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----Resumen

Antecedentes: numerosos estudios han analizado la capacidad antioxidante de los ardndanos.
Considerando la citotoxicidad de las radiaciones ionizantes, mediada por radicales libres, es impe-
rativo el analisis de fitocompuestos con efecto mitigante potencial. Objetivo: evaluar las propieda-
des radio-protectoras de de los ardndanos, en relacion con el dafio genético inducido por rayos X.
Materiales y métodos: el disefio experimental tuvo dos etapas: primero se ejecuto ensayo in vitro
con diez muestras de sangre periférica de mujeres jovenes no fumadoras. Cada muestra fue anali-
zada mediante Ensayo Cometa en el siguiente grupo de tratamientos: control negativo, tratamiento
con aréndanos (0,232 mG/mL), irradiacion con 4 Gy y tratamiento simultdneo arandanosfirradia-
cion. Se contabilizaron 800 células/individuo, 200 por tratamiento, considerando su repeticion.
Posteriormente, se realizd ensayo in vivo con sangre periférica de dos muijeres, de condiciones
similares a las anteriores, sometidas al consumo de extracto seco de arandanos durante 15 dias
consecutivos. El muestreo se realiz6 antes y después del tratamiento y se implementé el Cometa
analizando 800 células/individuo, correspondientes al control negativo e irradiacion con 4 Gy. Re-
sultados: en ambas etapas, el tratamiento con ardndanos demostré una reduccion significativa
(p<0,01) del dafio gendmico referido a las muestras irradiadas. Conclusiones: la suplementacion
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Arandanos como radioprotectores

dietaria con ardndanos podria disminuir los efectos secundarios de la radioterapia, optimizando la calidad de vida del
paciente oncoldgico.

Palabras clave: arandanos, Vaccinium corymbosum L., radiacion ionizante, rayos X-efectos adversos, agentes pro-
tectores, ensayo cometa.

Evaluation of blueberries as potential radioprotectors

Abstract

Introduction: Numerous studies have analyzed the antioxidant capacity of blueberries. Considering the ionizing
radiation cytotoxicity mediated by free radicals is imperative phytocompounds analysis with potential mitigating ef-
fect. Objective: To evaluate radio-protective properties of this fruit in relation to genetic damage induced by x-rays.
Materials and methods: Experimental design had two stages. First an in vitro assay using 10 samples of peripheral
blood of young and nonsmokers female. Each sample was analyzed by comet assay in the next set of treatments:
negative control, treatment with blueberries (0,232 mG / mL), irradiation 4Gy and simultaneous blueberry/ irradiation
treatment. Were counted 800 cells/individual, 200 per treatment, considering its repetition. Subsequently, an in vivo
assay with peripheral blood of two women, of similar conditions and subject to the consumption of dried extract of
blueberries for 15 consecutive days was performed. Sampling was performed before and after treatment and Comet
was implemented by analyzing 800 cells / individual, corresponding to the negative control and irradiation with 4 Gy.
Results: In both stages, treatment with blueberries showed a significant reduction (p <0.01) of genomic damage rela-
tive to irradiated samples. Conclusions: Dietary supplementation with blueberries may decrease the side effects of
radiation therapy, optimizing the quality of life of cancer patients.

Key words: blueberry plant, Vaccinium corymbosum L., radiation, antioxidants, protective agents, Xrays- adverse
effects, comet assay.

INTRODUCCION o ciertas conductas, tales como: indice de masa

corporal elevado, ingesta reducida de frutas y ver-
En los ultimos afos se han logrado importantes  §yras, falta de actividad fisica, consumo de tabaco
avances en el ambito de la oncologia y sus tera- v alcohol (1-2). Considerando la calidad de estos
pias alternativas. Sin embargo, segln la Organi-  factores, se entiende su alto impacto en canceres
zacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer sigue  asociados al tracto digestivo, como higado, esto-
siendo una de las principales causas de muerte en mago, colon, asi como la gran importancia en la
el mundo. Durante el 2012 las personas que mu-  jdentificacion de productos naturales, preventivos
rieron por esta enfermedad ascienden a 8,2 millo- o terapéuticos, para la disminucion del riesgo, in-

nes y se proyecta un aumento significativo de los cidencia y manejo de la enfermedad.
casos anuales para las proximas dos décadas (1).

