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RESUMEN

Los trabajosqueconfiguranestatesis, seenmarcandentro deunalínea deinvestiga-
ción para el desarrollo de nuevos fármacos capacesde activar la recuperación
hematopoyética,en la quecolaboranla Unidad de EfectosBiológicos del CIEMAT
y LaboratoriosAndrómacoS.A.

La aplicaciónde los MRB en terapiaoncológica,estábasadano sólo en su capacidad
parapotenciarlas funcionesantitumoralesdel sistemainmune, sinotambiénen la de
restablecimientode las poblacionescelulares hematopoyéticasafectadaspor los
tratamientosde quimio- y radio-terapia.

En estetrabajo,nos hemoscentradoen estaúltima vertiente.Así, hemosevaluadola
estimulaciónhematopoyéticamurinainducidaporun MEE denaturalezapolisacárido-
proteína,en susdistintasformasgalénicas:el adsorbatoadministradovíaoral (AM3),
y el compuestosolublesusceptiblede ser administradovía intravenosa(AMS).

Como parámetropara la cuantificaciónde la estimulaciónhematopoyética,hemos
utilizado el contenidoen precursorespluripotentesy comprometidoshacia la línea
granulo-macrofágicay eritroide en distintosórganoshematopoyéticos.

Los resultadosobtenidosponende manifiestola potentecapacidadestimuladorade
esteMRB, alcanzándosela máximarespuestahematopoyéticacon el productoen su
forma soluble. Asimismo, demuestransu capacidadprotectorafrentea radiaciones
ionizantes,en el rangode dosisqueprovocanel síndromehematopoyético.

Su acciónestimuladoraalcanzatanto a la hematopoyesisesplénica,comoseponede
manifiesto tras su administración “in vivo”, como a la hematopoyesismedular
demostradapor su acción sobreel LTBMC. Esteúltimo modelo biológico nos ha
permitidoconfirmarqueel incrementodeprecursoreshematopoyéticosproducidopor
la administraciónde esteMRB estámediadopor la liberaciónde factoresestimulantes
hematopoyéticosendógenos,entrelos que se encuentrael GM-CSF.
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Asociaciónno covalenteproteína-polisacárido,en forma deadsorbato,
activo víaoral.

Asociaciónno covalenteproteína-polisacáridoen forma soluble,activo
vía intravenosa.

Unidad formadorade “burst” eritroides,

Unidad formadorade coloniasgranulo-macrofágicas.

Unidad formadorade coloniasexógenasen bazo.

Actividad estimuladorade colonias.

Factorestimulantede colonias.

Unidad formadorade coloniasendógenasen bazo.

Eritropoyetina.

Suero fetal bovino.

Factorestimulantede coloniasgranulociticas.

Actividad estimu]adorade coloniasgranulo-macrofágicas.

Factor estimulantede coloniasgranulo-macrofágicas.

Unidad internacionalde dosisde radiación.

Suerode caballo.

Interleuquiflas.

Medio Iscovemodificadopor Dulbecco.

Intraperitoneal.

Intravenoso

Endotoxinabacteriana.

AM3

AM5

BFU-E

CFU-GM

CFU-S

CSA

CSF

E-CFU

Epo

FBS

G-CSF

GM-CSA

GM-CSF

Gy

lis

Rs

IMDM

i.p.

LV.

LPS



LTBMC Cultivo de largaduraciónde médulaósea.

M-CSF Factorestimulantede coloniasmacrofágicas.

MRB Modificadores de la respuestabiológica.

s.c. Subcutáneo.

SCF Factorestimulantede células cepa.
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1.1.- EL SISTEMA HEMATOPOYETICO.

1.1.1.-Estructuradel sistemabematopoyético.

El númerode células madurasproducidaspor el sistemahematopoyéticodurantela
vida del individuo es muy alto. Un individuoadultoproduceal día2,1 x 1011 células
rojas y unacantidadsimilar de granulocitos.Además,el sistemahematopoyéticoes
capazde incrementarla producción de células maduras frente a situacionesde
“emergencia”comopor ejemplopérdidade sangre,hemolisiso infecciones.

El procesodeproduccióndecélulassanguineastiene lugarprincipalmenteen médula
óseade humanosy en médulaóseay bazoen el casodel ratón.

En el sistemahematopoyético,queconstituyeunode los ejemplosmáscaracterísticos
de tejidos con organizaciónjerárquica, se producen de forma continua células
madurasfuncionalesapartir de unapoblaciónrelativamentepequeñade célulascepa.

Durante la diferenciación, proliferación y maduración, las células cepageneran
poblacionesamplificadasdecélulasprogenitorascomprometidas,queposteriormente
se amplificanparadar lugar a las célulasmadurasfuncionales.

Así, el sistema hematopoyéticose consideraformado por tres compartimientos:
célulascepa, precursorescomprometidosy célulasfuncionalesmaduras(Figura 1).

En la médulaósearesidela poblaciónde célulascepapluripotentesconcapacidadde
automantenimiento,responsablesdedarlugar a todasla célulassanguineasnecesarias
en el individuo adulto.Frenteauna divisióncelularla célulacepatienedosopciones:
bien automantenerse,dandolugara unacélulaquees la copiaexactade si misma,o
bien comprometersea diferenciary desarrollarse.

El fenómenode automantenimientopermite que la población de células cepa se
mantengadurantetoda la vida del individuo, mientras que el compromisohacia
diferenciación tendrácomo resultadola formaciónde células maduras funcionales
necesariasen sangrey en tejidos.

En general,seaceptaque el compartimientode célulascepaes unapoblacióncelular
que se encuentraquiescente(Lajtha y Col, 1969; Hodgsony Bradley, 1984). Sin
embargo,a medidaqueestascélulasse vancomprometiendohacia una líneacelular
concretaadquierenun mayorpotencialproliferativo (Tilí y McCulloch, 1980; Eaves
y Payes, 1984). Las células que constituyenel compartimientode precursores
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comprometidosposeenuna capacidadde automantenimientomenor que las células
cepa, y mediantediferenciacióndanlugar a la formaciónde célulasmaduras.

Frenteaunasituacióndeemergencia,seproduceunarespuestarápiday eficientedel
sistemahematopoyético,quepuedeprolongarsedurantelargosperíodosde tiempoy
que se lleva a cabo medianteun aumentodel númerode células cepa en fasede
síntesisy por divisionesextradeamplificaciónde losprecursorescomprometidos.Las
célulasen maduracióntambién contribuyenen estassituaciones,acortandosu ciclo
celular.

Por ello, no esde extrañarqueel sistemahematopoyéticono muestredisminuidasu

actividadcon la edad(Botnick y col, 1982), observándosenivelesnormalesde

4’

‘It

Figura 1: Compartimentalización del sistema hematopoyético.
Características.(Lord y Testa, 1988).

GEL LILAS CEPA M~ELOIDE
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POBLACION CON CAPAC[DAD DE AUTOMANTENIMIENTO

POSIEILIDAD DE DIFERENCIARSE HACIA CIJALCUIER LJNEA CELULAR

MORFOLOQICAMENTE NO RECONOCIBLES

CIJANTIFICABLE POR ENSAYOS FUNCIONALES IN VIVO E IN VITElO

PRECURSORES COMPROMErIDOS

3 % DE LAS GELULAS HEMATOPOVETICAS TOTALES

POELACION CON CAPACIDAD DE AUTOMANTENIMIENTO LIMITADA

POBLACION AMPLIFICAE¶1 POR FROLIFERACION

COMPROMETIDOS HACIA UNA O DOS LINEAS CELULARES

MORFOLOCICAMENTE NO RECONOCIBLES

CUANTIFICAELES POR ENSAYOS CLONALES IN VITRO

GEtULAS EN MADURA ClON

>96 ~4DE LAS CELULAS HEMATOPOVETICAS TOTALES

POELACION AMPLIFICABLE NUMERICAMENTE POR PROIJPERAOION

MORFOLOOICAMENTE RECONOCIBLES

PERTENECEN A UNA DE LAS DISTINTAS LINEAS CELULARES

PROUFERACION FINALIZADA ANTES DE SU TOTAL MADURACION
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precursorescomprometidosy de células cepapluripotentesen animalesy humanos
de edadavanzada(Schofieldy col, 1986).

En el conocimientodela estructuradel sistemaheniatopoyético,hayquedestacarque
aunquetécnicasde histología y morfologíaclásicas, aportaroncierta información
sobrelas célulashematopoyéticas,fue fundamentalmentea raiz dela puestaa punto
de técnicasde cultivo “in vivo e in vitro” de precursoreshematopoyéticos,cuando
sepudo establecerel esquemadel sistemahematopoyéticoconocido en la actualidad
(Figura 2).

st1. 1. 1. 1,- Precursoreshematouoyéticosdonados in vivo

El ensayode formaciónde coloniasen bazodescritopor Tilí y Mc Culloch (TUI y
Mc Culloch, 1961), fue la primera técnica que permitió donar un precursor
hematopoyético,Esencialmente,estatécnicapermite identificar y cuantificarcélulas
hematopoyéticaspluripotentescon capacidaddeautomantenimiento,basándoseen su
capacidadpara formar colonias en la superficie del bazo de ratones receptores
irradiadoscon unadosis queesterilizasu sistemahematopoyético.Sedemostróque
estascoloniascontenían,o dabanlugar, a todos los tipos celulareshematopoyéticos
mostradosen la Figura 2, conteniendoasí mismo CFU-S (Unidad Formadorade
Colonias en Bazo), lo que querríadecir quelas CFU-S originalesteníancapacidad
de automantenimiento(Tilí y Mc Culloch, 1980). Las coloniasformadasen el bazo
eran de origen clonal: una colonia procedíade la división reiteradade una única
célula (Beckery col, 1963; Wu y col, 1967).

Un dato importantepara entenderla fisiología del sistema hematopoyéticoes la
heterogeneidadde la poblaciónde CFU-S.Esta heterogeneidadsedemuestra,porque
dentro de la población de CFU-S rio todas ellas tienen la misma capacidadde
automantenimiento.

Worton y col (Worton y col, 1969) fueronlos primerosquedefinieronla existencia
de distintas subpoblacionesdentro de la población de CFU-S. Al separar una
poblaciónde CFU-S en un gradientede densidadlineal, las célulasque mostraban
densidadrelativabaja,teníanmayorcapacidadde automantenimientOquelas de alta
densidad.Este hecho junto con estudiosposterioresllevaron al conceptode una
poblaciónde CFU-S estructuralmenteordenada,en dondelas CFU-S másmaduras
mostraban menor capacidad de automantenimientoy eran más susceptiblesa
diferenciación(Helímany col, 1978). Además,las CFU-S dependiendode su grado
de maduraciónvan aapareceren distintosdíascuandoseanalizanmedianteel ensayo
de formación de coloniasen bazo,los precursoresmásmadurosaparecenalos 9 días
de cultivo, mientrasque las CFU-S más indiferenciadastardan 12 díasen crecer
(Magli y col, 1982).
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Unainterpretacióncomplementariadela heterogeneidaddelasCFU-S,esel concepto
de quelas célulascepaestánasociadasa dominiosreguladoresdentrode un “nicho”
microambien~.Las característicasde la células cepano son “intrínsecas” sino que
vienen determinadaspor el microambientehematopoyético(Schofield, 1978). En el
apartadoRegulacióndel sistemahematopoyético,setratarámásen detalle la teoría
de “nicho’ hematopoyético.

1. 1. 1.2,- Precursoreshematopoyéticosdonados‘in vitro”

.

Un segundohallazgo experimentalde relevancia,fue el desarrollode técnicasque
permitíanel cultivo ‘in vitre” de precursoreshematopoyéticos.

Los ensayos“in vitro” sellevanacabomedianteel cultivo decélulashematopoyéticas
en medio semisólido,en presenciade factoresreguladores.Bajo estascondiciones,
un precursordeterminadosigueun procesode diferenciacióny proliferación, dando
lugar tras un periodo adecuadode incubación,a una colonia, cuya composición
celulardependerádel precursorcultivado.

La supervivencia,proliferación y capacidadde formar colonias “in vitro” de los
precursoreshematopoyéticos,es dependientede factores reguladoresespecíficos:
factoresde crecimientohematopoyético(Burgess y col, 1980; Metcalf y Merchav,
1982), de tal maneraqueen ausenciade estos factoreslos precursoresmueren.

Las coloniasobtenidasmedianteel cultivo “in vitro” deprecursoreshematopoyéticos
son de origen clonal, procediendocadacolonia de una única célula (Moore y col,
1972; Prchal y col, 1976; Fausery Messner, 1978; Metcalf y col, 1980). Estos
ensayos clonales, permiten realizar estudios cuantitativos tanto de precursores
multipotentes,aún no restringidosa una línea hematopoyéticaconcreta,como de
precursorescomprometidosen un líneaconcretade diferenciación,

Cultivo “in vitro” de coloniasdemorfologíabhistica (Nakahatay Ogawa, 1982a).
El gran potencial de proliferación y diferenciaciónde estascolonias se demuestra
porque, al inyectar células de estas colonias en ratones irradiados con dosis
potencialmenteletales,son capacesde formarcoloniasen el bazodeestosanimales.
AsimismO, las células de coloniasblásticasson capacesde dar lugar, cuandose
cultivan 1’in vitro”, a nuevascoloniasblásticas,así comoacoloniascompuestaspor
células de diversas lineas hematopoyéticas.Estasobservacionesmostrabana las
coloniasblásticascomo originadasde las célulascepa.Estas colonias se obtuvieron
a partir de médula ósea de ratón, pero desafortunadamente,no se ha podido
extrapolarel ensayoa médulaóseahumana.
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Las HPP-CFC(Célula formadorade coloniascon alto potencialproliferativo), dan
lugaren cultivo “in vitro” acoloniasquecontienencélulasdiferenciadashaciala lfnea
macrofágica,así como célulascepa(Bradley y Hodgson,1979).

Recientementeha sidoposiblecultivar “in vitro” precursorespluripotentes(CFU-A)
(Pragnely col, 1988).Estosprecursoresposeenuna seriede característicascomunes
con las célulascepa, al poseerciertacapacidaddeautomantenimientoy bajaactividad
proliferativa.

Cultivo de precursoresde colonias mixtas. Estas colonias contienen células
eritroides, granulociticas,macrofágicasy megacariociticas(Metcalf y col, 1979;
Fausery Messner,1979).Estosprecursoressesituan en el esquemahematopoy¿tico
entrelas célulascepapluripotentesy los precursorescomprometidoshacíaunalínea
hematopoyéticadeterminada(Nakahatay Ogawa, 1982b).

