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Resumen

Entre los escasos radioprotectores en uso, la amifostina resulta eficaz para 
reducir la toxicidad aguda inducida por la radiación ionizante. Sin embargo, 
presenta efectos tóxicos importantes que impiden su uso repetido o en do-
sis altas. Es necesario entonces desarrollar radioprotectores menos tóxicos, 
por sí mismos o como coadyuvantes de la amifostina en dosis bajas. Se 
expusieron ratas Sprague-Dawley a una dosis de rayos X de 6 Gy (cuerpo 
entero). Se ensayó el butirato de sodio como mitigante luego de una dosis 
baja de amifostina previa a la irradiación. A distintos tiempos después de 
la irradiación se realizó el recuento de eritrocitos, leucocitos y la fórmula 
leucocitaria. Los efectos genotóxicos se evaluaron en leucocitos de sangre 
mediante el ensayo Cometa. Se realizaron también estudios de superviven-
cia a 60 días y la evaluación histológica del duodeno e intestino grueso. 
El efecto del tratamiento resultó moderadamente protector respecto de la 
recuperación de los valores normales de eritrocitos, leucocitos y la fórmula 
leucocitaria en los animales sobrevivientes en ambos sexos, así como de 
los epitelios intestinales y el ADN de los leucocitos. También aumentó sig-
nificativamente la sobrevida a 60 días. La radioprotección con amifostina 
en una dosis baja seguida de una mitigación con butirato fue claramente 
significativa.
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Sodium butyrate as a coadyuvant agent  
of the radioprotecting action of amifostine 

Abstract
Among the few radioprotectors in use, amifostine is effective in reducing 
the acute toxicity induced by ionizing radiation. However, it has important 
toxic effects that prevent its repeated use or in high doses. It is necessary 
then to develop less toxic radioprotectors, by themselves or as adjuvants of 
amifostine in low doses. Sprague-Dawley rats were exposed to an X-ray dose 
of 6 Gy (whole body). Sodium butyrate was tested as a mitigant after a low 
dose of amifostine prior to irradiation. At different times after the irradia-
tion, the erythrocytes, leukocytes and the leukocyte formula were counted. 
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Introducción

En distintas instituciones de diferentes países se han 
evaluado las ocasiones factibles en las cuales podrían ve-
rificarse exposiciones a radiaciones ionizantes, que pue-
den causar efectos dañinos de intensidad y consecuen-
cias variables. Existen ejemplos derivados de incidentes 
en instalaciones de la industria nuclear (en plantas de 
generación de energía como las de Chernobyl, Fukujima 
o Three Miles Island); por usos militares de la energía 
atómica (bombas de Hiroshima y Nagasaki, ensayos de 
armas nucleares y las resultantes precipitaciones radiac-
tivas, en la fabricación de los materiales involucrados); 
de accidentes durante el uso de fuentes de medicina 
nuclear; ocupacionales (minería de uranio, exposición 
a radón, personal de aeronaves y vuelos espaciales, otros 
usos industriales). En tiempos recientes ha aumentado 
la preocupación por el uso de fuentes radioactivas para 
acciones terroristas (1-3). 

En diciembre de 2001 se reunió una comisión de 
expertos en radiaciones ionizantes pertenecientes a 
distintas áreas del gobierno de EE.UU. (por ejemplo, 
National Cancer Institute, Department of Energy, NASA, 
EPA, Uniformed Services University for the Health Sciences, 

Armed Forces Radiobiology Research Institute) con el propó-
sito de analizar los problemas derivados de estas expo-
siciones accidentales y las alternativas de protección o 
tratamiento. Una primera definición elaborada en esta 
reunión de especialistas definió las dosis comprendi-
das entre 1 y 10 Gy como las de una exposición factible 
en tratamientos de pacientes con cáncer, poblaciones 
potencialmente expuestas a situaciones accidentales o 
intencionales (terrorismo) y a trabajadores de la indus-
tria nuclear (3). Este rango de exposición entre 1 y 10 
Gy involucra al síndrome hematopoyético y a una parte 
del denominado síndrome gastrointestinal (3). 

En la actualidad solo existe un radioprotector apro-
bado para su uso en humanos, la amifostina (WR-2721). 
Este compuesto también encontró aplicaciones radiote-
rapéuticas en la clínica del cáncer, por tener selectividad 
en su efecto respecto del tejido tumoral. No obstante 
estas interesantes cualidades, dista de ser un radiopro-
tector ideal debido a su toxicidad. Esto hizo que la Ad-
ministración de Alimentos y Fármacos (FDA) de Estados 
Unidos aprobara su uso limitado en pacientes contra el 
daño por radioterapia posterior a cirugías de cánceres 
de cabeza y cuello y para prevenir la xerostomía. Se hace 
muy importante entonces el desarrollo de radioprotec-

Genotoxic effects were evaluated in blood leukocytes by the Comet assay. Sixty-day survival studies 
and histological evaluation of the duodenum and large intestine were also performed. The effect of the 
treatment was moderately protective with respect to the recovery of the normal values of erythrocytes, 
leukocytes and the leukocyte formula in the surviving animals in both sexes as well as for the intestinal 
epithelia and leukocytes DNA. It also significantly increased the 60-day survival. The radioprotection 
with amifostine in a low dose followed by mitigation with butyrate was clearly significant.