Cerca del 30% de estas defunciones se relacio- En la actualidad, se asume cada vez mas la
nan a factores de riesgo relacionados con la dieta idea del efecto protector del consumo de fru-
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tos ricos en compuestos bioactivos para la salud
y se han identificado componentes con un gran
potencial en la prevencion de determinados des-
drdenes. Bajo este contexto, la composicion y ca-
pacidad antioxidante de los arandanos, respaldan
su papel en la reduccion de la inflamacién y del
estrés oxidativo, procesos altamente vinculados
no solo al desarrollo del cancer, sino también a las
consecuencias de las terapias asociadas al mis-
mo. De esta manera, tanto este fruto, como sus
compuestos en formulaciones farmacoldgicas, se
han ido incorporando en la dieta a través de dife-
rentes suplementos dietarios (3-6).

La caracterizacion bioquimica de los arandanos
evidencia una amplia variedad de fenoles, particu-
larmente antocianinas, responsables de su color y
alas que se les atribuye la capacidad antioxidante,
debido a que son excelentes portadores de elec-
trones o hidrogeno (7). Son el grupo méas impor-
tante de pigmentos solubles en agua (8) y corres-
ponden a la familia de los flavonoides, metabolitos
secundarios de los vegetales. Desde el punto de
vista celular las antocianinas son hidrofilicas y, por
ende, capaces de atravesar la membrana plasma-
tica por difusion pasiva (9). Son blancos atractivos
como compuestos dietéticos, con buen impac-
to funcional, tanto a nivel tisular como orgénico.
Asi, un nimero limitado de estudios in vitro e in
vivo han proporcionado evidencia que apoya a los
arandanos como agentes quimiopreventivos para
una amplia variedad de canceres (10-15).

Si bien estos compuestos presentan un potencial
antioxidante, determinado en sistemas libres de
celulas y en cultivos celulares (9), dirigidos hacia
la reduccion del proceso carcinogénico, el prop6-
sito del presente estudio fue destacar su eventual
funcidén como radioprotectores, dado que los me-
canismos indirectos de la radiacién ionizante se
constituyen prioritariamente mediante la accion de
radicales libres. Estas especies producen dafio
en diferentes niveles celulares, atacando cons-

tituyentes de la membrana plasmatica (lipidos y
proteinas) e induciendo lesiones en el ADN.

Se considera oportuno evaluar la capacidad de
neutralizacion de especies reactivas genotoxicas
que podrian presentar diferentes fitoquimicos, en
tanto hay pocos estudios en humanos en los que
se hayan investigado los efectos de arandanos
en la prevencion del dafio oxidativo al ADN (2).
Consecuentemente, el objetivo de este trabajo fue
evaluar su rol radioprotector en linfocitos periféri-
cos humanos, irradiados con dosis terapéuticas
de rayos X, por medio del ensayo de electroforesis
en células aisladas o Ensayo Cometa.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo fue llevado a cabo en dos etapas:

Disefio in vitro. Este fue realizado en diez indivi-
duos, respetando los siguientes criterios de inclu-
sidn: sexo femenino, rango etario de 22 a 35 afios
de edad, no fumadoras y potencialmente sanas. La
edad promedio del grupo fue de 27,7 afios y todos
los individuos presentaron condicion de normo-nutri-
cion, evaluada mediante el indice de masa corporal
(IMC), cuyo valor medio fue de 22,8 kg/m?. A cada
persona se le extrajeron 5 mL de sangre periférica
en tubos heparinizados. De manera inmediata se
procedio al fraccionamiento de la muestra en 4 tu-
bos eppendorff: Control (1000 pL), tratamiento con
arandanos (800 pL), irradiacién con 4 Gy (1000 pL)
y finalmente tratamiento simultaneo de arandanos
con irradiacién (800 pl). Respetando este disefio,
se procedié a afadir la solucion de arandanos en
los tubos respectivos (200 pL a cada uno). Este tra-
tamiento se llevé a cabo a 37 °C durante dos horas
en estufa gaseada.