Dentro del compartimientode precursorescomprometidos,los precursoresde la
línea granulo-macrofdgicafueron los primeros en clonarse“in vitro” sobre una
matriz semisólida(Bradley y Metcalf, 1966). Debido a que la existenciade este
precursorseponede manifiestoporsu capacidadparaformarcoloniasdegranulocitos
y macrófagosencultivo “in vitro”, sele conocecomoUnidadFormadorade Colonias
Granulo-Macrofágicas(CFU-GM), terminología que se emplea para todos los
precursoreshematopoyéticosdonadosen cultivo.

El compartimientode precursoresgranulo-macrofágicosestá constituido por una
población celular heterogénea,existiendoentre las células diferencias de tamaño,
densidad,capacidadde automantenimientoy respuestaa estímulos(Metcalf y Mac
Donald, 1975; Williams y Jackson,1977; Bol y Williams, 1980).

A diferenciadelasCFU-S, las CFU-GMposeenunacapacidaddeautomantenimiento
restringida,y unaalta actividadproliferativa(Lajtha y col, 1969; Metcalf, 1972).

Las CFU-GM se originan de forma continuadaa partir de las CFU-S (Wu y col,
1968), teniendolugar estatransiciónmedianteuna secuenciacontinuade cambios,
másquepor un único sucesode determinación.

Las CFU-GM no pueden revertir a CFU-S, ni comprometersehacia otra línea
hematopoyética(Metcalf, 1980).

Los precursoresde la línea eritroide constituyen,al igual que las CFU-GM, una
población celular heterogénea,definiéndosesegún su estado de maduración tres
precursoresclonables:UnidadFormadorade “Burst” Eritroides primitiva (BFU-E p),
que necesitaun períodode incubaciónde 8 días para su crecimiento, la Unidad
Formadorade “Burst” Eritroidesmadura(BFU-E m) quecreceen cultivo tras 4 días
de incubación, y la Unidad formadora de Colonias Eritroides (CFU-.e), que se
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desarrollaa los dos ó tres días de cultivo, y quees el precursormás diferenciado
(Gregory, 1976).

Las coloniasBFU-E contienencélulaseritroidesen distintosestadiosde maduración.
Mc Leod y col observaronque en las coloniasBFU-E, ocasionalmenteaparecían
megacariocitos,lo que les hizo postularque los precursoreseritroides conservaban
unabipotencialidaderitroide-megacariocítica(Mc Leod y col, 1980). Sin embargo,
ningún otro autor ha confirmadoéstahipótesis.

El cultivo deprecursoresmegacariociticos“in vitro” sedesarrollóinicialmenteen
matriz semisólida(Metcalf y col, 1975), y posteriormentese describió un nuevo
método para su clonaje,el “plasma clot” (Nakeff y Daniels-Mc Queen, 1976; Mc
Leod y col, 1976). El cultivo de estosprecursoresda lugaracoloniasquecontienen
células megacariociticasreconociblesmorfológicamente.En el caso del ratón, los
megacariocitosposeenactividad acetilcolinesterasa(Jackson,1973).

En la actualidad se acepta que la población de precursoresmegacariocíticoses
heterogenea,habiéndosedescrito hastael momentotresprecursoresmegacariocíticos
diferenciablespor su grado de maduración:BFU-MK (Unidad formadorade Burst
Megacariocfticos),CFU-MK (UnidadformadoradeColoniasMegacariociticas)y LIJ-
CFU-MK (Unidad formadorade coloniasMegacariocíticasde bajadensidad),si bien
éste último únicamenteha sido descrito en roedores,no en humanos(Long y col,
1985; Chatelainy col, 1988).

Hoy se sabeque los precursoreshematopoyéticosno están distribuidosde forma
homogéneaen la médula,existiendounaorganizaciónespacialdefinida, que refleja
la dinámicade los procesosde diferenciacióny proliferaciónseguidospor los distintos
precursoreshematopoyéticos(Lord, 1990),

La cantidadde CFU-Sen la proximidaddel huesoes2,5 veces mayorque en el eje
centralde la médula.Lascélulascepacon menorcapacidadde automantenimientose
localizan en la proximidad del hueso, mientrasque las células cepa con mayor
capacidadde automantenimientose encuentranmáscercanasal centro de la médula
(Lord y Hendry, 1972). Esta diferencia de distribución en relacióna las CFU-S,
sugiereun movimientodinámicode célulasquevan abandonandola médulaa través
del senovenosocentral.

Los precursoresCFU-OM seencuentranconcentradosaunos 120 gm dela superficie
del hueso(La distanciaentreel eje centraly el huesoes de 400 jtm), mientrasque
las células granulociticasen procesode maduración,se encuentranpróximasal eje
medular(Lord y col, 1975; Lord y Testa,1988).

Los precursoreseritroides,presentanun patróndedistribuciónsimilar al de lasCFU-
GM (Frassoniy col, 1982), Los precursoresmás primitivos (BFU-E) seencuentran
mayoritariamentea 180 ~mdel hueso.A. unos40t¿mestánlocalizadaslas CFU-Mix.
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La distribuciónespacialdelos precursoreshematopoyéticosdentrode la médulatiene
unagran importanciapráctica, tanto en clínica comoen accidentesradiológicos,ya
quedebidoal huesola distribución de la dosisderadiaciónrecibidaen la médulano
esuniforme.

1.1.2.-Regulacióndel sistemahematopoyético.

Paraque el sistema hematopoyéticose mantengaen homeostasis,ha de existir un
equilibrio entre los procesosde diferenciación y los de automantenimiento.Un
desplazamientode este equilibrio en cualquierade las dos direcciones,suponela
apariciónde procesospatológicos.

Asimismo, hayque teneren cuentala enormecomplejidaddel sistemahematopoyéti-
co, ya quesuponecoordinarsimultaneamentela produccióndeocho líneascelulares
principales,y regulartodoslosprocesosdediferenciación,proliferacióny maduración
celular.

Hoy se sabe que la regulaciónde la hematopoyesisno sólo está controladapor
componentesintrínsecos<dotacióngenéticaconstitutiva>,sino que los componentes
extrínsecos(influjos microambientales)jueganun importantepapelen la misma.

Son principalmentedos, los componentesextrínsecosimplicadosen la regulaciónde
la hematopoyesis,quesi bien sevan a tratarpor separadoen estaintroducciónpor
razonesde exposición,estánestrechamenterelacionados.

De los estudiosde cultivo “in vitro” deprecursoreshematopoyéticos,sededuceque
una parteimportantedel control de la hematopoyesisestámediadapor un grupo de
moléculas glicoprotéicasdenominadasfactores de crecimiento hematopoyético
(Metcalfy Merchav, 1982; Heyworthy col, 1990b).Asimismoexistentodaunaserie
de inhibidoreshematopoyéticos,capacesdecontrarrestarla acciónde los factores
de crecimiento(Lord y Wright, 1982; Axelrad, 1990).

Por otra parte, existenevidenciassobre asociacionesespecificasentre células del
estromay focos de hematopoyesis,quehan puestodemanifiestoel importantepapel
desempeñadopor el estromaen la regulaciónhematopoyética<Dexter, 1982).

1.1.2.1.-Factoresde crecimientohematopoyético

.

La mayoría de los factores de crecimiento hematopoyéticofueron identificados y
posteriormentecaracterizadosy purificados,basándoseensucapacidadparaestimular
la proliferación“in vitro” de célulashematopoyéticasclonales.Es por ello queseles
denominóFactoresEstimulantesdeColonias(CSFs)(Metcalf, 1984).
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El prefijo o sufijo queacompañaa las siglas CSF, hacereferenciaa la líneacelular
queesestimuladamayoritariamentepor esefactor. Así, el GM-CSFes el factor que
estimula mayoritariamentea precursorescomprometidoshacia la línea granulo-
macrofágica.

Todos los CSFs caracterizadoshasta el momento, al menos los de ratón, son
glicoproteinasdepesomolecularentre23.000y 70.000y son activosa concentracio-
nesmuy bajas,del ordende 1&1¡~1013M.

Todos ellos son producidospor más de un tipo celular, tienenuna vida media en
sueromuy cortay muestranunaespecificidadrelativasobreunalíneahematopoyética
determinada.Parecenteneractividadbiológicarestringidaa célulashematopoyéticas,
pero dentrode las distintaspoblacionesalgunosmuestranactividad sobrediferentes
tipos celulares,mientrasqueotrossóloejercensu acciónsobreunalíneahematopoyé-
tica concreta(Figura3).

Existen receptoresespecíficospara cada factor. Los precursoreshematopoyéticos
muestranen su superficiereceptoresparadistintos factores (Keller y col, 1988).

Los CSFs no sólo son capacesde estimular la proliferación de precursores
hematopoyéticos,sino que también son capacesde actuaranivel de diferenciación,
e incrementandola actividadfuncional delas célulasmadurasde la sangre.Éstopone
de manifiestola relevanciaqueestosfactorestienenen el casodeinfeccioneslocales
o reaccionesa alérgenos,siendode crucial importanciaque los factores puedanser
producidoslocalmentepor fibroblastos,célulasendoteliales,macrófagoso mastocitos
(Wodnar-Fillipowiczy col, 1989).

No seconoceel mecanismode accióncompletode ningunCSF. A nivel bioquímico
las células sobrelas que actúael factor sufren toda una seriede cambios. A nivel
biológico esdifícil pensarqueexista un solo mecanismoque expliquelos diferentes
efectosatribuiblesa los CSFs.En el casodela diferenciación,que es irreversible,
una vez que ha tenido lugar no necesitala presenciade factores. Sin embargoen
procesosde proliferacióno de aumentode capacidadfuncional es necesarioque el
factorestépresentede maneracontinuada.Ésto lo explicanalgunosautoresbasándose
en el hecho de que los fenómenosde diferenciaciónson consecuenciade cambios
genéticos,mientrasquelos procesosdeproliferacióny aumentodefuncionalidad,se
dancomoconsecuenciade la interaccióndelos factoresestimulantesconelementos
de la membranacelular (Pigoli y col, 1982).

Existe poca homologíaentre los factores estimulantes,lo que indicaría quehan
evolucionadode forma independiente.Sin embargo,hay quedestacarquelos genes
quecodificanparaestosfactoresestánlocalizadosmuy próximos.En humanoséstos
se localizanen el cromosoma5 dentrode la regiónq23-q33.En estaregión, además
delos genesquecodificanla IL-3, GM-CSFy M-CSF, tambiénselocalizael genque
codifica parael receptordelM-CSF (Huebnery col, 1985).
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Es fácil concluirque alteracionesen estosgenesseríancrucialesen el desarrollode
enfermedadesmalignas.Así, sehaobservadoquepacientescon leucemiamieloblásti-
ca muestrandeleccionesen el cromosoma5 (Clark y Kamen, 1987).
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Figura3: Papelde los Factoresde CrecimientoHematopoyéticoen la
regulacióndelSistema.(Griffin, 1988).

A.- Tipos de factoresde crecimiento.

Los factoresdecrecimientohematopoyéticosmayoritariosson: eritropoyetina(Epo),
factor estimulantede coloniasgranulo-macrofágicas(GM-CSF), factor estimulan-
te decoloniasgranulociticas(O-CSF),factorestimulantedecoloniasmacrofágicas
(M-CSF) y el multi-CSFó IL-3. Recientementesehacaracterizadoun nuevo factor
de crecimientohematopoyéticoel factorestimulantedecélulas cepa(SCl3).

El clonajedeestasmoléculas,mediantetécnicasdeADN recombinante,hapermitido
obtenerlasen cantidadessuficientescomoparapoderprofundizar,tanto en el estudio
de sus propiedadescomo de sus posiblesaplicacionesexperimentalesy clínicas
(Metcalf, 1985; Metcalf, 1986; Clark y ¡(amen, 1987; Heyworth y col, 1990a).
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Si bien los CSFsmuestranun solapamientoen su acciónsobre las célulashematopo-
yéticas (Tabla 1), sus células blanco siguenun esquemajerarquizado,que coincide
con el esquemade jerarquíasde las célulasdel sistemahematopoyético.

Tabla 1: Acción solapadade los Factoresde crecimientosobre los
precursoreshematopoyéticos.

B.- Poblaciones“blanco” de los CSFs.

La IL-3 actúaa nivel deprecursorespluripotentes,muy indiferenciadosdentrode la
jerarquíadel sistemahematopoyético,así comosobreprecursoresmáscomprometi-
dos. Se ha descrito que estimula la supervivenciade las CFIJ-S “in vivo” y el
crecimientodeCFU-Mix ‘in vitro” (Spivacky col, 1985).

El SCF, si bien no poseeunafuerteactividadestimuladorapor si mismo a nivel de
célulascepamieloidesy linfoides, cuandosecombinacon GM-CSF o IL-7 tiene un
fuerte efectosinérgico(Witte, 1990).

El GM-CSF, estimulaprincipalmenteprecursoresgranulo-macrofágicos(CFU-GM),
pero también puede estimular CFU-Eo y en cierta medida CFU-Mix, cuando las
concentracionesde factor presentesson elevadas.El GM-CSF estimula asimismo
precursoreseritroides y megacariocíticos(Metcalf y col, 1980).

El G-CSF,estimulael desarrollode neutrófilosa partir deprecursoresgranulocíticos
(Metcalfy Nicola, 1983),aunqueenpresenciadeotros factoresactúasinergísticamen-
te, permitiendoel crecimientode célulasde otraslineashematopoyéticas(Heyworth
y col, 1988).

El M-CSF, estimulala divisióny proliferacióndelos precursoresgranulo-macrofági-
cos (CFU-GM) haciamacrófagos.Igual queel G-CSF,el M-CSF sinergizaconotros
factores(Golde, 1990).

MOTOR CFtI- CPU.- CPU- CPU- cru- cpu- aru- CPU-
Mlx GM G M Eo Meg E e

L-3 + 4 4 -1• 4 + 4 +

GM—CSF t + 4 + 1 + 4

-

- 4- + - - -

M-CSF - 4- - + - -

Eno — — - - — 4 t +
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La eritropoyetinaes imprescindibleparaque los precursoreseritroides (BFU-E y
CFU-e)completensu maduración,si bien en el caso de precursoreseritroidesmás
inmaduros(BFU-E) esnecesariala presenciadeotros factores(IL-3 y GM-CSF)para
queestos proliferen “in vitro” dando lugar a coloniaseritroides (Baves y Eaves,
1978).