Keywords: Radioprotection; Sodium butyrate; Amifostine; WR-2721; X radiation

Butirato de sódio como agente coadjuvante da ação radioprotetora  
da amifostina

Resumo
Entre os poucos radioprotetores em uso, a amifostina é eficaz na redução da toxicidade aguda induzida 
pela radiação ionizante. No entanto, tem importantes efeitos tóxicos que impedem seu uso repetido 
ou em altas doses. É necessário, então, desenvolver radioprotetores menos tóxicos, isoladamente ou 
como coadjuvantes da amifostina em baixas doses. Ratos Sprague-Dawley foram expostos a uma dose 
de raios X de 6 Gy (corpo inteiro). O butirato de sódio foi testado como mitigante após uma dose baixa 
de amifostina antes da irradiação. Em diferentes momentos após a irradiação, os eritrócitos, leucócitos 
e a fórmula de leucócitos foram contados. Os efeitos genotóxicos foram avaliados em leucócitos de 
sangue pelo ensaio Cometa. Estudos de sobrevida de 60 dias e avaliação histológica do duodeno e do 
intestino grosso também foram realizados. O efeito do tratamento resultou moderadamente protetor em 
relação à recuperação de valores normais de eritrócitos, leucócitos e fórmula leucocitária nos animais 
sobreviventes em ambos os sexos, bem como protegeu epitélios intestinais e o DNA dos leucócitos. 
Também aumentou significativamente a sobrevida para 60 dias. A radioproteção com amifostina em 
baixa dose seguida de uma mitigação com butirato foi claramente significativa.
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tores nuevos o fórmulas de ellos que actúen previniendo 
las consecuencias de una exposición. Este problema y el 
ensayo de una terapia coadyuvante con otros compues-
tos no tóxicos como el piruvato de etilo fueron informa-
dos por este laboratorio (4). El objetivo de esos estudios 
consistió en aprovechar la capacidad radioprotectora de 
la amifostina administrada en una sola dosis previa a la 
radiación y continuar con otras sustancias de baja toxici-
dad que permitieran reforzar el efecto protector inicial. 
Parece claro que difícilmente una sola sustancia pueda 
bloquear o mitigar los efectos dañinos agudos de las 
radiaciones ionizantes y que resulta más factible el em-
pleo de formulaciones donde cada componente aporte 
propiedades que sean cooperativas o complementarias 
(4). Esto implica ensayos de nuevos componentes con 
características muy diversas en su potencial terapéutico y 
que, de resultar efectivos, luego deban estudiarse por su 
compatibilidad con los existentes.  

El síndrome agudo por radiación involucra, entre 
otros blancos, la médula ósea y los epitelios gastroin-
testinales. La combinación de una falla en el sistema in-
mune con una alteración de la absorción de nutrientes 
y permeabilidad a las bacterias lleva a un cuadro agudo 
que es causa de una mortalidad elevada.

El anión butirato es la fuente de energía principal 
para la microbiota y las células epiteliales intestina-
les, y desempeña un papel importante en el mante-
nimiento de la estabilidad e integridad de ambos. 
También posee propiedades antitumorales, dado que 
puede inhibir la proliferación celular, inducir la dife-
renciación celular, promover la apoptosis y reducir la 
invasividad de las células tumorales, desempeñando 
así un papel importante en la salud del colon (5-10). 
Por otra parte, se ha ensayado a esta sustancia como 
mitigante de los efectos severos sobre el colon de la 
radioterapia para cáncer de próstata, con resultados 
ambiguos (11)(12).

En el presente trabajo se estudió el potencial del bu-
tirato de sodio como coadyuvante de la amifostina y mi-
tigante de los efectos adversos agudos de la radiación io-
nizante para una irradiación de cuerpo entero en ratas.

Materiales y Métodos

Compuestos químicos

El butirato de sodio (98%) y la amifostina grado USP 
(como trihidrato, WR-2721) se adquirieron en Sigma 
Co. (St. Louis, EE.UU.). Los otros compuestos usados 
fueron de grado reactivo analítico.

Animales, tratamientos e irradiación 

En todos los experimentos se utilizaron ratas machos 
y hembras de la cepa Sprague-Dawley (10 semanas de 
vida, 240-270 g de peso) que se mantuvieron en un am-

biente controlado con un ciclo de 12 horas de luz-12 
horas de oscuridad (de 6:00 a 18:00, luz); la temperatu-
ra fue controlada en 23±2 ºC y la humedad relativa en-
tre 45 y 65%. El procedimiento utilizado para el manejo 
y la crianza de los animales siguió las recomendaciones 
y regulaciones de organismos internacionales en la ma-
teria (13). El alimento y el agua estuvieron siempre dis-
ponibles ad libitum.

La irradiación de los animales (8 animales por gru-
po, cuerpo entero) se realizó con una máquina de rayos 
X (marca: ANDREX, modelo: SLX 402). Los siguientes 
parámetros se utilizaron para la exposición: potencia 
RX 200 kV, intensidad 5 mA, distancia 30 cm, tiempo de 
exposición 18 minutos. Los animales se expusieron, de 
a dos por vez, alojados en una caja de policarbonato de 
base rectangular (17 cm x 28 cm) con cubierta de fibra 
de papel, centrada bajo la máquina. Con estos valores 
de operación, la dosis estimada fue de 6 Gy. 

La amifostina se administró por la vía intraperito-
neal media hora antes de la irradiación, disuelta en so-
lución fisiológica, en una dosis de 100 mg/kg de peso 
corporal. El butirato de sodio se administró por vía oral 
disuelto en agua en una dosis de 200 mg/kg 24, 72 y 
144 horas posteriormente a la irradiación. Para cada 
estudio se utilizaron los grupos de control correspon-
dientes.