Preparacion de la solucion de trabajo

La solucion de trabajo fue obtenida a partir de cap-
sulas de extracto seco de arandano, fruto de Va-
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ccinium macrocarpon (1.U.400, Laboratorio Fort-
benton, Buenos Aires, Argentina). Se disolvieron
0,058 g de la droga en agua, alcanzando un volu-
men final de 50 mL. Los célculos de concentracion
final se remitieron a datos bibliograficos consulta-
dos (16). 200 uL de esta solucién fueron adicio-
nados a los tubos respectivos alcanzando una
concentracion final de 0,032 mg/mL. La solucion
se filtr6 en campana de flujo laminar, trabajando
con material estéril.

Tratamiento radiante

El procedimiento de irradiacion fue realizado uti-
lizando un acelerador lineal Varian Clinac® de
energia nominal de 4 MV. Las muestras corres-
pondientes fueron dispuestas en un soporte e
incluidas dentro de un fantoma con agua. Se im-
parti6 una dosis de 4 Gy de fotones en isocentro,
utilizando un tamafio de campo 10 X.

Ensayo cometa

De manera inmediata al tratamiento y simultanea
en todos los grupos de tratamiento se implementd
la version alcalina del Ensayo Cometa, con el obje-
tivo de determinar el grado del dafio mutagénico a
nivel citomolecular en linfocitos de sangre periféri-
ca. Esta version permite detectar rupturas radioin-
ducidas en el ADN, tanto de doble como de simple
hebra. Su sensibilidad y especificidad la posicionan
preferencialmente como ensayo de genotoxicidad
(17). La electroforesis fue realizada a 4 °C, 25 V
y 250 mA durante 20 minutos. Los cometas fue-
ron analizados a 400 X utilizando un microscopio

de fluorescencia Olympus BX40® (Shinjuku, Tokio,
Japdn) equipado con filtros de excitacion de 515-
560 nm. La determinacién del grado de dafio fue
realizada de acuerdo con la extension de la cola del
cometa en cinco categorias: desde 0 (cola no visi-
ble) a 4 (cola con méxima expresion del dafio) (Fi-
gura 1). Elnivel de dafio fue categorizado como leve
(cometas de grado 1y 2) y severo (cometas de gra-
do 3, 4 y apoptoéticos) (Figura 1). El dafio genético
fue medido de acuerdo con el parametro especifico
de la técnica indice de Dafio (ID), calculado como:
ID="¥ P,,xGD, en el cual GD es el grado de dafio
(desde 0 a 4) medido de acuerdo con la Figura 1
y P es el porcentaje de células que muestran ese
dafio. Para 100 células este parametro varia entre
0 a 400 unidades arbitrarias (18).

Por cada tratamiento se realizé una entrada y dos
repeticiones, resueltas en tres corridas electrofo-
réticas independientes. Se evaluaron 200 linfoci-
tos por tratamiento, por individuo.

Disefio in vivo. En esta segunda instancia, se
consideraron investigaciones recientes que men-
cionan que los hallazgos en cultivos celulares son
dificiles de extrapolar a condiciones in vivo e indi-
can la necesidad de confirmar estos hallazgos en
estudios en animales o clinicos (2). De esta mane-
ra, se desarrollo un disefio de tratamiento in vivo
en dos individuos del mismo sexo, edad (28 afios,
similar a la media del estudio in vitro), habitos
alimenticios, estatus socio-econémico y sin taba-
quismo ni historia genotdxica previa. Los mismos
se sometieron de manera simultanea al consumo

Grado 0 Grado 1 Grado 2

Grado 3

Grado 4 Apoptosis

Figura 1. Escala visual de asignacién de grado de dafio a los cometas. Aumento: 400 X
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de cépsulas de extracto seco de ardndano de 400
mg (utilizadas en la primera etapa) durante 15
dias consecutivos y respetando el mismo horario
(una toma diaria) y ritmo circadiano. La toma de
muestras (5 mL de sangre periférica) se efectud
al inicio y final del tratamiento. Se implementé el
Ensayo Cometa, de la manera antes descrita, y se
analizaron 800 linfocitos por individuo correspon-
dientes al control negativo y al tratamiento radian-
te con 4 Gy en las dos instancias analizadas. El
numero de linfocitos analizados incluye el grupo
de tratamiento y su réplica correspondiente.