Unagran variedaddebiorreguladores(IL-1, IL-4, IL-S e IL-6) tambiéninfluyen en
el crecimientoy diferenciaciónde los precursoreshematopoyéticos.Aunquesólo la
IL-5 escapazde inducir la formaciónde colonias “in vitro” a partir de precursores
eosinófilos (Clutterbucky Sanderson,1988), todos ellos puedenactuar de forma
sinérgicacon los CSFsparaestimulary modular la produccióncelular. Por ejemplo
la IL-1 sinergizatantoconM-CSF induciendola diferenciacióny proliferaciónde las
células cepahaciamacrófagos(Stanleyy col, 1986), como con G-CSF, IL-3 6 GM-
CSF(Moore y Warren, 1987).

C.- Célulasproductorasde CSFs.

La IL—3 esproducida“in vitro” por células T activadasy por determinadaslíneas
celularesde leucemiamielomonocitica. “In vivo”, sin embargo,no ha podido ser
detectadani siquieraen animalesen los que seestáproduciendounarespuestadelas
célulasT a antfgenos(Garlandy col, 1983).Un fenómenosimilar seha descritopara
la IL-2. Puestoque la IL-3 y la IL-2 actúanestimulandola proliferación de células
cepa y células-T respectivamente,no es de extrañar que su producción esté
estrechamentelimitadae inclusoqueesténsometidosa un control local.

Esdedestacarqueno han podidoencontrarsenivelesdetectablesdemRNA paraIL-3
en estromamedular “in vitro”, en condicionesen las que la hematopoyesisseestá
manteniendopor largosperíodosde tiempo (Spooncery col, 1986), Tampocose ha
podido detectaren estos sistemas,proteínabiológicamenteactiva,

El GM-CSF se ha podido detectar en suero, pudiéndoseobtener moléculas
biológicamenteactivasapartir de cultivos acortoplazo dediferentestejidos (Nicola
y col, 1979). Se ha descrito, quelos mayorescambiosen los nivelesde GM-CSF
circulantese obtienentras una infección bacterianao una inyección de endotoxina
bacteriana.El GM-CSF “in vitro” puedeser producidopor células-it fibroblastosy
célulasendotelialesestimuladasadecuadamente,poniendode nuevodemanifiestoel
importantepapel desempeñadopor este factor en la regulaciónde la respuestade
células madurasa infecciones.

Célulasdel estromamedular,cultivadas“in vitro”, son capacesde producir niveles
detectablesde GM-CSF, indicandoque estefactor debejugar algún papel en la
hematopoyesismedular(Quesenberry,1986; Gualtieri y col, 1986).
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El G-CSFy M-CSF tambiénson detectables“in vivo”, y al igual que el GM-CSF
puedenserproducidos‘in vitro’ pordiferentestipos celulares,incluyendocélulasdel
estromamedular.Las célulasdel estromamedulartambiénson capacesde producir
IL-4 (Quesenberry,1986). Así, las células estromalesdel microambientemedular
disponende la maquinadanecesariaparasintetizaruna seriede moléculasregulado-
ras: GM-CSF, G-CSF, M-CSF eIL-4, pero no la IL-3.

D. - Inhibidoreshematopoyéticos.

Si bien la existenciade factores de crecimientohematopoyéticono ha sido nunca
discutida, la presenciade inhibidoresha sido cuestionadadurantemuchosaños.

Hoy se aceptaque los inhibidores están estructuralmentepróximos a los CSFs,
interfiriendoen la produccióno acciónde éstos,actuandomediantemecanismosde
regulación“feedback”.

Sehandescritodos moléculasinhibidorasanivel delas célulascepa.Unade ellasde
alto pesomolecular(50-100Kd) (Lord y Wright, 1984), queactúasobrepoblaciones
de CFU-Saltamentepurificadas,sugiriendosu accióndirectasobreestosprecursores.

El otro inhibidor de célulascepadescrito,poseebajopesomolecular,ha sidoaislado
de médulade ternerafetal, e inhibe la entrada de las CFU-S en fasede síntesis
(Frindel y Guigon, 1977).Recientementeseha demostradosu acción‘Un vivo como
inhibidor de procesosde proliferación (Lenfanty col, 1989).

Recientementeseha purificadoun compuestoderivadode macrófagos,queinhibede
forma reversible la proliferación de la células cepa, denominadoSCI (stem ceil
inhibitor). Ensayosde inhibición con anticuerposy la secuenciadel SCI, hanpuesto
de manifiestoqueeste factor es idéntico a una citoquina previamentedescrita,el
MJP-la (proteína inflamatoria de macrófagos). Las actividades biológicas del
SCTJMIP1asugierenquees un reguladornegativoprimariode la proliferaciónde las
célulascepahematopoyéticas(Grahany col, 1990).

En la actualidad se están realizando estudios con estos inhibidores en células
humanas,debido a la gran aplicaciónclínica que tendrían,por su capacidadde
protegerla méduladurantetratamientosantitumorales(Dextery White, 1990).

Sehan descritounagran variedadde moléculasqueinhibendirectao indirectamente
la granulopoyesis.Todasestasmoléculastienenuna seriede característicasen común
comoson,la naturalezaquímica(generalmentesonglicoproteinas),su complejomodo
de acción (el cual puede ser altamentedependientedel microambientey no está
restringidoa la granulopoyesis),sus interaccionescon factoresde crecimiento, su
posible sinergismoy la falta de datos en relación a su papel fisiológico. Entre los
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inhibidoresde la granulopoyesiscabedestacarla ferritina ácida, interferón-ay y,
prostaglandinasy factor de necrosistumoral(Guigon y Najman, 1988).

Existen tambiéninhibidoresde la granulopoyesisdebajo pesomolecular. A partir de
médulamurina, seha obtenidoun pentapéptidoquees un fuerte inhibidor de CPU-
CM humanasy murinas“in vitro” y de CFU-GM, CFU-S y granulocitosperiféricos
“in vivo” (Laerumy Paukovits,1984).

Seha descrito un inhibidor especificode las BFU-E, una glicoproteinaneutracapaz
de reducir de manera reversible la proporción de precursoresBFU-E que se
encuentranen fase de síntesis,sin afectara las CFU-S, CFU-GM o CPU-e. Los
nivelesde esteinhibidor en la médulaparecenestarreguladospor mecanismosde
control genético,de desarrolloy fisiológicos(Axeirad, 1990).

Otras moléculasson capacesde inhibir las BFU-E pero su acciónno es específicade
éstas.Entre ellas podemoscitar al factor de necrosistumoral-a,TGFfl (“Transfor-
ming Growth Factor)e interferón-ay y (Del Rizzo y col, 1990).

Los factores implicados en la regulaciónnegativade los megacariocitosson poco
conocidos,Sesabequeel interferón-ay y inhiben el desarrollodeCFU-Meg,aunque
el interferón‘y requierela presenciade célulasaccesorias(Guigony Naj man, 1988).

1.1.2.2.-Estromahematopoyético

.

Aunque el crecimiento “in vitro” de coloniasapartir de precursorescomprometidos
hematopoyéticossólo dependede la adición de moléculas estimuladoras,la
hematopoyesisquese desarrolla “in vivo” tiene lugar dentro de un microambiente
altamenteestructuradoendondeestánpresentescélulasdelestroma,no hematopoyéti-
cas.

Durante muchos años se ha intentado clarificar, hastaque punto las células del
estromaconstituíanun simplesoporteen dondeselocalizabanlas célulashematopoyé-
ticas, respondiendoéstasaestímulosexternos,o si porel contrarioel estromajugaba
un papel determinanteen el desarrolloy la regulaciónde la hematopoyesis.

Las evidenciasde que las células del estroma que forman el microambiente
hematopoyéticojueganun papel directoo indirecto en la regulaciónde la hematopo-
yesis, procedende diversaslineasde investigación:

- Ratonesmutantes.Sehanproducidocepasderatónconmutacionesen los loci
W y Steel del cromosoma5 y 10 respectivamente(WIWvy Sí/Síd), que se
caracterizanpor teneruna anemiamacrocitica.En cadauna de las cepasla
anemiatienedistinto origen. En la cepaW/Wv, el microambientehematopo-
yético es normal, pero tienenun defectoen la población de células cepa, lo



-16-

queconducea que no hayaCFU-S (Mc Culloch y col, 1964).La anemiade
estos animalespuede curarsesi se les haceun trasplantede médula que
contengacélulascepanormales.

Los ratonesmutantesSí/Síd poseenuna población de células cepanormal,
pero el estromahematopoyéticoes defectivo (Mc Culloch y col, 1965). La
anemiano puedecurarsecon un trasplantede médula,es necesarioimplantar
a estosanimalesun microambienteadecuado(bazode un ratón normal), que
puedaser colonizadopor célulascepadel receptor.

Los estudiosrealizadoscon estascepasmutantesde ratón,demostrabanque
son necesariastanto unapoblación de célulascepacomo un estromanormal
paraque tengalugaruna hematopoyesiscorrecta(Dexter y Moore, 1977).

-Cultivo de larRa duraciónde médulaósea(LTBMC>. La puestaa punto de
técnicasde cultivo “in vitro” de precursoreshematopoyéticospluripotenteso
comprometidos,fue un pasodecisivoparael conocimientodela estructuradel
sistemahematopoyético.Sin embargo,estos ensayosno permiten el estudio
de los mecanismosde control queacontecen“in vivo” paraque el sistema
hematopoyéticomantengasu homeostasis,yaqueduranteel períodoquedura
el cultivo las célulasvan perdiendogradualmentesu potencial proliferativo,
de tal maneraque tras 7-14 días, en el cultivo ya sólo puedenencontrarse
células maduras.

Graciasal desarrollodel cultivo de largaduraciónde médulaósea(Dexter y
Lajtha, 1974), sepudo demostrarla importanciadel estromaen la regulación
hematopoyética(Dexter y col, 1984).

En el cultivo descritopor Dexter, sobreunacapaadherenteestablecida,tiene
lugar la proliferación y mantenimientode las CFU-S. Estas CFU-S se
diferencianen el cultivo hacíacélulasgranulociticas(Williams y col, 1977),
precursoreseritroides (Testa y Dexter, 1977; Dexter y col, 1981), y bajo
condicionesapropiadashaciamegacariocitos,plaquetas(Williams y col, 1978)
y precursoreslinfoides (Jones-Villeneuvey Philips, 1980).

La necesidad de un estroma funcional para que pueda mantenersela
hematopoyesissepusodemanifiestoen variosestudiosrealizados:(1) Cuando
las células de médula se cultivaban en placassiliconizadas,que inhiben la
adherenciade las células, no se manteníala hematopoyesis(Dexter y col,
1977). (2) Las célulasdel estromadeotros órganos,incluidoel bazo,no eran
capacesde mantenerla hematopoyesis(Reimanny Burger, 1979). <3) La
médulade ratonesSI/Síd quetienen un microambientedefectivo, no eracapaz
de formar unacapaadherentefuncional que mantuvierala hematopoyesisen
LTBMC. Aunquela capaformada no erafuncional, mostrabauna morfología
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normal, lo quellevó a pensarqueel defectode la caparesidía en la falta de
interaccióncélula-célula.

- Implanteectópico de médula.El implanteectópico de médula óseabajo la
cápsularenal, tiene como consecuenciala formación de un osículo que
contienemédula activa. En este caso, el estromaque se desarrollaes del
animal donador, mientras que las células hematopoyéticasprovienen del
receptor.Así, la capacidadfuncional de eseestromase mediría directamente
por el númerode precursoresasentadosen él (Schofield, 1986b; Molineux y
col, 1987).

El estromaintervieneen la regulacióndel sistemahematopoyéticoa través de tres
víasfundamentales:

A.- Interacciónentrecélulasdel estromay células hematopoyéticas.
B. - A travésde la matriz extracelular.
C. - Liberando factoresde crecimientohematopoyéticos.

A.- Interaccióncélula del estroma-célulahematopoyética

.

El hechode que las interaccionescélula-célulafueran importantespara el manteni-
miento de la hematopoyesis,se puso de manifiestoal observarque si en un cultivo
de larga duración de médula, se aislabanlas células hematopoyéticasde la capade
estroma utilizando cámaras de difusión, la hematopoyesisdecaía rápidamente
(Bentley, 1981).

Mediante estudiosmorfológicos “in situ” de la médula ósea(Lichtman, 1981) y
análisis in vitro” de clonesde célulasestromales(Zipori y col, 1985), se hapodido
determinarla granheterogeneidaddel estromamedular.La complejidadmostradapor
las poblacionescelularesdel estroma,hace difícil el estudio de las interacciones
concretasquetienenlugarentrelas célulashematopoyéticasy las célulasdel estroma.

Porello, la aproximaciónexperimentalseguidaparael estudiodeinteraccionescélula-
célula, es la de utilizar lineasestablecidasde célulasestromales,capacesde mantener
la hematopoyesis“in vitro” durantelargosperíodosde tiempo (Kodamay col, 1984;
Hunt y col, 1987; Whitlock y col, 1987;Itoh y col, 1989).

La mayoríade las lineasestromalesestablecidasse han obtenidoa partir de cultivos
de largaduraciónde médulaósea,eliminandolas célulascepahematopoyéticas,por
ejemplomedianteirradiación(Dexter y col, 1977; Johsony Dorshkind, 1986).
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Se ha observado,queesnecesariala existenciade una interacciónentrelas células
del estromay las célulascepaparaqueéstaspuedanmantenerse“in vitro” por largos
períodosde tiempo(Coulombel y col, 1981).

Si seañadenCSFsa un cultivo de largaduración,tienelugar unamaduraciónde las
célulascepa, sin embargo,aquellascélulascepaqueestánen intimo contactocon la
capadeestroma,seencuentranprotegidasdelefectode los CSFs,no siendoinducidas
a diferenciar. Ésto, apoya la hipótesis de “nicho hematopoyético”propuestopor
Schofield(Schofield, 1978).

Los “nichos” representandominiosreguladoresde célulascepa.Así, la médulaestaría
compartimentalizadaen unidadesfuncionalesaltamentedelimitadas,poniéndosede
manifiestola granimportanciade la existenciade interaccionesentrecélulas cepay
células del estroma. Si las células cepa pierden el contacto con el estroma,
abandonandoel “nicho hematopoyético”,quedanexpuestasatodaunaseriedeinflujos
microambientales,capacesde inducir la diferenciaciónde las célulascepa.