Ensayo Cometa

El ensayo se llevó a cabo en la sangre venosa hepari-
nizada de las ratas. Las ratas machos y hembras Sprague 
Dawley fueron tratadas como se indica en Métodos. El 
ensayo de cometa alcalino (pH>13), del inglés single cell 
gel electrophoresis (SCGE), fue realizado siempre una hora 
después de la irradiación. Se emplearon 5 ratas por gru-
po, por duplicado para cada muestra en 5 µL de la mez-
cla de sangre. La determinación de la viabilidad y el en-
sayo SCGE se llevaron a cabo esencialmente de acuerdo 
con Tice et al (14), como se describe a continuación. La 
muestra de sangre se depositó en agarosa de bajo punto 
de fusión (0,5% en PBS) y 75 µL se depositaron sobre 
portaobjetos que habían sido cubiertos previamente con 
agarosa de punto de fusión normal (0,5% en PBS). Des-
pués que la agarosa solidificó (4 ºC por 10 min), se aplicó 
una segunda capa de agarosa de bajo punto de fusión 
de modo similar a la primera. Los portaobjetos fueron 
sumergidos luego en una solución lisante (NaCl 2,5 M, 
Na2EDTA 100 mM, Tris-HCl 10 mM, pH 10, que conte-
nía Triton X100 al 1% recién preparado y DMSO al 10%) 
por al menos 1 hora a 4 ºC. Luego se colocó en un apara-
to de electroforesis horizontal que contenía buffer recién 
preparado (Na2EDTA 1 mM, NaOH 300 mM, pH>13). 
Después de 20 minutos de pre-incubación (para desen-
rollar el ADN), la electroforesis se llevó a cabo por 20 
minutos a un voltaje fijo de 25 V (0,83 V/cm) y 300 mA, 
ajustado ya sea elevando o bajando el nivel del buffer de 
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electroforesis en la cuba. Al final de la electroforesis, los 
portaobjetos se lavaron dos veces con buffer de neutrali-
zación (Tris-HCl 0,4 M, pH 7,5), se secaron a tempera-
tura ambiente y se fijaron en etanol absoluto por 5 min. 
Los portaobjetos se tiñeron con 40 µL de bromuro de 
etidio (20 µg/mL). 

Detección de los cometas: Las células se analizaron 24 ho-
ras después del teñido con un microscopio de fluorescen-
cia Eclipse E 400 (Nikon, Japón) equipado con filtros 
de epifluorescencia y a una magnificación de 20X. La 
captación de imágenes se realizó mediante un programa 
Nikon ACT-2U con una cámara DS 5M digital. Se usó 
el software CASP adquirido 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, TI y TM), todos 
parámetros relacionados con el grado de daño al ADN 
en cada célula (15). Para cuantificar el daño al ADN, se 
analizaron un total de 50 células por portaobjetos. La via-
bilidad de las suspensiones celulares se evaluó con una 
tinción dual con diacetato de 5,6-carboxifluoresceína y 
bromuro de etidio. La viabilidad celular después de los 
tratamientos fue siempre mayor del 80%.

Estudios de los parámetros sanguíneos 
en los animales irradiados y tratados con 
radioprotectores

Se tomaron muestras de sangre de la vena lateral de la 
cola de la rata, que permite múltiples colecciones de un 
mismo animal. La extracción de sangre, que fue anticoa-
gulada con EDTA, se realizó a distintos tiempos (48 horas, 
7, 14, 21, 28 y 60 días) posteriores a la irradiación. Se usó 
una cámara de Neubauer para el recuento de leucocitos 
y eritrocitos. Además, se realizó el recuento diferenciado 
de leucocitos empleando la técnica de coloración de los 
extendidos sanguíneos de May-Grünwald Giemsa. 

Estudios de supervivencia y variación porcentual 
del peso

Con el propósito de evaluar la eficacia radioprotec-
tora general de los tratamientos, se registró la supervi-
vencia y la variación porcentual del peso de los animales 
durante los sesenta días posteriores a la irradiación. Los 
grupos control, sin irradiar o con los tratamientos solos, 
se registraron simultáneamente (4). La evaluación es-
tadística del efecto radioprotector mediante las curvas 
de supervivencia Kaplan-Meier se realizó con el test Log 
rank (Mantel-Cox), según el programa estadístico IBM 
SPSS Statistics versión 19.

Estudios histopatológicos del intestino delgado  
y grueso

De cada animal se extrajeron porciones del duodeno 
(zona inmediatamente posterior al píloro), colon (zona 
1: próxima a la unión colo-cecal; zona 2: a unos 3 cm 

del ano), se enjuagó con solución fisiológica, fijando 
luego inmediatamente las piezas en una solución tam-
ponada neutra de formaldehído al 10%. La morfología 
intestinal se examinó en secciones de tejido luego de 
su tinción con hematoxilina-eosina. En las secciones de 
duodeno se cuantificó el número de criptas por circun-
ferencia intestinal.

Análisis estadístico de los datos

Las diferencias significativas entre los valores medios 
se evaluaron mediante el análisis de varianza de una 
vía y la prueba posterior de comparaciones múltiples 
de Tukey-Kramer. Los cálculos se realizaron utilizando 
el programa Graph Pad (GraphPad Instat). Para todos 
los análisis, el criterio de significación se estableció en 
p<0,05 (16).

Resultados

Efecto del tratamiento sobre parámetros  
del ensayo Cometa en sangre de rata a una hora 
postirradiación

Se midió el efecto del tratamiento con amifostina so-
bre la inducción de roturas en las hebras del ADN en 
células individuales por acción de la radiación ionizante, 
usando el ensayo Cometa alcalino en sangre entera (4)
(17)(18).

En las ratas hembras se observó que la irradiación 
con una dosis de rayos X de 6 Gy condujo a un incre-
mento significativo de imágenes de Cometa en los leu-
cocitos a una hora de irradiarse. La diferencia en to-
dos los parámetros determinados, longitud de la cola, 
%ADN en la cola y el momento de la cola fue muy sig-
nificativa (Tabla I). La amifostina mostró un efecto pro-
tector claramente significativo sobre el daño oxidativo 
producido por la radiación. De todos modos, en nin-
gún caso se llegaron a recuperar los valores del control.

En los animales machos se observó un comportamien-
to similar al de las hembras frente a la dosis de rayos X, 
así como hacia el tratamiento radioprotector (Tabla I). 
La amifostina per se en la dosis ensayada no produjo in-
crementos de los parámetros del ensayo Cometa (4).