Analisis estadistico

Para ambas etapas los datos obtenidos fueron
promediados y evaluados a través del Test de X2,
mediante Excel (Microsoft Office), considerando un
grado de libertad y un nivel de significancia de 0,01.

Consideraciones éticas

El disefo experimental fue realizado luego de obte-
ner el consentimiento informado de manera oral y
escrita de cada uno de los participantes, cumplien-

do el principio basico de respeto por el individuo de
la Declaracion de Helsinki (articulo 8), y de acuerdo
con los articulos 20, 21y 22 del mismo documento.

RESULTADOS

Primera etapa. Disefio in vitro

El tratamiento radiante realizado en estas condi-
ciones induce principalmente lesiones de grado
severo. Por otra parte, el tratamiento solo con
arandanos no presenta diferencias significativas
con respecto a los controles negativos, descartan-
do asi su participacion en la induccién de lesio-
nes en el tratamiento combinado. Considerando
la cantidad de células dafadas, se observa que
el efecto genotoxico de la radiacion presenta una
disminucién significativa respecto a la incorpora-
cion de arandanos (y?= 45,3; p<0,001). En rela-
cion, el ID (Figura 2) indica que el dafio se reduce
notablemente para las muestras irradiadas con
tratamiento de arandanos. La relacion del dafio
entre las muestras irradiadas y las irradiadas con
solucion de arandanos es 1,9.

m INDICE DE DANO (ID)
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PUNTOS EVALUADOS

Figura 2. Dafio genotéxico evaluado a través del parametro. indice de dafio (ID) en linfocitos de sangre periférica,
segUn el tratamiento realizado: c: control; c+t: tratamiento con arandanos; irr: irradiacion con 4 Gyj irr+t: irradiacién
con 4 Gy mas tratamiento con arandanos. Expresados en valores promedios mas-menos desviacion estandar
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La estimacion de la eficacia de los arandanos se
realizé a través de la clasificacion de las lesiones
inducidas (Figura 3). Se evidencia que el tratamien-
to con 4 Gy de rayos X incremento principalmente
la frecuencia del dafio severo en la mayoria de los
individuos analizados. Sin embargo, se muestra
un descenso significativo a la tercera parte del
dafio severo en las muestras irradiadas tratadas
con arandanos (y2=9,7; p<0,01).

El andlisis de la variacion de la calidad de las
lesiones en cada punto experimental (Figura 4)
demuestra que los cometas sin dafio alcanzan su
mayor valor en el control y en el tratamiento con
arandanos. Cuando la muestra es sometida a ra-
diacion ionizante, el porcentaje disminuye pero se
recupera en las muestras irradiadas y sometidas
al efecto de ardndanos. Las muestras irradiadas
presentan mayoritariamente cometas de grado 2
y en menor proporcidn grado 4. Por ultimo, se ob-
serva que tanto los cometas de grado 4 como las
células que atraviesan necrosis presentan una dis-
minucion importante en relacion con las muestras

irradiadas, luego de ser sometidas al tratamiento
con arandanos.

La evidencia experimental obtenida a partir de los
tratamientos in vitro demostr6 que el dafio severo
(cometas de grado 3 y 4) disminuye entre un 30
y 40% en las muestras irradiadas y tratadas con
arandanos. Esta tendencia se manifiesta en la ma-
yoria de los individuos analizados.

Segunda etapa. Disefio in vivo

El grupo de tratamientos in vivo repitié la tenden-
cia de los resultados precedentes. La eficacia del
tratamiento con arandanos se refleja en la dismi-
nucion del dafio genotodxico inducido por radiacio-
nes (y2= 85,7; p<0,01), como asi también en la
mejora del estatus basal de los controles, atribui-
ble al efecto antioxidante (y2=21,4; p<0,001).