B.- Matriz extracelular

.

El estromamedularestácompuestopordiferentespoblacionescelulares(macrófagos,
células reticulares,célulasendotelialesetc.),asícomo por matriz extracelular.

Los componentesmás estudiadosde la matriz extracelularson los proteoglicanos.
Los proteoglicanosson sintetizadospor células de tejidos hematopoyéticos,y
principalmentepor células del estroma (Minguelí y Tavassoli, 1989). Una vez
sintetizadas,estasmoléculasmigranala membranacelularpermaneciendoallí durante
un periodo de tiempo, transcurridoel cual son liberadosal espacioextracelular.

El interés sobre estasmoléculas surgió al observarseque ciertos proteoglicanos
estabanlocalizadosen áreasconcretasdel bazo, en dondeestabateniendolugar una
fuerteactividad hematopoyética(Mc Cuskeyy col, 1972).

Los proteoglicanosestánimplicadosen la regulaciónde procesosde crecimientoy
diferenciación,principalmentedel sistema hematopoyético(Gordon y col, 1987;
Bentley y col, 1988). De hecho,seha observadoqueel glicosaminoglicanoheparán
sulfato, puede unir de forma selectiva factoresde crecimiento hematopoyéticos,
presentándoselosdespuésa los precursores(Robertsy col, 1988).

Otra proteínabien caracterizadade la matriz extracelular,la hemonectina,está
implicadaen procesosde unión específicade granulocitosduranteel desarrollotanto
fetal comopost-natal(Campbelly col, 1987; Petersy col, 1990).
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Los procesosde maduraciónde precursoresde la línea eritroide estánasociadoscon
cambiosen los receptoresde fibronectina(Vuillet-Gauglery col, 1990), indicando
el papel queéstajuegaen la regulaciónde célulaseritroides.

Los precursoreshematopoyéticossintetizannivelesaltos de condroitínsulfato, el
cual sc postulaqueintervienefavoreciendola unión precursores-célulasdel estroma
(Zuckermany Wicha, 1983).

C. - Liberaciónde factoresde crecimientohematopoyético

.

Seha descritoquelas célulasdel estromade cultivo delargaduraciónde médulaósea
producenCSFs (Heard y col, 1982; Gualtieri y col, 1982; Shadducky col, 1983).

Cabe pensar que los factores de crecimiento hematopoyéticoson producidos
localmentepor células del estroma, uniéndoseinmediatamentea receptoresde
membranade precursorescercanos.El factor unido al receptor se internaliza
posteriormenteen el precursor(Tushinski y col, 1982).

Laproducciónde factoresdecrecimientohematopoyéticopodríaestarreguladade tal
manera,que sólo se produjesela cantidad de factor necesariapara saturar los
receptorespresentesen los precursores,lo que explicarla el hecho de que no se
encuentrenconcentracionesaltasde estosfactoresen los sobrenadantesdelos cultivos
de largaduraciónde médulaósea(Tavassoliy col, 1990).

1.2.- EFECTODE LA RADIACION SOBREEL SISTEMA HEMATOPOYE-
lICO.

1.2. 1 . - Síndromescausadospor la radiación.

Dentro de las múltiples clasificacionesque puedenestablecersesobre los efectos
biológicos de las radiacionesionizantes, la división entreefectosestocásticosy
efectosdeterministastiene para nosotrosespecialinterés,al permitimosdelimitar
nuestrocampo de trabajo. La distinción entre ambostipos de efectosatiendea la
naturalezadel dañoproducido.Así, los efectosdeterministassedefinencomoaquellos
cuyagravedadesfunciónde la dosisde radiaciónrecibiday en los cualesexisteuna
dosis umbral, por debajode la cual no se manifiestanefectos.

Enestegrupo se incluyenlos diferentessíndromesde radiación.El primerode ellos,
el Síndromedel SistemaNerviosoCentral,seproducetras dosis muy elevadasde
radiación(10-15 Gy). La muertedel individuo tienelugarpocashorasdespuésdela
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exposiciónala radiación,comoconsecuenciade un dañocardiovasculary neurológico
severo.

Lógicamenteconestasdosisno sóloseve afectadoel sistemanerviosocentral.Otros,
comoel sistemagastrointestinalo el sistemahematopoyético,tambiénsufrenun daño
severoque les conduciráa unadisfunción. Sin embargo,al producirsela muerteen
un períodode tiempo muy corto, estos efectosno llegarana ponersede manifiesto
(Hall, 1973).

Condosis de radiacióninferiores(5-10 Gy) la muertedel individuo tiene lugar a los
pocosdías, comoconsecuenciadel SíndromeGastrointestinal.

La radiación, al afectar a las células cepade las criptas del epitelio intestinal,
reduciendosu número,disminuyeel aportede nuevascélulas madurasconduciendo,
en último término,a la despoblacióndeltracto gastrointestinaly por tanto a la muerte
del individuo (Hall, 1973).

Por último, con dosismoderadasderadiación(2-10 0>’) seproduceel denominado
SíndromeHematopoyéticoo de la Médulaósea.

El síndromehematopoyéticosecaracterizapor unaaplasiaparcial o total del tejido
hematopoyético,dependiendode la dosisderadiaciónrecibida,provocandola muerte
del individuo en un períodode tiempo no superiora los 60 días.

La pérdidadeprecursoreshematopoyéticos,tantopluripotentescomocomprometidos,
produceun descensoen el númerode células madurasen sangreperiférica, lo que
conlíevala apariciónde infeccionesoportunistas,deteriorodel sistemainmune,etc.
(Hendry, 1985; Schofield, 1986a).

1.2.2.-Sensibilidadde los precursoreshematopoyéticosa radiacionesionizantes.

La sensibilidadde los precursoreshematopoyéticos,en términosde pérdidade su
capacidaddeproliferación, sedeterminamediantelas llamadascurvasdesuperviven-
cia. En radiobiologiaseutilizan, entreotros, dosparámetrosparadescribirlascurvas
de supervivencia celular, D0 y n, ambos característicosdel conocido modelo
multiblanco simpleimpacto (Silini, 1975).

D0 viene determinadapor la pendientede la zona exponencialde la curva, e indica
la dosisde radiaciónrequeridapara reducirla supervivenciaa un 37% en la zona
exponencial. n, númerode extrapolación, está relacionadocon la capacidadde
acumulary reparardaño subletal.
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Desdehacetres décadas,cuandoTilí y Mc Culloch determinaronpor primeravez la
radiosensibilidadde las CFU-S (Tilí y Mc Culloch, 1961), se han realizado
numerosasdeterminacionesde los parámetrosD0 y n, de distintos precursores
hematopoyéticosy en muy distintascondicionesde experimentación.

IDe estostrabajossededucequela supervivenciade las CFU-Sno esdependientede
la cepade ratón,queseve poco afectadapor la tasade dosis,y que sin embargoes
dependientedel tipo de radiaciónutilizado (D~= 1,0 Gy pararayos y y 0,77 0>’ para
rayosX).

La radiosensibilidadtambiénseve afectadapor el órganoorigen dela población de
CFU-S (Las CFU-S de hígadofetal se muestranmásradio-resistentes(D0= 1,5 Gy)
que las CFU-Sde bazo y médula ósea),y por la fasedel ciclo celular en la quese
encuentrela CFU-S (Hendry, 1972).

En cuantoa la radiosensibilidadde los precursorescomprometidos,mientrasquelos
precursoreseritroidestienenunasensibilidadsimilar ala delas CFU-S(lJ~=0,74 Gy,
rayos-X), los precursoresde la línea granulo-macrofágicason másradioresistentes
(D0= 1,8 Gy) (Wagemakery col, 1979; Hendry, 1985; lmai y Nakao, 1987).

Estudiosrealizadosen humanos,muestranquesusCFU-GMtienenunaradiosensibili-
dadmuy parecidaalas CFU-GM de ratón (Testay col, 1985).

1.2.3.-Recuperaciónhematopoyét¡caespontáneatrasunairradiación.

Siempreque la irradiación no supongala desapariciónde todas las células cepa
hematopoyéticasdel individuo, lo que sólo ocurrea dosis muy elevadas(superiores
a 15 Gy), la población de CPU-S supervivientecomienzatras 24 ó 48 horas a
repoblarsu compartimiento,con un tiempo medio de duplicaciónde 28 horas en el
fémur y de 16 horasen el bazo,paradosisde radiaciónsuperioresa 3,0 0>’ (Lajtha
y col, 1971).Cuantomenorseala dosisde radiación,mayorseráel tiempomediode
duplicación.El tiempo mediode duplicaciónde 28 horases similaral queposeenlas
CPU-S no irradiadas, trasplantadasa un receptor primario y probablemente
representanlos valoresóptimosparasituacionesde repoblaciónhematopoyética.

Despuésdela faseregenerativa,las CFU-S alcanzanvalorespróximosal control, sin
queexistanevidenciasde superaciónde los valoresnormales,ni en bazoni en fémur.
Este comportamientosugiere la ausenciade daño residual en la CFU-S tras la
irradiación. A esterespectoexistenopinionescontradictorias.Algunos autoreshan
descrito una menorcapacidadde la CFU-S tras una irradiaciónpara regenerarla
hematopoyesisde ratonesreceptorespreviamenteirradiados(Croizat y col, 1970).
Asimismo, en ratonesirradiadoscon dosisde 5,0 0>’ seha descritoque las CFU-S
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30 días despuésde la irradiación se encuentranpor debajo de los valores control
(50% del valor control) (Grandey col, 1990).

En relacióna las CFU-GM, tresdíasdespuésde la irradiación (4,5 Gy), los valores
de estosprecursoresson incluso inferioresa los de la CFU-S, lo que sugiereque la
recuperacióndelas CFU-GMse inicia unavez sehadisparadola recuperacióndelas
CFU-S (Testay col, 1974).

Duranteel períodode regeneración,las curvas de CPU-CM y CFU-S muestran
perfiles muy semejantes.Sin embargo,al ser el tiempo de duplicaciónde las CPU-
GM (24horas)ligeramenteinferior al delas CFU-S (28 horas),losprecursoresCPU-
GM alcanzansusvaloresnormalesantesquelas CFU-S.

En bazo, los patronesde recuperaciónson diferentes. Cinco díasdespuésde una
irradiacióncon 4,5 Gy, los valoresde CPU-CMen bazose encuentranun ordende
magnitudpor encimade las CFU-S, y en el día 15 post-irradiaciónlos nivelesson
superioresa los normales,si bien vuelven lentamentea los valores control en días
posteriores(Testay col, 1974).

Respectoa los precursoresde la línea eritroide, estosdesciendenal 50% del valor
control tras 1,5 0>’, recuperándoseposteriormentehastasuperarlos valorescontrol
los días7-10, perIodo en el quelos valores de CFU-S aún son subóptimos(Hendry
y Lord, 1983; Testa y col, 1985). Esto demuestrala existenciade procesosde
amplificación extra por partede los precursoreseritroides, paraasegurarque los
nivelesdeeritrocitosen sangrevan aser los adecuadosinclusoaunquelos nivelesde
CFU-S esténdisminuidos.

1.2.4.-Terapiahematopoyética.

Lógicamente,aunqueel sistemahematopoyéticotieneuna ciertacapacidadintrínseca
de recuperación,ésta no es suficienteen casosen los que una gran parte de los
precursoreshematopoyéticoshan sido esterilizadosproliferativamenteporun agente
citotóxico, lo queha hechonecesariodesarrollartodauna seriede terapiasde apoyo.

Este es el caso del trasplantede médula ósea, aunquepor su complejidady
agresividadpuedeno resultarsiempreel másadecuadoa aplicar. Así, hay que tener
en cuentalos riesgosderechazoinjertocontrahuespedy las limitacionesdeencontrar
un donanteadecuado,asícomo la edadde los receptores(Blume, 1986).

Al ser la apariciónde infeccionesoportunistasy de hemorragiasuna de las causas
principalesde muertetras la irradiación,seintentósolventaresteproblemamediante
transfusiones.Los resultados alcanzadoscon estas terapias no han sido muy
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satisfactoriospara el casode granulocitos,aunqueresultan temporalmenteeficaces
paraeritrocitos y plaquetas.

En los últimos años,la investigaciónen estecampoha ido fundamentalmentedirigida
al estudio de compuestoscapacesde proteger y/o estimular a los precursores
hematopoyéticospluripotentesque sobreviven a la irradiación, acelerandode esta
manera la recuperaciónhematopoyética,y por tanto disminuyendoel riesgo de
aparición de infeccionesoportunistasy hemorragias(Neta y Oppenheim,1988;
Butturini y col, 1988).

1.3.- MODIFICADORESDE LA RESPUESTABlOLOGICA.

Los modificadoresde la respuestabiológica (MRB) hansidodefinidoscomo“agentes
capacesde modificar la relaciónentreun tumor y su huesped,mediantela manipula-
ción de la respuestabiológica de éste hacia las células tumorales,consiguiendo
resultadosterapeúticosefectivos”.

En basea los conocimientosactuales,se aceptaque los MRB puedenactuarde dos
formasbiendefinidas.De unaparte,comopotenciadoresdelasfuncionesantitumora-
les de algunascélulas del sistemainmune, y por otra, restaurandolas poblaciones
celularesafectadaspor los tratamientosclásicosde quimio- y radio-terapia.Nuestro
interéssecentraen ésteúltimo punto.

Una de las limitacionesen el usode tratamientosantitumoralesseencuentraa nivel
del tejido hematopoyético.La gran sensibilidaddeésteconducea estadospatológicos
delinfopenia,granulocitopeniay trombopenia,tras la quimio- radio-terapia.Aquellas
drogasque estimulen o protejan el sistema hematopoyéticovan a permitir un
tratamientoantitumoralmásdrásticoy por tanto máseficaz, ya quela eficacia está
directamenterelacionadacon la intensidaddel tratamientoaplicado.

Debido al gran númerode MRB descritoshastael momento,es difícil su clasifica-
ción, basándoseéstasegúnlos autoresen su naturalezaquímica, sus propiedadeso
su mecanismode acción,

1.3.1.-Factoresde crecimientohematopoyético.

Debido a quelos factoresdecrecimientohematopoyético,y en concretoCSFseILs~
estimulan la proliferación de células cepa hematopoyéticas“in vitro” (Apartado

/
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1.1.2.1),sehadespenadoun graninterésen su potencialaplicaciónpara acelerarla
recuperaciónhematopoyéticadespuésde tratamientosde quimio- radio-terapia.