Efecto de la irradiación y de los tratamientos 
radioprotectores sobre los parámetros 
hematológicos

En el caso de los eritrocitos, la radiación ionizante no 
produjo una disminución significativa durante los prime-
ros días (Tabla II). Solo pudo observarse un efecto sobre 
el número de glóbulos rojos en los animales machos irra-
diados a los catorce días o bien inferirse de los recuentos 
realizados en el grupo con el tratamiento, que sobrevivió 
el periodo de sesenta días. Los tratamientos ensayados 
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pudieron revertir este efecto con distinta eficacia. En par-
ticular, la acción radioprotectora de la amifostina junto 
con el butirato de sodio logró restablecer los niveles eri-
trocitarios normales a partir del mes (19). 

En el caso de los leucocitos de las ratas de ambos se-
xos, la radiación produjo una disminución severa en el 
número total y una alteración marcada en la fórmula leu-
cocitaria relativa desde la primera medida a las 48 horas 
(Tabla III)(Tabla IV)(Tabla V). El tratamiento con ami-
fostina y butirato de sodio pudo revertir esta condición, 
y se alcanzaron niveles normales de leucocitos a partir de 

los 28 días en las hembras y de 21 días en los machos. A 
los sesenta días los animales irradiados y tratados con ami-
fostina y butirato de sodio lograron restablecer la fórmula 
leucocitaria normal (Tabla IV)(Tabla V).  

Efecto de la irradiación y de los tratamientos 
radioprotectores sobre la supervivencia y 
variación porcentual del peso de los animales

Se evaluó la supervivencia de los animales durante 
un período de 60 días luego de la irradiación y de los 

Tabla I. Evaluación del tratamiento con amifostina sobre el daño inducido por la radiación X en parámetros 
del ensayo Cometa alcalino en sangre de ratas a una hora.

Parámetros

Longitud de la cola (µm)
%ADN en 

la cola
Momento de la cola 

(unidades arbitrarias)

Hembras

Control 3,19±0,30 0,10±0,01 0,021±0,002 

6 Gy 26,70±4,05a 22,01±3,95a 5,80±1,01a

6 Gy + WR                        10,68±1,52b 9,35±1,15b 2,25±0,35b

Machos

Control 3,14±0,27 0,23±0,02 0,029±0,002

6 Gy 24,50±3,06a 20,15±2,06a 4,01±0,49a

6 Gy + WR                        10,50±1,70b 9,10±1,20b 1,90±0,33b

Las ratas se trataron con amifostina (WR) (100 mg/kg i.p. 30 minutos antes de la irradiación) y se extrajo sangre una hora posteriormente 
a la irradiación.  El ensayo Cometa se llevó a cabo según se describe en Materiales y Métodos. Control se refiere a la sangre de animales 
sin irradiar. Los datos son el promedio ± DE.  a. p<0,001 cuando se compara con el grupo Control. b. p<0,001 cuando se compara con 
el grupo “6 Gy”. En los animales tratados con amifostina pero sin irradiar los valores no difirieron significativamente de los del control.  

Tabla II. Efecto de la irradiación con rayos X y de los tratamientos radioprotectores sobre los parámetros hematológicos: eritrocitos.

Eritrocitos (x106 cél./mm3)

48 horas 7 días 14 días 21 días 28 días 60 días

Hembras

Control 3,50±0,50 3,68±0,53 3,82±0,33 4,08±0,40 3,77±0,31 4,10±0,45

6 Gy 4,11±0,39a 3,42±0,18a n.d. n.d. n.d. n.d.

6 Gy + WR 4,13±0,28b 4,06±0,23b n.d. n.d. n.d. n.d.

6 Gy + WR + BU 4,41±0,33b 3,53±0,22b 1,21±0,13c 1,69±0,74c 3,55±0,75a 4,54±0,11a

Machos

Control 3,08±0,50 3,11±0,48 3,62±0,39 3,89±0,26 4,26±0,21 4,5±0,25

6 Gy 3,42±0,18a 3,56±0,33a 1,68±0,98c n.d. n.d. n.d.

6 Gy + WR 4,00±0,37b 3,19±0,54b n.d. n.d. n.d. n.d.

6 Gy + WR + BU 3,89±0,09b 3,81±0,32b 1,89±0,56b,c 2,30±0,40c 3,40±0,70d 4,53±0,36a

Los animales fueron irradiados y tratados según se detalla en Materiales y Métodos. Se utilizaron muestras de sangre venosa anticoagulada con EDTA para el 
recuento de eritrocitos, mediante el uso de una cámara de Neubauer, a distintos tiempos posteriores a la irradiación.
n.d. El número de animales sobrevivientes fue nulo o insuficiente para realizar una evaluación estadística de los datos. a. p>0,05 comparado con “control”. b. 
p>0,05 comparado con “6 Gy”. c. p<0,001 comparado con “control”. d. p<0,05 comparado con “control”.
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tratamientos ensayados. Los resultados obtenidos mos-
traron que, en ambos sexos, una dosis de rayos X de 6 
Gy redujo severamente la supervivencia (Fig. 1)(Fig. 2). 

La amifostina en la dosis administrada no resultó 
radioprotectora, a menos que se la combinara con la 
posterior administración del butirato de sodio. 

El tratamiento combinado de amifostina con buti-
rato de sodio logró corregir la alteración en la curva 
de crecimiento de los animales sobrevivientes a la irra-
diación en ambos sexos. El efecto fue más marcado en 
las hembras que en los machos (Fig. 3)(Fig. 4). 

Efecto de la irradiación y del tratamiento 
radioprotector sobre características histológicas 
de los epitelios intestinales

Para evaluar la acción de la radiación ionizante de 
6 Gy sobre el epitelio del intestino delgado (en el 
duodeno) se tomaron muestras del órgano a las 48 
horas posteriores a la irradiación, tiempo que coin-
cidió con el comienzo del descenso rápido del peso 
corporal y la aparición de signos visibles de mal fun-
cionamiento gastrointestinal, como la diarrea. En 

Tabla III. Efecto de la irradiación con rayos X y de los tratamientos radioprotectores sobre los parámetros hematológicos: leucocitos.
 

