadyu-
vante y mitigante del piruvato de etilo por via oral en
ambos sexos.

Si bien los tratamientos con piruvato de etilo o con
amifostina (100 mg/kg) no lograron mejorar significa-
tivamente la supervivencia en ninguno de los sexos, en
el caso de las hembras, el tratamiento combinado de
piruvato de etilo con amifostina produjo una recupera-
cion estadisticamente significativa (Figura 3 A).

También se consider6 importante estudiar el com-
portamiento de los tratamientos sobre la variaciéon de
peso de los animales de ambos sexos por posibles inte-
racciones adversas o favorables, teniendo en cuenta que
las mismas radiaciones ionizantes afectan severamente
el crecimiento. Los resultados obtenidos para los ani-
males no irradiados que recibieron los tratamientos se
muestran en la Figura 4. En las hembras ninguno de los
tratamientos ensayados produjo un cambio significativo
en la evolucion del peso en el periodo de dos meses.
La administracion de estos mismos tratamientos en los
machos no irradiados tampoco alter6 la curva de varia-
cion de peso.

La irradiacién con 2 Gy afect6 severamente el creci-
miento, tanto de hembras como de machos, aunque el
efecto fue mads significativo en los dltimos (Figura 4 Ay
B). En los 20 dias posteriores a la irradiacion se obser-
v6 una pérdida de peso en los sobrevivientes de ambos
sexos, lo cual es coherente con la mortalidad que se ve-
rifica en esos dias.

Los tratamientos en los animales irradiados produ-
jeron un comportamiento diferente entre los sexos
(Figura 4 Ay B). En las hembras, los tratamientos no
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lograron restituir los valores de crecimiento desde la
disminucién provocada por la radiacion X, aunque su-
gieren una tendencia a mejorar a partir de los 40 dias
aproximadamente (Figura 4 A). En los machos, el trata-
miento con WR-2721 o con piruvato de etilo no mejoré
significativamente la caida en la curva de crecimiento
debida a la accion de la radiacion ionizante. Sin embar-
go, el tratamiento combinado de ambas drogas logré
incrementar la variacion relativa de peso casi hasta los
niveles del control.

El analisis conjunto de los resultados de los efectos
de los tratamientos ensayados sobre la supervivencia
respecto de los efectos sobre la variacion relativa de
peso, sugiere que ambos se deben a factores no relacio-
nados entre si o aun inversamente relacionados.

Independientemente de la eficacia de cada compuesto
para prevenir o mitigar los efectos daninos agudos de las
radiaciones ionizantes parece claro que dificilmente una
sola sustancia pueda lograrlo y sea mas conveniente en-
tonces el empleo de féormulas cuyos componentes aporten
propiedades que sean cooperativas o complementarias
(35-37). Esto no solamente permite abordar el problema
desde distintos aspectos de la patologia, sino que en la
practica puede significar una disminucion en la dosis de
cada uno, si es que poseen alguna toxicidad.
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