En la actualidad,la mayoríade los factoresdecrecimientohematopoyéticodescritos
han sido donados,y por tanto se disponede ellos en forma recombinante(rIL-3,
rGM-CSF, rG-CSF, rM-CSF, rIL-I, SCF).

Los estudiossobre estos factores han abarcadodesde trabajos en animales de
experimentación(ratones,perrosy monos),hastasu aplicaciónclínica en humanos
sometidosa tratamientosantitumorales(Testay Dexter,1989; Glaspyy Golde,1990),
incluyendotambiénaccidentesradiológicoscomoel de Brasil (Butturini y col, 1988>
o Chernobil (Cale y Butturini, 1990).

1.3.1.1.-Interleupuina3 (IL-3Y

La IL-3 conun rangodeactividadmayorqueel descritoparaotros CSPs,pareceser
el estimuladormáseficaz de la trombopoyesis(Leary y col, 1987).

Ratones normales tratados con IL-3, muestran un incremento de precursores
pluripotentesy comprometidosen bazo,si bien en la médulaóseael númerode estos
precursoresdisminuye (Kindler y col, 1986). Este hechopuedeser debido a una
migración de precursoreshematopoyéticosdesdela médula hacia el bazo como
consecuenciadel tratamientocon IL-3 (Lord y col, 1986).

El valor decélulasmadurasensangreperiféricaestáincrementadoen ratonestratados
con IL-3, observándoseincrementode monocitos,neutrófilosy eosinófilos.

En ratonessometidosa dosissubletalesderadiación,la IL-3 escapazde incrementar
significativamentelos nivelesdeprecursoreshematopoyéticos.Sin embargo,no seha
observadoincrementoen la supervivenciade ratonesirradiadoscon dosispotencial-
menteletales,comoconsecuenciadel tratamientocon IL-3.

Estudiosclínicosrealizadosrecientemente(Gansery col, 1990) apuntanquela IL-3
escapazdeestimularla mielopoyesis,trombopoyesisy en menorgradola eritropoye-
sis en pacientescon mielosupresiónmedular.

1.3.1.2.-Factorestimulantede coloniasPranulo-macrofá2icas(GM-CSFY

El GM-CSF ha sido, junto con el G-CSF, el factor decrecimientohematopoyético
másutilizado en ensayosclínicos y en accidentesnucleares.

El factor GM-CSF si bien actúapreferentementesobre los precursoresde la línea
granulo-macrofágica,seha observadoque tiene un amplio rango de acción.

1
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Estudiosrealizadosen animalesde experimentación,ponende manifiestoel efecto
estimulador del GM-CSF sobre la mielopoyesis. Los niveles de precursores
pluripotentesy comprometidosse ven fuertementeaumentadosen el bazo,si bien a
nivel de médulaóseahayuna bajadasignificativa de éstos(Metcalf y col, 1987). A
nivel de células maduras,los granulocitosy los macrófagosaumentansu actividad
funcional comoconsecuenciadel tratamientocon GM-CSF(Metcalf, 1986).

Recientementese ha descrito, que el GM-CSF juega un papel regulador en la
trombopoyesis“in vitro”, si bien esteefectono se reproduce“in vivo” ~shibashiy
col, 1990).

El GM-CSF cuandose administra 1 día antes 6 1 día despuésde una irradiación
potencialmenteletal, muestrauna ligera actividad radioprotectora,con incrementos
en la supervivenciade los animalesdeI 30% (Talmadgey col, 1989). La administra-
ción de GM-CSF a animalessometidosa dosis de radiaciónsubletales,acelerala
recuperaciónhematopoyéticaen los mismos(Neta y Oppenheim,1988).

Estudiosrealizadostantoen animalesdeexperimentacióncomoen humanos,muestran
queel GM-CSPescapazdereducirel períodode neutropeniaquesiguea tratamien-
tos de quimio- radio-terapia(Mayer y ccl, 1987; Vadham-Rajy col, 1990). Puesto
quelos neutrófilossonfundamentalesen la defensadel individuo frentea infecciones
microbianas,el GM-CSiF sepresentacomoposibleagenteterapetiticoparadisminuir
el riesgode infeccionesoportunistas,tan frecuentestras tratamientosantitumorales.
Distintos autoreshanconfirmadoestaposibilidad, mostrandoquela administración
de GM-CSF reduce la incidencia de infecciones en pacientes mielosuprimidos
(Vadham-Raj y col, 1987), y en ratones sometidosa trasplantede médula ósea
(Bleiberg y col, 1990).

El GM-CSFno sóloescapazde aumentarlos nivelesde neutrófilos,sino quetambién
incrementalos valoresde monocitosy eosinófilosen pacientescon anemiaaplástica
o SIDA (Clark, 1988; Champliny col, 1989).

Estefactor tambiénha sidoaplicadoen pacientessometidasa trasplanteautólogode
médulaósea,conobjetode acelerarla recuperaciónhematopoyéticaen estospacientes
(Nemunaitis,1988).

Si bien en la mayoríade los estudiosclínicos el GM-CSF ha sido administradopor
vía intravenosa,susefectosson muy similaressi seadministrasubcutáneamente.La
toxicidadproducidapor esteCSFpareceser dosis dependiente.

1.3.1.3.-Factorestimulantede colonias2ranulocfticas(G-CSF)

.

El G-CSF“in vitro” estimulala proliferacióny diferenciacióndeprecursoreshacia
neutrófilos. “In vivo”, seha confirmadoestemismoefectoen ratones(Souza,1990),
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hamsters(Coheny col, 1987),primatesno humanos(Welte y col, 1987) y humanos
(Bronchudy col, 1988).

A nivel deprecursoreshematopoyéticos,el tratamiento“in vivo conG-CSFproduce
unareducciónde éstosen la médula,si bien los valoresen bazo seven fuertemente
incrementadosenratonestratadosconel factorQdetcalfy Nicola, 1983; Pojday col,
1990). Aunqueno estáclaro si el aumentoobservadoen la hematopoyesisesplénica,
esconsecuenciadeunamigracióndeprecursoresdesdela médula,éstaesla hipótesis
másaceptada.

Recientementese ha obtenido un G-CSF mutante, por delección de distintas
secuenciasdeaminoácidos,denominadoKW-2228, el cualpresentamayoractividad
estimuladoraqueel rG-CSF,a dosissubóptimas(Okabey col, 1990).

El G-CSFposeecapacidadradioprotectora,La administración“in vivo” de G-CSF,
eleva de manera significativa la supervivenciade ratones irradiados con dosis
potencialmenteletales (Uckun y col, 1990; Tanikawa y col, 1990). Este efecto es
fuertementedependientede la dosis,no presentandoactividadradioprotectoraa dosis
bajas(0,02 - 2 gg/ratón).Sin embargo,dosisaltas(40 ng/ratón)administradasantes
de la irradiación,producenun incrementosignificativo de la supervivenciaen ratones
irradiados.Si el G-CSFseadministradespuésde la irradiaciónno induceradioprotec-
ción (Netay Oppenheim,1988).

El G-CSFno sólo escapazdeaumentarla supervivenciadel animal tras dosis altas
de radiación, sino que tambiénse ha observadoqueel tratamientocon G-CSFde
ratones irradiados subletalmente,provoca una recuperaciónhematopoyéticamás
rápida. Estarecuperaciónse ponede manifiestoa nivel de glóbulosrojos, glóbulos
blancosy plaquetas,asícomoa nivel de precursorespluripotentesy comprometidos
de médulaósea(Pateheny col, 1990).

En clínica, el G-CSF ha sido utilizado en todos aquellos casos en los que era
necesariaunarecuperaciónrápidade los neutrófilos.Se han observadoreducciones
en los períodosde neutropenia,comoconsecuenciadel tratamientocon G-CSF, en
pacientesquehablanrecibidotratamientosseverosdequimioterapia,en enfermoscon
neutropeniacongénita,leucemia,síndromesmielodisplásicoso SIDA (Masaolcay col,
1989; Negrin y col, 1990).

1..3. 1.4.- Factorestimulantede coloniasmacrofá2icas(M-CSFY

El M-CSF estimutaa los macrófagosparaqueéstosliberenfactorde necrosistumoral
(TNJF) e interleuquina1 (IL-1), Estasinterleuquinasson mediadores,“in vivo”, de
la liberaciónde GM-CSF,IL-3 y G-CSFen los tejidos,por lo quesepiensaqueel
M-CSF debeactuarde maneraindirectaincrementandoel contenidode neutrófilos,
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Enpacientessometidosaquimio-terapiao conneutropeniacrónica,eL tratamientocon
M-CSF produceun incrementotransitorio y de pequeliamagnitud en el númerode
neutrófilos(Motoyoshi y col, 1986; Komiyama y col, 1988).

Incluso cuandoel factor es utilizado a dosis bajas, se ha detectadouna cierta
toxicidad, con apariciónde fiebrey otros efectossecundariosno deseados.

El papel del M-CSF en clínica aúnno estáclaro, aunquepareceser máseficaz en
situacionesen las quese requiereun aumentode las defensasdel huespedfrentea
parásitosintracelularesy en pacientescon cancer.

1.3.1.5.- Interleuczuina1 QL-It

La IL-l juega un papel primordial en la activaciónde linfocitos T y B, induce
neutrofiliaen sangreperiférica(Moorey Warren, 1987; Storky col> 1988), estimula
la síntesisde CSPs“in vivo” e “in vitro” (Zucali y col, 1986),actúaconjuntamente
con otros CSIFs estimulando a los precursoreshematopoyéticospluripotentes
(Mochizuki y col, 1987; Bagby, 1989), y aumentala recuperaciónmieloidedespués
de tratamientosantitumoralesclásicos (Storky col, 1989).

Estudiosrealizadosen animalesde experimentaciónmuestranque la administración
de IL-1 antesdeunairradiaciónpotencialmenteletal, produceun aumentosignificati-
vo de la supervivenciade los animales (Schwartz y col, 1987; Schwartz, 1989).
Despuésde la irradiación,los animalestratadoscon IL-1 presentannivelessuperiores
a los control, tanto de precursorespluripotentescomo comprometidos(Schwartzy
col, 1988).

Los distintosefectosmielopoyéticosde la IL- 1, su sinergismocon otras moléculas
reguladorasy su capacidadde acelerarla recuperaciónhematopoyéticaen casosde
mielosupresión,hacenque estefactor presentegran interéscomoagentemielopoten-
ciador,en casosde dañohematopoyéticomedularcomoconsecuenciade tratamientos
antitumorales.

1.3.2.-Radioprotectores.

En los últimos años, sehan descritotodaunaserie de sustanciasde naturalezamuy
diversa,capacesde estimularo protegeral sistemahematopoyéticofrente a una
irradiación externa.
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1.3.2.1.- Aminotioles

.

Hastael momento,la moléculaqueha presentadoun mayor efectoradioprotectores
el aminotiol WR2721. Este compuestoes un análogo de la fi-mercaptoetilamina
(MEA) con un grupotiol sustituido:ácidoS-2-(3-aminopropilamino)etilfosforotioico.

Estamoléculahapuestode manifiestola importanciaquetienenen la radioprotección
aquelloscompuestosqueposeencubiertoslos grupossulfuroy tienenadicionesen los
gruposnitrogenados.

Su administración“Lp.” a ratonesirradiadosproduceunaelevadaradioprotección,
la cual tiene una duración de más de tres horas (Yuhas, 1978). Además,se ha
demostradosu eficaciaen unagran variedadde especies.

1.3.2.2.-Extractosdeplantasmedicinales

.

A partir de distintasplantasmedicinales,se han obtenido una serie de extractos
naturalescon actividadradioprotectorasobreel sistemahematopoyético.

El extractodeGinsengobtenidode unaplantamedicinalde la familia Acanthopanax
zfl.~siis Hiarms, protegea los animalesdel dañoproducidopor la radiaciónen la
médulaósea,acelerandola recuperaciónhematopoyética(Talceday col, 1981).

El extractode Shigokaobtenidode unaplantade la mismafamilia queel Ginseng,
ha mostradocapacidadradioprotectoraenanimalessometidosa dosispotencialmente
letalesde radiación. Asimismo, escapazde estimularlos precursorespluripotentes
en animalessubletalmenteirradiados(Miyanomaey Frindel, 1988).

1.3.2,3.-Polisacáridos

.

En estaintroducciónmerecenunaatenciónespecial,los radioprotectoresdenaturaleza
polisacarfdica,por la semejanzacon el MRB objetode estatesis.

En generallos polisacáridos,tantopuroscomocomplejos(glicoproteinas,lipopolisa-
cáridos,etc.), ocupanun papel importantedentrodel grupo de los modificadoresde
la respuestabiológica.

A.- Lipopolisacáridosbacterianos(LPS).

Los polisacáridosde origen bacteriano(LPS),constituyenmoléculasradioprotectoras
clásicas,caracterizadasya en el año1958 comoproductoscapacesdeactuarsobreel
sistemahematopoyético,favoreciendola recuperaciónde éste tras ser dañadopor

1’
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radiaciones(Smith y col, 1958). En estosprimerosestudios,no sólo se describióal
LPS como un agenteradioprotector,sino quese puso de manifiestola importancia
que teníanaquellassustanciascon capacidaddeestimularel sistemahematopoyético
en el campode los tratamientosantitumorales.Asimismo,sedeterminóquela eficacia
del tratamientoaplicadoera fuertementedependientedel tiempo transcurrridoentre
la aplicacióndel tratamientoantitumoraly la administracióndel LPS. Estehechoha
sidoconfirmadoen estudiosposteriorescon moléculasde muy distintanaturaleza(II.-
s; CSFs;glucanosetc.).

Pesea la capacidadradioprotectoradel LPS, su aplicaciónclínicaes muy limitada,
ya que presentauna alta toxicidad produciendotoda unaseriede efectossecundarios
no deseados(Sparksy col, 1973).

B.- Dextránsulfato.

El dextrán sulfato, un polianión heparinoideo sintético, es capaz de inducir
radioprotecciónen animales,siendoesteefectoaltamentedependientede la dosisde
dextr~nsulfatoy delmomentode la administración.El máximoefectoradioprotector
se obtiene tras la administración“i.p.” de 50 mg/Kg de dextránsulfato, tres días
antesde la irradiación (Rossy Peeke,1986a;Rossy Peeke,1986b).