Leucocitos (x103 cél./mm3)

48 horas 7 días 14 días 21 días 28 días 60 días

Hembras

Control 7,21±0,80 7,19±0,96 7,98±0,88 8,74±1,11 6,76±0,46 7,43±0,70

6 Gy 0,97±0,22a 0,53±0,18a n.d. n.d. n.d. n.d.

6 Gy + WR 1,34±0,26b 0,93±0,18b n.d. n.d. n.d. n.d.

6 Gy + WR + BU 1,50±0,21b 0,87±0,25b 1,45±0,39a 4,58±1,94a 5,80±0,66c 8,07±1,07c

Machos

Control 6,99±0,75 6,89±0,60 8,05±1,35 7,81±0,81 7,48±0,70 8,10±0,5

6 Gy 0,87±0,10a 0,45±0,10a 1,55±0,35a n.d. n.d. n.d.

6 Gy + WR 1,11±0,18b 0,83±0,27b n.d. n.d. n.d. n.d.

6 Gy + WR + BU 1,24±0,17b 0,94±0,17b 1,67±0,50a,b 8,55±2,31c 8,23±1,16c 9,13±0,98c

Los animales fueron irradiados y tratados según se detalla en Materiales y Métodos. Se utilizaron muestras de sangre venosa anticoagulada con EDTA para el 
recuento de leucocitos, mediante el uso de una cámara de Neubauer, a distintos tiempos posteriores a la irradiación. n.d. El número de animales sobrevivientes 
fue nulo o insuficiente para realizar una evaluación estadística de los datos. a. p<0,001 comparado con “control”. b. p>0,05 comparado con “6 Gy”. c. p>0,05 
comparado con “control”. 

Tabla IV. Efecto de la irradiación con rayos X y de los tratamientos radioprotectores sobre la fórmula leucocitaria relativa 
de ratas hembras.

Fórmula leucocitaria relativa

Eosinófilos
%

Basófilos
%

Neutrófilos
%

Linfocitos
%

Monocitos
%

Control
0,13 0 9,87 89,37 0,63

(0-1,0)   (3,0-17) (82-97) (0-2,0)

6 Gy (48 horas)
0 0 86,25 11,25 2,50

    (80-90) (10-20) (0-10)

6 Gy + WR  (48 horas)
0 0 90 10 0

     (87-95)  (9-13)  

6 Gy + WR + BU        (48 horas)
0 0 83,33 11,67 5,00

    (80-90) (10-20) (0-10)

6 Gy + WR + BU        (60 días)
0,40 0,40 16,80 82,00 0,40

(0-1,0) (0-1,0) (12-23) (75-87) (0-1,0)

Los animales fueron irradiados y tratados según se detalla en Materiales y Métodos. Se utilizaron muestras de sangre venosa anticoagulada con EDTA 
para el recuento diferenciado de leucocitos, mediante coloración de May-Grünwald Giemsa, a distintos tiempos posteriores a la irradiación.
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efecto, pudo observarse una disminución significativa 
en el número de criptas por circunferencia intestinal 
para ambos sexos (Tabla VI). El tratamiento combina-
do de amifostina con butirato de sodio consiguió recu-
perar la integridad del epitelio, como lo demostraron 
los valores significativamente más altos en los duode-
nos de los animales sobrevivientes a sesenta días, que 

de todos modos no alcanzaron a los de los controles 
respectivos.

En el caso del intestino grueso, se evaluó la morfología 
en dos zonas, una cercana al ciego y otra cercana al recto. 
El efecto de la radiación X fue variable y dependiente del 
sexo (Fig. 5)(Fig. 6). Las ratas irradiadas con 6 Gy mostra-
ron severos cambios degenerativos caracterizados por la 

Tabla V. Efecto de la irradiación con rayos X y de los tratamientos radioprotectores sobre la fórmula leucocitaria relativa  
de ratas machos. 

Fórmula leucocitaria relativa

Eosinófilos
%

Basófilos
%

Neutrófilos
%

Linfocitos
%

Monocitos
%

Control
0 0 12,50 87,25 0,25

(8–16) (83–92) (0–1)

6 Gy (48 horas)
0 1,25 82,50 11,25 5,0

(0–10) (70–90) (10–20) (0–10)

6 Gy + WR  (48 horas)
0 0 85 15 0

(70–90) (10,0–30)

6 Gy + WR + BU        (48 horas)
2,5 0 85 10 2,5

(0–10) (80–90) (7–14) (0–10)

6 Gy + WR + BU        (60 días)
0 0,80 17,6 81,2 0,40

(0-2) (10-29) (69-88) (0-1)

Los animales fueron irradiados y tratados según se detalla en Materiales y Métodos. Se utilizaron muestras de sangre venosa anticoagulada 
con EDTA para el recuento diferenciado de leucocitos, mediante coloración de May-Gründwald Giemsa, a distintos tiempos posteriores a la 
irradiación.

Figura 1. Evaluación de la supervivencia de ratas hembras a la irradia-
ción con rayos X a una dosis de 6 Gy y el efecto protector del butirato 
de sodio (BU) combinado con amifostina (WR). Curvas de superviven-
cia de Kaplan Meier. Grupos: control (no irradiado); 6 Gy (irradiado 
solamente); 6 Gy + WR (irradiación y tratamiento con amifostina 100 
mg/kg); 6 Gy + WR + BU (irradiación y tratamiento con amifostina 
y butirato de sodio, según se describe en Materiales y Métodos). La 
evaluación estadística del efecto radioprotector se realizó mediante el 
test Log rank (Mantel-Cox): p>0,5 (“6 Gy” vs. “6 Gy + WR”); p<0,05 
(“6 Gy” vs. “6 Gy + WR + BU”); p>0,05 (“6 Gy + WR + BU” vs. “con-
trol”). En los animales no irradiados los tratamientos per se no pro-
dujeron mortalidad en el plazo de 60 días (100% de supervivencia).