En la Tabla se muestran los resultados analizados
segun la presencia de dafo, y la calidad del mismo.
En relacion con el tratamiento radiante, se puede
observar que como consecuencia de la exposicion

CLASE DE DANO

@ Sin dafic B Dafio leve B Dafio severo

100

80

60 +—

40 4—|

20 +—

PORCENTALJE DE CELULAS

PUNTOS EVALUADOS

Figura 3. Porcentaje de la categoria de dafio genotdxico, en linfocitos de sangre periférica, segun el tratamiento
realizado: c: control; ¢ + t: tratamiento con arandanos; irr: irradiacion con 4 Gy; irr + t: irradiacion con 4 Gy mas
tratamiento con arandanos. Expresados en valores promedios mas menos desviacion estandar. Significancia es-

tadistica X 2=9,7; p < 0,01
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Figura 4. Porcentaje de los grados de cometa, de linfocitos provenientes de sangre periférica, sometidos a los
distintos tratamientos: c: control; c+t: tratamiento con arandanos; irr: irradiacion con 4 Gyj; irr+t: irradiacion con 4 Gy

mas tratamiento con arandanos

Tabla. Anélisis citomolecular

Tratamiento . % o . % = -% = %
Células sin dafo Células con daro Dafio leve Dafio severo
Control (n=200) 54,0 46,0 100,0 0
Control + Tratamiento (n=200) 84,3 15,7 92,1 78
Irradiado (n=200) 0 100,0 75,0 25,0
Irradiado + Tratamiento (n=200) 60,0 40,0 934 6,6

Datos promedio del tratamiento in vivo (significancia estadistica X?= 21,5; p< 0,01).
Para cada individuo el total de células hace referencia al tratamiento analizado y su réplica correspondiente

a arandanos el dafio severo baja significativamente
(x?= 21,5; p<0,01), en el orden de 3,8 veces. La
efectividad del tratamiento se puede visualizar en-
tonces en la notable reduccion de la calidad de las
lesiones, cuantificada en la disminucién del para-
metro ID y porcentaje de dafio genotoxico.

Con respecto al analisis de los puntos de control, el
grado de dafo se mantuvo dentro del rango espe-
rado, se puede sugerir entonces que el tratamiento
con arandanos, previo a la irradiacion con dosis
terapéuticas, mantiene la tendencia observada en
linfocitos periféricos humanos.

DISCUSION

Una amplia evidencia aportada por estudios pre-
clinicos, modelos in vitro y un numero limitado de
estudios in vivo sustenta el potencial de aranda-
nos como agentes quimiopreventivos de una am-
plia variedad de canceres (10-14). No obstante,
hay pocos estudios clinicos en humanos que ha-
yan investigado los efectos de estos frutos en la
prevencion del dafio oxidativo del ADN como pro-
ducto de la irradiacion con rayos X. De esta ma-
nera, se reconoce la necesidad de estudios que
permitan establecer el grado en que el consumo
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de arandanos, mediante sus componentes bioac-
tivos, actlie como alimento funcional, no solo para
la reduccion de varios tipos de cancer sino tam-
bién de los efectos tdxicos de sus terapias. Dentro
de este marco, los arandanos y sus constituyentes
han demostrado su eficacia, no solo en la inhibi-
cion de la carcinogénesis, sino también en la re-
duccion de procesos vinculantes a la radioterapia,
como la inflamacion y el estrés oxidativo (19-22).

En coincidencia con hallazgos previos, los datos
obtenidos confirman que la ingesta de frutas fres-
cas o sus derivados desempefan un papel impor-
tante en el suministro de alimentos que pueden
contribuir en la disminucién de efectos toxicos
asociados a la accion de agentes xenobidticos (9).
A pesar del bajo nimero de voluntarios de la se-
gunda etapa del estudio, que podria constituir una
limitante del mismo, de manera especifica se pudo
demostrar que el tratamiento de linfocitos periféri-
€0s humanos, tanto in vitro como in vivo, con So-
luciones de arandanos, reduce de manera signifi-
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