C. Glucanos,

A partir de la pared celular de levaduras, se han aislado un gran número de
poliglicanos con capacidadradioprotectora(Patcheny col, 1984a). Entre ellos se
encuentrael glucano-P,queha sido el más estudiado(Di Luzio, 1985).

El glucano-Pes un MRB aisladode la paredcelular de la levaduraSaccharomyces
cerevisiae

.

La administraciónintravenosade glucano-Pa ratonesnormales,produceuna fuerte
estimulaciónde la hematopoyesisen bazo, tantoa nivel deprecursorespluripotentes
comocomprometidos,si bien la hematopoyesismedularno se ve alterada(Patchen
y Lotzova, 1980).

En ratones sometidosa dosis de radiación subletal, el tratamientocon glucano-P
acelera la recuperaciónhematopoyéticaa nivel de precursorespluripotentesy
comprometidos,independientementede queel tratamientoserealiceanteso después
de la irradiación(Pospisily col, 1982; Patcheny col, 1984b).

El glucano-Ptambiénactúaa nivel de sistemainmune, aumentandolas respuestas
tantohumoralescomocelularesde éste,asícomosobreel sistemareticuloendotelial,
El aumentode la funcionalidaddel sistemareticuloendotelialseva a traducir en un
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aumentodela resistenciaa infeccionesinespecificas(Reynoldsy col, 1980;Di Luzio,
1983).

Ambosefectosdel glucano, la estimulaciónde la hematopoyesisy el aumentode las
defensasfrentea infeccionesinespecíficas,hacende él un productoconusopotencial
en clínica paraprevencióny terapiade dañoscausadospor tratamientosde quimio-
radio-terapia.

Sin embargo,su uso en clínica está muy restringido, ya que por la naturaleza
particuladadel producto,presentaefectossecundarioscomoformaciónde granulomas
y hepatoesplenomegalia(Deimanny Fahimi, 1980).

Se ha descritoun glucanocon la mismaestructuraqueel glucano-P,peroen forma
soluble,el glucano-F.El glucano-Ftienelos mismosefectosqueel glucano-Psobre
el sistema hematopoyético,tanto en animalesnormalescomoirradiados, pero su
condición de moléculasoluble hacequeno produzcaefectossecundariosnocivos
(Patcheny Mac Vittie, 1986a;Patcheny Mac Vittie, 1986b).
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OBJETIVOS

Nuestroprincipal objetivo en estatesis, fue evaluarla capacidadde un Modificador
de la RespuestaBiológica de naturalezapolisacárido-proteína(AM3 y AM5), para
estimular la hematopoyesismur.ina.

Paraalcanzaresteobjetivo,abordamosunaseriede aproximacionesexperimentales,
tendentesa obtenerinformaciónsobrediferentesaspectosrelacionadoscon la vía de
administracióndel producto,el órganohematopoyéticoimplicado,su actividadsobre
los distintoscompartimientos,capacidadradioprotectoraetc.. Lo queseconcretóen
los siguientesobjetivos parciales:

- Cuantificar la respuestahematopoyéticatras la administracióndel producto,
en función de su forma galénicay por tantode suvía deadministración(AM3
vía oral, y AM5 vía intravenosa).

- Caracterizarla capacidaddel productopara estimular la hematopoyesisde
animalesno irradiados,analizandosu acciónsobrelos distintoscompartimien-
tos (precursorespluripotentesy comprometidos).

- Comprobarsi su acción estimuladoraes órgano dependiente,o si por el
contrarioel productoescapazdeactuartantosobrela hematopoyesismedular
como sobrela hematopoyesisesplénica.

- Evaluar su capacidadradioprotectoraen animalessometidostanto a dosis
potencialmenteletalescomo subletalesderadiación.

- Analizar su efecto estimuladorsobrela hematopayesisque tienelugar en los
cultivos de largaduraciónde médulaósea,tras su administración“in vitro”,
y si esta estimulaciónescompatiblecon la permanenciadel cultivo.

- Examinarsi su actividadestimuladoraestámediadapor algunode los factores
de crecimientohematopoyéticos(CSFs) descritoshastael momento.

La consecuciónde estos objetivos parciales, no sólo nos permite caracterizaren
profundidadla actividad estimuladorasobre el sistema hematopoyéticodel MRB,
objetivode esta tesis, sino quetambiénsuponela baseparala implantaciónde una
metodologíade trabajoen el análisisdenuevosfármacospotencialmenteactivossobre
el sistemahematopoyético.
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3.1.- MODIFICADORES DE LA RESPUESTABIOLOGICA.

El Modificadorde la RespuestaBiológica(MRB) objetodel trabajopresentadoen esta
tesis,ha sidoproporcionadopor LaboratoriosAndrómacoS.A.(PatenteEspañolade
Procedimientono 1> 9003173).

El fármaco, es unaasociaciónno covalentepolisacárido-proteína,formadapor un
polisacáridoglucomananode peso molecularpróximo a 150 Kd, procedentede la
paredcelular de Cándidautilis, y unaproteínade almacenamientode semillasno
germinadasmadurasdeRicinuscommunis,depesomolecularde 11 Kd, obtenidotras
un procesofermentativo-extractivo.

Estecompuestoha sido utilizadoen dos formasgalénicasdiferentes:

AM3: Asociación no covalente polisacárido-proteínaadsorbida en una matriz
inorgánicade sulfato-fosfatocálcico, compuestoen forma deadsorbato,lo que
permitesu administraciónvía oral,

AMS: Asociaciónno covalentepolisacárido-proteínaen forma soluble,ya queno se
encuentraabsorbidaen matriz inorgánica,permitiendoque su administración
seavía intravenosa.

3.2.- ANIMALES DE EXPERIIMENTACION.

El trabajo experimentalpresentadoen esta memoria se llevó a cabo con ratones
machoadultos,de la especieMus musculus,producidosen el estabulariode la U.O.
de EfectosBiológicos del Instituto de ProtecciónRadiológicay Medio Ambientedel
CIEMAT.

Exceptoen los casosquese indica, se utilizó la cepahíbridaFI resultadodel cruce
de hembraC57B1 con machoBalb/C ó la cepapura CS7Bl. En estudiosespecíficos
sobreLPS, seutilizó la cepaC3H/HeJ(IFFA Credo).

Los animalesfueronmantenidosa220C detemperaturaambientey 50% de humedad,
con fotoperiodosde luz-oscuridadde 12 horas,aguay piensoSandermus(Sanders)
“ad libitum”. Los ratonesno producidosen el estabulario(C3H/HeJ),permanecieron
en cuarentenaal menosdurante15 díasantesde serutilizadosparaexperimentación.
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La edadde los ratonesutilizadosdependiódelensayo.Así, para la cuantificaciónde
precursoreshematopoyéticosseutilizaron ratonesde 11-14 semanasde edad. Para
realizarlos cultivos de largaduraciónde médula ósealos ratonesdonadoresfueron
de 8 semanas.

Los animalesreceptoresparael ensayo “in vivo” de formaciónde coloniasen bazo
(CFU-S) teníanuna edadcomprendidaentre12 y 24 semanas.

3.3.- SUSPENSIONESCELULARES.

Las suspensionescelulares utilizadas en los distintos protocolos experimentales,
procedíandel bazo, médulaóseao sangreperiféricade tresratonesdonadores.

La extracciónde la médulaóseay el bazoserealizó en condicionesasépticas,trasel
sacrificiodel animal pordislocacióncervical.Parala extracciónde sangreperiférica,
el animal fue previamenteanestesiadocon eter etflico,

3.3.1,-Suspensionescelularesde médulaósea.

En la preparaciónde suspensionesde médulaóseaseutilizaronúnicamentefémures.
Conayudade unajeringacon aguja, sepasóMedio IscoveModificado porDulbecco
(IMDM) (Gibco) por el interior delhuesoparaextraerdeesta manerala médulaósea.
Posteriormente,paraeliminar los agregadoscelulares,la suspensiónsedispersócon
unajeringa con aguja de 0,5 x 16 mm.

3,3.2.- Suspensionescelularesde bazo.

Los bazosextraidosquirúrgicamente,eransumergidosen IMDM y conayudade un
homogeinizadorPotter,sedisgregaroneliminandosucubiertaconectiva.Al igualque
en la médulaósea,la suspensióndebazosepasófinalmenteporunajeringaconaguja
de 0,5 x 16 mm, paraeliminar los agregadoscelulares,

3.3.3.-Suspensionescelulares de sangre periférica.

La sangreperiféricafue obtenidadel senoretroarbitalde los ratones,con ayudade
una pipetaPasteurcon heparinaal 1% libre deconservantes(Lab. LEO, S.A.).
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Todaslas suspensionescelularessemantuvieronen bailo de hielo (O-40C) desdesu
preparaciónhastasu uso.

La concentracióncte células nucleadasen
utilizando un contadordepartículasCoulter
rangode tamañodepartículasentre4 y 12

cada tipo de suspensiónse determinó
(CounterCoulterZM), seleccionandoun
gm de diametro.

A la suspensióncelulardiluida en electrolitoIsotónII (Coulter)sele añadiósaponina,
para lisar las célulasno nucleadas(10 pl de saponinapor ml de isotón)

3.4.- CUANTIFICACION DE PRECURSORESY CELULAS HEMATOPO-
YETICAS.

La capacidadparaestimularel sistemahematopoyéticode los MRB descritos,seha
determinadoanalizandoel efectode éstosa nivel de precursoresy célulashematopo-
yéticas.

3.4.1.-Unidad formadorade coloniasendógenasen bazo (E-CFI».

Medianteel ensayode formaciónde coloniasendógenasenbazo(E-CPU) (Tul y Mc
Culloch, 1963), se puede estimar el número de precursoreshematopoyéticos
pluripotentesque sobrevivena una irradiación subletal. El ensayo se basa en la
capacidadde las célulascepasupervivientes,paraformar coloniasmacroscópicasen
la superficiedel bazo del animalirradiado.

Figura 4: Ensayo de formación de coloniasendógenasen bazo (E-
CFU).
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RatonesdelascepasC57B1, ó F1(CS7BlxBalb/C)(almenos10 por lote) seirradiaron
subletalmente(5,5; 6,0 ó 6,5 Gy). Nuevedíasdespuésde la irradiaciónlos animales
eran sacrificadosy tras fijar los bazoscon Bouin, se contó el númerode colonias
macroscópicasformadasen su superficieconayudade un microscopioestereoscópico
Nikon (SMZ-2) (Figura4).

3.4.2.-Unidadfonnadorade coloniasexógenasenbazo (CFU-S)

El ensayode la Unidad formadoradecolonias en bazo (CFU-S)fué descritopor Tilí
y Mc Culloch ya en 1961 (Tilí y Mc Culloch, 1961). Duranteaños, la CFU-S seha
consideradoel precursorhematopoyéticomás indiferenciadoque se ha conseguido
cultivar (Lord y Schofield, 1985).

A diferenciade otros precursoreshematopoyéticos,la CFU-S seensaya‘in vivo”,
mediantela inyecciónintravenosadeun númeroapropiadode célulashematopoyéticas
a un ratónreceptorisogénico, irradiadopreviamentecon unadosisqueesterilicesu
sistemahematopoyético.

RA TONDONADOS
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Figura5: Ensayode formaciónde coloniasexógenasen bazo(CPU-
S).
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Los ratonesreceptores,de 12 a 24 semanasdeedad,fueronirradiadoscon unadosis
de 9,0 Gy. Con estadosisseasegurala supervivenciadelanimal durantelos 9 días
que dura el ensayo, impidiéndosea su vez la formación de colonias de origen
endógeno.La edad de los ratonesreceptores(12-24 semanas),no influye en la
eficienciadel ensayo(Maganto, 1985).

Tras la irradiación se procedió al trasplantede la suspensiónhematopoyéticaa
analizar,El intervalo de tiempoentreambasetapasnuncafue superiora 4 horas.

Transcurridos9 días desdeel trasplante,los animalessesacrificarony seprocedió
a la extraccióndel bazo, pudiéndoseapreciaren su superficienódulosredondeados
u ovalestras su fijación en Bouin (Figura 5).

El contajede coloniasCFU-Sserealizó con ayudade un microscopioestereoscópico
(Nikon, SMZ2). En todos los experimentosse utilizaron al menos 10 ratones
receptorespor lote.

3.4.3.-Unidad formadorade coloniasgranulo-macrofalgica<CFU-GM).

Los precursoresCFU-GM, quedanlugar a coloniasde granulocitosy macrófagos,
fueron los primeros precursoresheniatopoyéticoscrecidos “in vitro” en un ensayo
clonal (Bradleyy Metcalf, 1966).

Es uno de los ensayosmás utilizados, pudiendollevarse a cabo sobre distintas
matrices semisólidas(metilcelulosa,agar o gel de colágeno),con medio sintético
suplementadocon suerofetal bovino o suerode caballo y en presenciade factores
estimulantesde colonias.

En nuestrocaso, los cultivos de CFU-GM serealizaronsobrematriz semisólidade
agar(Bactoagar,Difco. Concentraciónfinal 0,3%),utilizandocomomediodecultivo
IMDM suplementadocon 25% de suerode caballo,previamenteinactivado(bañoa
560C durante30 minutos). La fuente de factoresestimulantesde coloniasutilizada,
fue medio condicionado de bazo (8CM) (Metcalf y Johnson, 1978) o medio
condicionadode la líneamielomonociticaWehi-3b(WCM) (Dextery col, 1980>(10%
y/y).

Una vez mezcladoslos componentesarriba mencionadoscon la suspensióncelular
preparadaen IMDM, sesembró1 ml por placade cultivo de 35 mm (Nunc). Entre
5 y 10 placasfueronsembradaspor lote (Figura 6).

Con objeto de facilitar la gelificación del agar las placas se mantuvieron en el
frigorífico duante 10 minutos, incubándoseposteriormentea 370C, 5% de C02 y
95% de humedad.
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Figura6: Cultivo deprecursoresgranulo-macrofágicos(CFU- GM).

La coloniasCFU-GM se contaron tras 7 días de incubación,con ayuda de un
microscopio (Olympus stereo-zoom).Sólo fueron consideradascolonias aquellas
agrupacionesque contabancon másde 50 células.

El análisisde la composicióncelular de las colonias se realizó tras su tinción con
hematoxilinaeosina<Grande, 1988)4

3.4.4,-Unidad formadorade ‘tburst” eritroides(BFU-E).