Figura 2. Evaluación de la supervivencia de ratas machos a la irradia-
ción con rayos X a una dosis de 6 Gy y el efecto protector del butirato 
de sodio (BU) combinado con amifostina (WR). Curvas de supervi-
vencia de Kaplan Meier. Grupos: Control (no irradiado); 6 Gy (irradiado 
solamente); 6 Gy + WR (irradiación y tratamiento con amifostina 100 
mg/kg); 6 Gy + WR + BU (irradiación y tratamiento con amifostina y 
butirato de sodio, según se describe en Materiales y Métodos). La eva-
luación estadística del efecto radioprotector se realizó mediante el test 
Log rank (Mantel-Cox): p>0,05 (“6 Gy” vs. “6 Gy + WR”); p<0,001  
(“6 Gy” vs. “6 Gy + WR + BU”); p>0,05 (“6 Gy + WR + BU” vs. 
“Control”). En los animales no irradiados, los tratamientos per se no 
produjeron mortalidad en el plazo de 60 días (100% de supervivencia).
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Figura 3. Evolución del peso corporal relativo para los animales hembras irradiados y el efecto protector del butirato de sodio 
(BU) combinado con amifostina (WR). Grupos: control (no irradiado); 6 Gy + WR + BU (irradiación y tratamiento con ami-
fostina y butirato de sodio, según se describe en Materiales y Métodos); 6 Gy + WR (irradiación y tratamiento con amifostina 
100 mg/kg); 6 Gy (irradiado solamente).

Cada punto corresponde al promedio ± DE de los animales sobrevivientes en cada tiempo. Control: Ocho (días 3 a 59). “6 Gy + WR + BU”: ocho 
(días 3 y 6), seis (día 10), cinco (días 13 a 59). “6 Gy + WR”: ocho (días 3 y 6). “6 Gy”: Ocho (día 3), siete (día 6). 
En los animales no irradiados los tratamientos per se no produjeron diferencias significativas con el control en la evolución del peso corporal 
relativo durante los sesenta días del estudio.

Figura 4. Evolución del peso corporal relativo para los animales machos irradiados y el efecto protector del butirato de sodio 
(BU) combinado con amifostina (WR). Grupos: Control (no irradiado); 6 Gy + WR + BU (irradiación y tratamiento con ami-
fostina y butirato de sodio, según se describe en Materiales y Métodos); 6 Gy + WR (irradiación y tratamiento con amifostina 
100 mg/kg); 6 Gy (irradiado solamente).

Cada punto corresponde al promedio ± DE de los animales sobrevivientes en cada tiempo. Control: ocho (días 2 a 61). “6 Gy + WR + BU”: ocho 
(días 2 a 9), cinco (días 12 a 61). “6 Gy + WR”: ocho (día 2); siete (día 5). “6 Gy”: ocho (día 2), siete (día 5; tres (día 9).
En los animales no irradiados los tratamientos per se no produjeron diferencias significativas con el control en la evolución del peso corporal 
relativo durante los sesenta días del estudio.
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Tabla VI. Efecto de la irradiación y del tratamiento radioprotector sobre características histológicas  del intestino 
delgado.

Número de criptas / circunferencia intestinala

Control 6 Gyb 6 Gy + WR + BUc

Hembras 193±2 98±8d 151±9e

Machos 199±10 110±16d 162±14f

a. Los valores en cada grupo experimental se calcularon como un promedio de las criptas por circunferencia de duodeno de ocho animales 
(grupos control e irradiados) o de los sobrevivientes luego del tratamiento (cinco animales para ambos sexos). b. Los animales fueron sacri-
ficados a las 48 horas posteriores a la irradiación. c. Los animales fueron sacrificados a los 60 días posteriores a la irradiación. d. p<0,001 
comparado con “control”. e. p<0,001 comparado con “6 Gy” o “control”. f. p<0,01 comparado con “6 Gy” o “control”.

Figura 5. Características histológicas de dos secciones de colon de ratas hembras, 
una próxima al ciego (A) y la otra al recto (B). Hematoxilina-eosina, 200X.

A1 y B1: Aspecto normal de la mucosa intestinal de ratas control (no irradiadas ni tratadas, ocho animales).  A2 y B2: Mucosa intestinal de 
ratas irradiadas (6 Gy, día 8, seis animales) que exhibe distorsión de la arquitectura glandular, ligera hemorragia en la lámina propia (B2), in-
flamación, submucosa con ligero edema.  A3 y B3: Mucosa intestinal de ratas irradiadas y tratadas con WR + BU (día 8, ocho animales) que 
muestran  histoarquitectura parcialmente preservada, con una reducción significativa de la inflamación y conservación del epitelio, y ausencia 
de hemorragias (B3). 

Figura 6. Características histológicas de dos secciones de colon de ratas machos, 
una próxima al ciego (A) y la otra al recto (B). Hematoxilina-eosina, 200X.

A1 y B1: Aspecto normal de la mucosa intestinal de ratas control (no irradiadas ni tratadas, ocho animales).  A2 y B2: Mucosa intestinal de 
ratas irradiadas (6 Gy, día 8, seis animales) que exhiben distorsión de la arquitectura glandular, inflamación y ligera hemorragia (A2).  A3 y B3: 
Mucosa intestinal de ratas irradiadas y tratadas con WR + BU (día 8, ocho animales) que muestran histoarquitectura globalmente preservada. 
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alteración en criptas en la mucosa, inflamación, edema, 
daño vascular y hemorragias. También se vio que las ratas 
hembras fueron más susceptibles en la porción del colon 
próximo al recto, cuando se las comparó con los machos.

Los resultados histológicos en ambos sexos mostraron 
que el tratamiento con amifostina y butirato de sodio lo-
gró una recuperación en cuanto a la arquitectura histo-
lógica y no mostró alteraciones significativas respecto de 
los controles.