La BFU-Erequiereparasu crecimiento“in vitro” dos tipos de factoresestimulantes:
actividadpromotorade “burst” (BPA), necesariaparaqueel cultivo prolifere en los
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primerosestadiosdeldesarrollode lascoloniasy eritropoyetina(Epo), necesariapara
que tenga lugar una maduracióncompletade las célulaseritroides (Axelrad y col,
1973).

El protocoloseguidoparael cultivo deBFU-E fue unamodificacióndel descritopor
Metcalf (Metca.lf y col, 1979; Tejeroy col, 1984).

Figura7: Cultivo de precursoreseritroides (BFU-E).

El cultivo de BFU-E serealizó sobrematriz semisólidade metilcelulosa(Dow). Ésta
sepreparó en medio IMDM a una concentracióndel 2,5%, suplementándosecon
0.25% de a-tioglicerol O.O1M (FlukaS.A.), 2% de L-glutamina0.2M (Flow) y 2%
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En un tubo estérilconteniendo15% de suerodecaballo, 15% de suerofetal bovino,
10% de medio condicionadoWehi-3b (como fuentede BPA), 10% de seroalbúmina
bovina (Sigma), 2 U/ml de eñtropoyetina (Terry Fox Laboratory. Vancouver.
Canada)y 40% de metilcelulosapreviamentesuplementada(concentraciónfinal 1%),
se añadió la suspensióncelular preparadaen medio IMDM a la concentración
adecuada.La mezclase homogeneizócon ayudade unajeringa con aguja de0,8 x
40 mm, sembrándose0,3 ml por pocillo, en una placade cultivo de 24 pocillos
(Costar)(Figura7).

La incubación se realizó a 37”C, 5% de CQ y 95% de humedad,siendo la
estabilidadde estascondicionesduranteel tiempoquedurael cultivo, críticaparael
buencrecimientoy hemoglobinizacióndelas coloniasBFU-E. Transcurridos7-8días,
se contaron las colonias con ayuda de un microscopio invertido Diaphot-TMD
(Nikon).

3.4.5.- Célulasmadurascirculantes.

Los valores de hematocritose determinaroncon ayuda de una centrífugaRadial
(Orto).

El contajede leucocitosse realizóen el contadordepartículasCoulter, diluyendo la
sangreen electrolito Isotón II, el cual conteníasaponinapara lisarlas células no
nucleadas.

3.5.- CULTIVO DE LARGA DURACION DE MEDULA OSEA (LTBMC).

El cultivo de larga duración de médula ósea permite reproducir “in vitro” la
hematopoyesismedular, ya queanálogamentea lo queocurre “in vivo’t, sobreun
microambientepermisivo formadopor distintaspoblacionesde célulasdel estroma
tienelugarla proliferacióny diferenciacióndelosdistintosprecursoreshematopoyéti-
cos. En el LTBMC se mantienela hematopoyesispor períodos superioresa 40
semanas,durantelos cuales se puedencuantificarperiódicamentelos procesosde
proliferacióny diferenciaciónsufridospor los distintosprecursoreshematopoyéticos.

El protocolode cultivo de LargaDuración deMédulaOscautilizado fue el descrito
por Dexter (Dextery col, 1977).

La médula,procedentede 1 libia y 1 fémur de ratoneshíbridos de 8 semanasde
edad,se perfundiódirectamenteen frascosde cultivo de 25 cm2 (Nunc) con 10 ml
de medio decultivo Ficher(Gibco)suplementadocon20% (y/y) de suerodecaballo,
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FEUL/A

SEMANA O

previamenteinactivado,y lO~ M dehemisuccinatosódicodehidrocortisona(Sigma).
Previamentea su incubacióna 33 0C, los frascosfuerongaseadoscon CO

2 al 5% en
aire (Figura 8).

Semanalmentesecambióla totalidaddel medio, sustituyéndolopor mediodecultivo
fresco.

AA TO/’/ DO/VADOS RA TOlÚDONADOS

1
TÍO/A

4
MEOlÓ DE CULTIVOFIS CHER

~ ~gxpSL~VRBl~átZAI CA MB/O SEMANAL VELA

10TAL/DAD DEL MEO/O

SEMANA 4

TA/PS/N/ZA ClON

CAPA ADHERENTE8OBRE/VADANTE

1 CENTRíFUGA CION L500’pn, LI MINUTOS

O
SUSPENS/QN

GELULAR

4
ANALISIS DE PRECURSORES NEMA TOROYE1/003

Figura8: Cultivo de largaduraciónde médulaósea(LTBMC),

3.5.1.-Obtencióndesuspensionescelularesa partir de LTI3MC.

En estecultivo la actividadhematopoyéticase localiza fundamentalmenteen la capa
adherente.Endichacapa,lascélulasdel estromageneranun microambienteadecuado
para que tenga lugar la proliferación y diferenciaciónde los distintos precursores

O
SL/SSE/VSION

CELULAR
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hematopoyéticos,los cualesa medidaquesevan generandomigranal sobrenadante
(capano adherente).

La valoración de las diferentespoblacioneshematopoyéticasse hizo tanto en el
sobrenadantecomoen la capaadherente(Figura 8).

En el primer caso, tras agitar suavementela botella seprocedióa la extraccióndel
sobrenadantecon ayudade unapipetaesteril, Tras la determinaciónde la concentra-
cióncelular, estasuspensiónsecentrifugóa 1500 rpm, resuspendiéndoseel sedimento
obtenidoen IMDM paraposibilitarla cuantificacióndelos precursoreshematopoyéti-
cos presentes.

La capaadherentese retiró mediantela adición de tripsina. La tripsinización fue
detenida,unavez levantadala capa,añadiendomedioIMDM suplementadocon 10%
de suero de caballo.La suspensiónasf obtenidasepasóa través deunajeringa con
aguja (0,5 x 16 mm) paraeliminar los agregadoscelularesexistentes.

La preparaciónde la suspensióncelular de la capaadherente,para posteriormente
cuantificar los precursoreshematopoyéticos,se realizó igual que en el caso del
sobrenadante,mediantecentrifugacióny resuspensióndel sedimentoresultanteen
medio IMDM.

3.5.2.-Determinaciónde la presenciade actividadestimuladorade colonias

(CSA) en el sobrenadantedeLTBMC.

Fundamentalmenteson tres los métodosutilizadosparadetectarpresenciade CSAs:

- Ensayosclonales en matriz semisólida, analizándosebien el número de
coloniaso el tamañode éstas.

- Ensayosde proliferacióncelular en suspensionescelulares(Incorporaciónde
Timidina tritiada).

- Estudiosde supervivenciacelular en cultivos en suspensión.

En estetrabajo, se ha estudiadola presenciade GM-CSA en los sobrenadanteslibres
de célulasprocedentesde los cultivos de largaduraciónde médulaósea,utilizando
el ensayoclonal de formación de coloniasCFU-GM.

El ensayotiene subaseen el cultivo convencionalde CFU-OM (apartado3.4.3).La
suspensióncelularpreparadaen medio IMDM, sesuplementócon 25% de suerode
caballoinactivado, En estos cultivos el medio condicionadoque aportalos factores
estimulantesnecesarios(antesWEHI ó SCM), fue sustituidopor el sabrenadantedel
LTBMC libre de células,a unaconcentraciónfinal del 5 al 30% (y/y) (Figura9).
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En algunoscasos, los sobrenadantestanto de cultivos control comotratados,fueron
concentradoscinco veces.Para ello se llevó a cabo la ultrafiltración de los sobre-
nadantes,utilizando una membranade filtración Amicon que retiene todasaquellas
moléculascon pesomolecularsuperiora 10,000daltons.

m COL INC 1 TSMC
U 4i SEMANA

4’

SOBRE/VADANTE{ CENTRíFUGAClON f.300,gm OMINUTOS

SOBRE/VADANTE LIBRE
DE CEL1/LAS

1
~ SL/SPE//S/ON CELULAR

MEDIODE CLII TIVO /MDM

25% SUERO DE CABALLO
0,3% AGAR

4 ¿fm//PLACA 4

¡ ¡ ¡
7DIASDEINCUBACYONA3?

0C 5% CO
2YSS%HUMEDAD

$ 4 4, 4

CONTAJE DE COLON/AS CPU-CM

Figura9: Ensayode actividadestimuladoradecolonias(GM-CSA) en
los sobrenadantesde LTBMC.

3.5.3.-Inhibición del GM-CSA presenteen el sobrenadantede LTBMC con
antisueroanti GM-CSF.

En aquellos sobrenadantesque mostraron actividad estimuladorade colonias, se
procedióa la caracterizacióndel tipo de factor hematopoyéticoresponsablede esta
actividad,
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La aproximación en este campo, se centré en el Factor estimulantede colonias
granulo-macrofágicas(GM-CSF),analizándosela inhibición de su actividad,tras el
tratamientode los sobrenadantescon suero específicoanti GM-CSF.

Los sobrenadantesdeLTBMC, fueronincubadoscondistintasdilucionesdeantisuero
anti GM-CSF durante4 horas a 40C. Transcurridoel período de incubación, el
sobrenadantefue suplementadoconsuerodecaballo(25%),añadiéndosela suspensión
celularde médulaóseapreparadaen medioIMDM y agar(concentraciónfinal 0,3%).
La siembradela mezclaserealizóen unaplacade 24 pocillos (Costar),sembrdndose
0,3 mIl pocillo (3 pocillospor muestra).La incubaciónse realizóa 370C,5% de CO

2
y 95% de humedaddurante7 días,transcurridosloscualessecuantificaronconayuda
de un microscopio(Olympus stereo-zoom)lascolonias CFU-GM

Como control positivo, se utilizó rGM-CSF (5OUlml), el cual era procesadoen
paraleloa las muestrasde sobrenadante(Figura 10).

O
4 HORAS A 4

0C

Onno
+

25% SUERO DE CABALLO
0Y/~ AGAR

SUSPENSION CELULAR

Figura 10: Protocolo de neutralización de GM-CSA con suero
especificoantí GM-CSF.

SOBRENADANTE CE LTBMG (10%>
6 GM—GSF (ñOUlrnI>

4 1no nno
0 11400 11100 150

ANTISUERO ANTI GM-CSF (Dilución)

f 1 1 4 1
DETERMINAClON DEL NÉ DE COLONIAS CPU-CM
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3.6.- IRRADIACION

En estetrabajo, la irradiaciónha sido utilizadacon dos objetivosdiferentes:

- Comoherramientaexperimental,necesariaparala cuantificacióndeprecurso-

res pluripotentes(E-CFU y CFU-S).

- Para evaluar la capacidadde los MRB para paliar el daño hematopoyético

causadopor la radiación.

3.6.1.-Equipode frradiación.

La irradiación de los animalesse llevó acabo con un equipode rayos X M0323 de
Philips, en la instalaciónradiactivaIR-04 del CIEMAT, siguiendolos criterios y
normas de Protección Radiológica que recoge la legislación (Reglamentosobre
InstalacionesNuclearesy Radiactivas,21/7/72;Reglamentosobreprotecciónsanitaria
contraradiacionesionizantes12/8/82-25/11/87).

Las condicionesde irradiación fueron de 300 KV y 12,8 mA, siendo la filtración
inherentenominaldel tubo de 2,2 mm Be +3 mm Al y la filtración adicionalde 0,4
mm Sn, 0,25 mm Cu y 1 mm Al. La capahemirreductora(HVL) resultantefue de
3,2 mm Cu.

Parasu irradiación, los animalesen gruposno superioresa25, fueron introducidos
en recipientes de metacrilato diseñadosy construidospara este propósito en el
CIEMAT. Duranteel períododeirradiaciónel recipienteseencontrabasituadoen una
mesagiratoria, situadaa 43 cm del foco de irradiación, consiguiéndoseuna tasade
dosis uniformede 1,05 Gy/min, resultandolas variacionesde la dosisabsorbidaen
los animales,inferior al 2%.

3.6.2.-Dosimetrías.

La medidade exposición,necesariapara determinarla tasa de dosis absorbidaen
tejido, se realizó con el dosimetro Farmer2570 de NuclearEnterprisesy la cámara
de ionizaciónde0,6 cm3 modelo 2571 de la mismafirma.

La cámarafué calibradaen el laboratoriode Nuclear Enterprisesy posteriormente,
en el LaboratorioOficial de Calibraciónde la División de Metrologíadel CIEMAT,
a una calidadde 100 KV y capahemirreductorade 4,03 mm Al.
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La estabilidadde la cámarasecomprobómensualmentepor el operadorde la IR-04,
medianteuna fuentede 9OSr tipo 2503/3 (NuclearEnterprises).

3.6.3.- Respuestahematopoyéticaa la radiación,

En el rango de dosis de radiaciónentre 2,0 y 10,0 Gy, tiene lugar el síndrome
hematopoyéticoo de la médulaósea, que provoca la muertedel individuo pocas
semanasdespuésde la irradiación,

En este apartadose contemplandos tipos de estudios, los relacionadoscon la
supervivenciadel animal tras una irradiaciónpotencialmenteletal y la recuperación
hematopoyéticatrasdosissubletales.

En Ios estudiosdesupervivencia,las dosisadministradasfueronde7,6 Gy(LD9O/30:
Dosisde radiaciónqueprovocala muertedel 90% de los animalesa 30 días). Los
animales, 10 por lote, se mantuvierontras la irradiación en jaulas individuales,
administrándoselesaguay piensoesteril “ad libitum”, durantelos 30 díasque duró
el ensayo.

En los estudiosde recuperaciónhematopoyéticatras dosis subletalesde radiación
(entre 3,0 y 6,5 Gy), se analizaron las cinéticas de recuperaciónde distintos
precursoresprocedentesde diferentesórganoshematopoyéticos.

3.7.- ANÁLISIS ESTADíSTICO.

Los datosexperimentalesque sepresentanen el capitulode resultados,son la media
de al menostres experimentos.Entodos los casosestevalor medio va acompañado
del errorestandar.

La determinaciónde la existenciao no de diferenciassignificativasentrelos valores
de los lotes control y los lotes tratados en los distintos experimentos,se realizó
medianteel test estadísticode Student.Dicho métodoes válido para muestrasde
pequeñotamaño,comolas utilizadasen estetrabajo.

A partir del valor de “t” secalculó el nivel de significación(p), estableciéndoseel
criterio:

Significativo: p<0,OS(*)
No significativo: p>0,05



RESULTADOS
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4.1.-ESTIMUILACION IBIEMATOPOYETICA INDUCIDA POR AM3.