Discusión y Conclusiones

El desarrollo de tratamientos capaces de proteger con-
tra los efectos dañinos de las radiaciones ionizantes ha sido 
motivo de grandes esfuerzos a nivel internacional durante 
muchos años. Sin embargo, el hallazgo de radioprotecto-
res con propiedades ideales para emplearse en el caso de 
exposiciones accidentales todavía es un objetivo no cum-
plido (1-3). Luego de haber ensayado miles de compues-
tos, solo un producto, la amifostina (WR-2721), logró la 
aprobación de la FDA para su uso en humanos. Las limi-
taciones para su administración derivan de su toxicidad. 
Dado que la dosis efectiva de amifostina difiere poco de su 
dosis tóxica, frecuentemente los pacientes presentan efec-
tos adversos que incluyen hipocalcemia, diarrea, náuseas 
y vómitos (20). Este aspecto fue analizado con más detalle 
en una publicación reciente (4). En ese estudio se pudo 
verificar que su uso en dosis más bajas y junto con el piru-
vato de etilo disminuyó la toxicidad y mantuvo su eficacia 
(4). El piruvato de etilo es un compuesto con muy baja 
toxicidad que mostró capacidad para impedir de modo 
significativo el daño sobre el ADN que evidencia el ensayo 
Cometa, así como el daño por estrés oxidativo (4).

No obstante, se concluyó que no era posible prevenir 
todos los efectos tóxicos de las radiaciones con esta com-
binación de compuestos, lo cual se hizo evidente con los 
estudios de supervivencia en los animales expuestos y 
tratados. Esto sugiere que sería conveniente desarrollar 
“cócteles” integrados por sustancias compatibles entre sí 
y que aporten propiedades protectoras atendiendo a dis-
tintos aspectos del proceso que conduce al daño. 

En el colon, los ácidos grasos de cadena corta son 
productos de la degradación bacteriana del almidón 
no absorbido y el polisacárido (fibra) que no contiene 
almidón. Son moléculas importantes en la luz colónica, 
que afectan tanto a la morfología como a la función de 
los colonocitos. Los tres ácidos principales (acetato, pro-
pionato y butirato) estimulan la absorción de líquidos y 
sodio en el colon y ejercen efectos proliferativos sobre el 
colonocito (8)(10).

Los estudios experimentales en animales han demos-
trado que promueven respuestas adaptativas a la resección 
del intestino delgado y la anastomosis colónica. En parti-
cular, se ha demostrado que el butirato es el sustrato de 
energía preferido para el colonocito y que es un potente 

agente de diferenciación en el cultivo celular. El anión 
butirato también puede tener un papel en la prevención 
de ciertos tipos de colitis. Una dieta baja en almidón y 
fibra resistente resultará en una baja producción de estos 
ácidos de cadena corta en el colon, lo cual puede explicar 
la alta incidencia de trastornos colónicos en los países de 
occidente (8).

El síndrome agudo por radiación involucra, entre 
otros blancos, la médula ósea y los epitelios gastrointesti-
nales. La combinación de una falla en el sistema inmune 
con una alteración de la absorción de nutrientes y la per-
meabilidad a las bacterias lleva a un cuadro agudo que es 
causa de una mortalidad elevada. En tal sentido, se con-
sideró que el anión butirato podría constituir un agente 
mitigante efectivo para reducir el impacto tóxico.

Para estudiar el efecto del tratamiento sobre los daños 
tempranos de las radiaciones ionizantes, se realizaron de-
terminaciones de alteraciones en el ADN de leucocitos 
a una hora de la irradiación de los animales empleando 
el ensayo Cometa (4). Este ensayo permite establecer si 
ha ocurrido un proceso de hidroxilación en las bases del 
ADN. El mecanismo de la acción radioprotectora de la 
amifostina se relaciona básicamente con su capacidad 
para atrapar radicales libres y para destruir algunos pro-
ductos muy reactivos que se forman desde moléculas 
biológicas alteradas. Esta capacidad depende de su con-
versión previa por defosforilación enzimática a su meta-
bolito activo, el WR-1065. El proceso está mediado por 
una fosfatasa alcalina presente en las células de distintos 
órganos y en suero de distintas especies y el humano. Esta 
activación es muy rápida pero debe suceder previamen-
te a la irradiación, de modo de disponer del compuesto 
sulfhidrílico en concentración suficiente cuando se gene-
ran los radicales libres de tan corta vida. Por su parte, el 
anión butirato no tiene una reactividad importante hacia 
radicales libres, por lo que el tratamiento ensayado no 
lo consideró como radioprotector sino como mitigante.

Los resultados obtenidos mostraron un efecto pro-
tector significativo de la amifostina en la dosis empleada 
sobre el daño en el ADN en ambos sexos (Tabla I). No 
obstante, su acción fue menos importante que la mostra-
da en estudios previos para dosis de radiación y tiempos 
de exposición menores (4). Estas diferencias pueden in-
terpretarse en función del tiempo de irradiación, relacio-
nado con la rápida farmacocinética de esta sustancia, que 
en la condición presente debería estar en concentracio-
nes efectivas menores frente a un daño tan rápido como 
el que provoca la radiación ionizante sobre el ADN de los 
leucocitos (18). 

Los resultados de las Tablas II y III muestran los 
efectos dañinos que tienen las radiaciones ionizantes 
durante la exposición de cuerpo entero sobre los eri-
trocitos y los leucocitos. No solamente los valores totales 
de ambos resultaron alterados significativamente, sino 
que también se observaron alteraciones muy importan-
tes en la fórmula leucocitaria relativa (Tablas IV)(Tabla 
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V). Pudieron verificarse disminuciones drásticas en la 
proporción de linfocitos acompañadas de un aumento 
significativo de los neutrófilos, eosinófilos, basófilos y 
monocitos. Estos resultados son comparables con los 
reportados para una exposición humana a dosis entre 
1 y 8 Gy, y vinculados con el síndrome hematopoyético 
(21). El tratamiento con amifostina combinada con bu-
tirato de sodio resultó efectivo para la recuperación del 
número de eritrocitos, con valores comparables a los 
de los controles a partir del mes en las hembras y más 
adelante en el caso de los machos (Tabla II). 

El tratamiento con amifostina y butirato de sodio no 
fue capaz de impedir la disminución violenta que las ra-
diaciones produjeron sobre el número total de leucocitos 
en los primeros días (Tabla III). Sin embargo, permitió la 
supervivencia y la lenta recuperación de los niveles leuco-
citarios hasta alcanzar los valores del control a los 21 días 
en machos y 28 días en hembras. Respecto a la fórmula 
leucocitaria relativa, en ambos sexos pudo observarse una 
recuperación completa en los sobrevivientes al día sesenta 
(Tabla IV)(TablaV).   

Se estudió también el impacto de la radiación X y del 
tratamiento con potencial radioprotector sobre la supervi-
vencia y la variación porcentual del peso en ambos sexos. 
Como era esperable, la acción radioprotectora de la ami-
fostina depende marcadamente de la dosis que se emplee 
(4). Fue así como con la dosis de 100 mg/kg la mortalidad 
resultó muy elevada, ya que sobrevivió sólo un 10% de los 
animales de ambos sexos a los 60 días post irradiación, en 
modo similar al efecto causado por la radiación sola (Fig. 
1)(Fig. 2).  

Sin embargo, el tratamiento combinado de amifosti-
na a esa dosis con butirato de sodio logró mejorar signi-
ficativamente la supervivencia en ambos sexos. Tanto en 
el caso de las hembras como de los machos, las muertes 
ocurrieron antes de los once días, tiempo similar al de la 
radiación sola. 

También se consideró importante estudiar el com-
portamiento del tratamiento sobre la variación de peso 
de los animales de ambos sexos por posibles interaccio-
nes adversas o favorables, teniendo en cuenta que las 
mismas radiaciones ionizantes afectan severamente el 
peso corporal. La irradiación con 6 Gy afectó drásti-
camente el peso tanto de hembras como de machos y 
como provocó una mortalidad alta en pocos días ya no 
fue posible seguir una curva de crecimiento (Fig. 3)(Fig. 
4). Esta misma situación se observó para el grupo irra-
diado y tratado con amifostina solamente. En las hem-
bras, el tratamiento con amifostina y butirato de sodio 
logró compensar la pérdida de peso a partir de los 20 
días posteriores a la irradiación mientras que los machos 
pudieron recuperarse antes (a partir del día 9). Es pro-
bable que estas variaciones en el peso se deban a varios 
factores: la malabsorción provocada por el daño en el 
epitelio intestinal, el decaimiento general de la salud de 
los animales, la pérdida de fluidos por diarrea y el efec-

to protector del tratamiento. En particular, fue notoria 
la ausencia de diarrea en los animales tratados, lo que 
puede relacionarse con el efecto protector del butira-
to, sumado al hecho que esta sustancia aporta calorías 
útiles en una forma rápidamente absorbible. De todos 
modos, el tratamiento combinado de ambas drogas nun-
ca consiguió incrementar el peso hasta los niveles del 
control. Por último, debe notarse que tanto en hembras 
como machos ninguno de los tratamientos ensayados per 
se produjo un cambio significativo en la evolución del 
peso en el período de dos meses. 

La radiación ionizante produce alteraciones muy se-
veras en el epitelio del intestino delgado y este efecto 
pudo verificarse en el modelo experimental estudiado. 
Un modo cuantitativo para evaluarlo es a través del nú-
mero de criptas por circunferencia intestinal (Tabla VI). 
Los resultados muestran que el tratamiento combinado 
de amifostina con butirato de sodio logró recuperar el 
número de criptas de modo significativo en ambos sexos, 
aunque sin alcanzar los valores del control. Por otra par-
te, las alteraciones histológicas observadas y descriptas 
también por otros autores, como la menor altura de las 
vellosidades, el edema o el daño vascular, también fue-
ron reducidas por el tratamiento, como pudo observarse 
en los especímenes tomados de los animales sobrevivien-
tes a sesenta días (22).	

Más allá de la eficacia de cada uno de estos compues-
tos para prevenir o mitigar los efectos dañinos agudos 
de las radiaciones ionizantes parece claro que difícil-
mente una sola sustancia pueda lograrlo y sea más con-
veniente entonces el empleo de fórmulas cuyos com-
ponentes aporten propiedades que sean cooperativas 
o complementarias (22-24). Esto no solamente permite 
abordar el problema desde distintos aspectos de la pa-
tología sino que en la práctica puede significar una dis-
minución en la dosis de cada uno, si es que poseen alguna 
toxicidad (4). Estos estudios iniciales de radioprotección 
intentan desarrollar tratamientos que disminuyan o impi-
dan los daños observados, a pesar de que en la experien-
cia en seres humanos para dosis entre 1 y 6 Gy el pronós-
tico de recuperación es bueno (21).  

Todo el personal que intervenga en la contención de 
un incidente radiológico debería contar con una alter-
nativa terapéutica precoz para la eventual exposición a 
dosis relevantes de radiaciones ionizantes. En tal sentido, 
es obvio que la baja toxicidad del tratamiento es crucial 
para no provocar un problema adicional al que se quiere 
resolver (25).

En resumen, en el presente trabajo se consideró rele-
vante extender y profundizar estudios previos vinculados 
con el uso conjunto de amifostina con coadyuvantes en 
situaciones de exposición aguda a radiaciones ionizantes 
(4). La hipótesis de trabajo fue identificar y caracterizar 
moléculas naturales (o derivadas de ellas) con muy baja 
toxicidad, que permitieran disminuir sustancialmente la 
dosis de la amifostina como radioprotector (o reempla-
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zarla por completo) y proseguir con una terapéutica miti-
gante. El potencial de transferencia de estos tratamientos 
es elevado debido a su baja toxicidad, lo que facilitaría su 
aprobación para el uso en humanos (4)(26).
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