El estudio de la capacidadde un determinadocompuestoparaestimularel sistema
hematopoyético,se realizacon frecuenciaen animalessometidosa una agresión.En
estascondicionesel sistemahematopoyéticoal estardeplecionado,esmássusceptible
a ser estimulado.

El sistemahematopoyéticotiene una cierta capacidadde recuperaciónespontánea
frentea las radiacionesionizantes,al menosdentrode un rangodedosisderadiación.
Lógicamentecualquieragenteque promuevaestarecuperación,va a presentaruna
actividadradioprotectorade indudableinterésen clínica.

Los resultadosquese describenenesteapartado,serefierenal efectodel AM3 sobre:

- Precursoreshematopoyéticospluripotentesendógenosen bazo (E-CPU) tras
una irradiación subletal.

- Recuperación hematopoyéticade precursorestanto pluripotentes como
comprometidos,de médulaóseay bazo, tras unairradiación subletal.

- Supervivenciade animalessometidos a dosis de radiación potencialmente
letales.

4. 1.1.- Efecto del tratamiento con AM3 sobre el número de colonias endógenas
en bazo <E-CPU).

La evaluación de la capacidad estimuladoradel AM3 sobre los precursores
hematopoyéticospluripotentes,seabordémedianteel ensayodeformacióndecolonias
endógenas(E-CFU).

Puestoqueel númerodeE-CFUsupervivientesenbazo,esinversamenteproporcional
a la dosisde radiaciónaplicada,aunadosis deradiacióndeterminada,el incremento
en el númerode E-CFU comoconsecuenciadel tratamientocon AM3, reflejaríasu
capacidadparaestimularesteprecursor.
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Seestableciócomofactorde recuperacióndeE-CPUal cocienteentreel númerode
coloniasqueaparecenen la superficiedel bazo de ratonesirradiadosy tratadoscon
AM3, y el númerode coloniaspresentesen el bazo de ratonescontrol irradiados,
multiplicadopor 100.

En esteapartado,tambiénse describenlos resultadosrelacionadoscon la influencia
quesobreesta capacidadestimuladorateníanvariablestalescomo, númerodedosis
de AM3 administradas,pauta de administracióndel producto, dosis de radiación
subletaly cepade ratón utilizadas.

La dosis de AM3 a administrarse fijó en 150 mg/Kg/día, a partir de resultados
previosde LaboratoriosAndrómaco.Estos datossugeríantambiénun cierto efecto
estimuladordel AM3 sobreel sistemahematopoyético,cuandoéste se administraba
despuésde la irradiación.

4.1.1,1.-Influenciadel númerode dosisde AM3 administradas

.

Conobjeto deevaluarel númerode dosisdeAM3 necesariasparainducir la máxima
estimulaciónde precursorespluripotentes,asícomo la influenciade esteparámetro
en el efectoproducido, ratonesadultosde la cepaC57B1 fueron irradiadoscon 6,0
Gy, iniciándoseunahora despuésde la irradiación el tratamientocon AM3. Éste
consistió en la administración“vía oral” de unadosisal día de 150 mg/Kg de AM3
durante2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, ó 9 días,ó la mismadosisadministradadosvecesal día
durante4 y 5 días(Figura 11).

Los ratonescontrol recibieronun volumenequivalentede agua,duranteel tiempoque
duró el tratamientocon AM3.

Como puedeobservarseen la TablaII, sólo se obtuvo un factor de recuperación
significativo (156%)cuandoel AM3 fue administradodurante6 díasconsecutivos,
conunadosis al día. Por el contrario, la administraciónde dos dosisdiariasdurante
4 días, provocóun efecto negativo,disminuyendoel númerodeE-CFU en el lote
tratadoen relaciónal control (60%).

A partir de estosresultados,seestableciócomotratamientoóptimola administración
de 150 mg/Kg/díade AM3 durante6 días, utilizándoseesta dosificaciónen estudios
posteriores.
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~6.O Gy

eS/SL

i 7HORA

O/A O H—~

/005W/O/ADEA/43 750 mg/Kg
2,4,56, 74? 690/AS

DE A/O 750 mg/Kg

CM 9

E-CFU

2005/3/O/A
4650/AS

Figura 11: Protocolopara evaluarla influencia del númerode dosis
deAM3 administradassobrela estimulacióndeprecursorespluripoten-
tes E-CFLJ.
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II

la estimulación

8,2 1 1,1

10,01 1,7

10,5 1 2,3

10,2±4,5

43,1 ±2,0

8,7 ±3,0

41,7 ±4,0

8,9 1 2,3

5,3 ±0,8

7,1 ±0,3

Tabla II: Influencia del númerode dosisde AM3 en
deE-CFIJ. (*) Incrementosignificativo respectoal control(p <0,05).
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4.1.1.2.-Influenciade la pautade administraciónde AM3

.

Debido a quela pautade administraciónutilizada, tratamientocon el producto antes
o despuésde la irradiación,sueleser crítica en el efectoobservado(Patcheny col,
1984b), se procedióa evaluar la influencia de esta variable sobre el factor de
recuperaciónde E-CFU inducido por AM3.

Paraello, ratonesC57B1fueron tratadoscon 150 mg/Kg/díade AM3 durante6 días,
bien anteso despuésde ser irradiadoscon 6,0 Ely, determinándoseposteriormenteel
númerode E-CFU (Figura 12).

0/A -5

AA-fS llSOmg/Kg) C5ZBL

(1 DOSIS/O/A)

6.OCy

D/AO

/HORA
O/A O H-.-

A/vIS (/50m~/Kg)
(7 DOSIS/O/A)

O/A 5 M”

E-CPU
O/A 9

O/A O

IHCRAj ~60Cy

O/A O

CM 9

E-CPU

Figura12: Protocoloparaevaluarla influenciade la pautadeadminis-
traciónde AM3, sobrela estimulacióndeprecursorespluripotentesE-
CFU.

Los resultados,recogidosenla TablaIII, indicaronqueel tratamientocon AM3 tanto
antescomo despuésde la irradiación dió lugar a un incrementoen el número de
colonias endógenasen bazo. En ambos casos los incrementosobservadosson
estadisticamentesignificativos en relacióna los controles,irradiadosy no tratados.
Cuandolos comparamosentresí, no muestrandiferenciassignificativas,por lo que
no es posibleatribuir efectoalguno a la pautade administración.
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Tabla III: Influenciade la pautadeadministraciónsobrela estimula-
ción de E-CFU inducidapor AM3.

4.1.1.3.-Influencia de la dosisde radiación

.

En el ensayode formación de colonias endógenasen bazo, la dosis subletal de
radiaciónadministrada,condicionael númerode E-CFUpresentesen el bazoa los
9 días, ya quecadaE-CPU representaun precursorpluripotentequeha sobrevivido
a la irradiación, Así pues, cuanto mayor sea la dosis de radiación menorseráel
númerode precursoresque sobreviveny por tanto, el númerode E-CPU formadas
en la superficie del bazo. Este hecho podría alterar el factor de recuperación
promovido por el tratamientoconAM3.

Con objetode evaluarla influenciade esteparámetro,ratonesadultos CS7Bl fueron
irradiadoscondistintasdosissubletalesde radiación(5,5; 6,0 ó 6,5 Gy), tratándose
despuésde la irradiación con AM3, 150 mg/Kg/díadurante6 días, cuantificándose
posteriormenteel númerode E-CPU (Figura 13).

5,SGy 6,OGy
4fl64Cy

O/A O
1//CHA

O/A O ~
AUS ftSúmg/Kg):

(1 DOSIS/O/A)

O/AS H—

O/A9
E-CPU

Figura 13: Protocolo para evaluar la influencia de la dosis de
radiaciónsobreel efectoestimuladordel AM3 sobrelas E-CPU.

TF?A TAMIENTO E-CPU/BAZO FACTOR DE

RECUPERAClON

GONTROL 10,5 ±04 lOO

PRE-IRRA O/AClON 14,4 ±0,8 137 *

POS T-/RRAO/A ClON 16,4 ±1,7 156 *
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En los resultadosobtenidosse observé,como eraprevisible, quea medida quese
aumentóla dosisde radiaciónel númerode E-CFIJdisminuía, no observándose,sin
embargo,diferenciassignificativasen los factoresderecuperación,comoconsecuen-
cia de la dosisde radiaciónempleada(TablaIV).

DOSIS DE RA DíA CLON

1’Gy)

TRATAMIENTO

5,5 0>’ 60 Gy 6,5 y

CONTROL

POS T-/RRAO/A (‘ION

13,2 ±1,0 10,5 ±0,4 7,9 ±1,4

22.6 ±1,5 16,4 ±2,9 13,0 ±1,3
<111>’ 156>’ (164)*

Tabla IV: Influencia de la dosis de radiación en la estimulación
inducida por el tratamiento con AM3 sobre las E-CPU. Entre
paréntesisse indican los factoresde recuperación.(“‘) p<0,05.

4,1.1.4.-Influenciade la ceDa de ratón

.

Por motivos puramenteexperimentalesy de disponibilidad de animales, nos
planteamosevaluarla influenciade la cepade ratón (cepapura o cepahíbrida) sobre
el efectoestimuladordel AM3 a nivel de E-CPU.

Figura14: Protocoloparaevaluarla influenciade la cepade ratón, en
la estimulacióninducidapor el tratamientoconAM3 sobrelas E-CPU.

65 Gy
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En este caso, ratones adultos de las cepas C57BL ó Fl(C57BlxBalb/C) fueron
tratados,despuésde someterlosa una dosisde radiaciónsubletal(6,5 Gy), con 150
mg/Kg/díadeAM3 durante6 días,analizándoseposteriormenteel númerodeE-CFU
(Figura 14).

Comosemuestraen la TablaY, los factoresde recuperaciónde E-CFUproducidos
por el tratamientocon AM3, no sevieron afectadospor la cepade ratón utilizada,
con valoresde 164% y 169% paraC57BL e híbridosrespectivamente.

¡ CEPA DE RA Tal,’
CSZBI. F#C57Bt x SA ¿SIC)

TRATAMIENTO

CONTROL 7,9 ±1,4 8,3 ±0,5

POS 1-/SRA0/A ClON 13,0 ±1,3 140 +04
(164>’ (169>*

TablaV: Influenciade la cepade ratón, sobrela estimulaciónde E-
CFU inducidapor el tratamientocon AM3. Entre paréntesisseindican
los factoresde recuperación.(*) p <0,05,

4,1.2.-Efectodel tratamientocon AM3 sobrela recuperaciónhematopoyética
en ratonessubletalmenteirradiados.

Cuandoun animal de experimentaciónes sometidoa una irradiación subletal (3-5
Gy), se produceuna elevadamortalidad de sus precursoreshematopoyéticos.En
concreto, con dosis de 4,5 Ely, el númerode célulascepa(CFU-S) y precursores
granulo-macrofágicos(CFU-GM) sereducerespectivamenteal 0,3 y 0,4% respecto
a los valoresen animalescontrol, no irradiados,(Guzmany Lajtha, 1979). Si bien
duranteel primer día post-irradiacióntodavía seobservauna reduccióndel número
de precursores,posteriormenteéstosinician una etapaderegeneraciónexponencial,
quesemantienedurante13 a 15 díashastaalcanzarun plató quesesituaaproximada-
mentea un 80% de los valoresobtenidospararatonesno irradiados.

En estecontexto,se evaluóel efectodel AM3 sobrela cinéticay nivel de recupera-
ción de distintosprecursoreshematopoyéticostras unadosisde radiaciónde 5,0 Ely.
Comorepresentantedel compartimientodecélulaspluripotentesseeligió ala CFU-S
y comoprecursorcomprometidose analizóla CFU-GM. Asimismo, sedeterminóel
efecto del AM3 sobrela celularidadtotal de los órganoshematopoyéticos.

El protocoloutilizado semuestraen la Figura15. Unahoradespuésde la irradiación
se inició el tratamientocon AM3 (150 mg/Kg/día), evaluándosela recuperación
hematopoyéticaa distintostiempospost-irradiación,hastaun períodode 30 días.
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Figura 15: Protocolo para evaluar el efecto del AM3 sobre la
recuperaciónhematopoyéticatras una irradiaciónsubletal.

La cinéticade recuperaciónde la médulaósea,a nivel deprecursorespluripotentes
y comprometidos,fue muy similar en ratonescontrol y tratados con AM3, no
observándosediferenciassignificativasentreellas(Figura 16 y 17). En amboslotes,
la recuperaciónde precursorespluripotentesy comprometidosfue incompleta,
mostrandonivelesdel 30% respectoal valor controlsin irradiar, 30 dfas despuésde
lairradiación.Asimismo, la recuperacióndela celularidadde la médulaóseatampoco
se vió favorecidacomo consecuenciadel tratamientocon AM3 (Figura 18),

Enlo querespectaa la hematopoyesisesplénica,debidoadificultadesexperimentales,
al existir un porcentajeexcesivamentebajo de precursorestras la irradiación, las
primerascuantificacionesdeéstosserealizaronel día 10, analizándoseen esteórgano
únicamenteprecursorespluripotentes(CFU-S).

Al igual que en la médulaósea,no se observarondiferenciassignificativasen las
cinéticasde recuperaciónde celularidadde bazo entre ratonestratadoscon AM3 y
controlesirradiadosno tratados(Figura 19).

Sin embargo,anivel de CFU-Sesplénicasen el lotetratadoconAM3, seobservóun
incrementosignificativo (158%)diez díasdespuésde la irradiación (Figura20). Los
análisisrealizadosen díasposterioresno mostrarondiferenciasen losnivelesdeCPU-
5 entreel lote control y el tratadoconAM3.
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Figura 16: Cinética de precursoresCFU-S de médulaósea,tras una
irradiación subletal (5,0 Ely), en ratonescontrol o tratadoscon AM3.
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Figura18: Cinéticadecelularidadde médulaósea,trasunairradiación
subletal(5,0 Gy), en ratonescontrolo tratadoscon AM3.
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Figura20: Cinética de precursoresCFU-S de bazo, tras unairradia-
ción subletal(5,0 Ely), en ratonescontrolo tratadoscon AM3.

4.1,3.-Efectodel tratamientocon ÁM3 sobrela supervivenciade ratones
irradiadoscon dosispotencialmenteletales.

Comose ha mencionadoanteriormente,el síndromehematopoyéticosurgetras una
irradiación global con dosis entre 2 y 10 Ely. A estasdosis, la supervivenciadel
animal está condicionadaentre otras causas,por la capacidadde recuperacióndel
sistemahematopoyético.Así, la capacidaddel AM3 paraincrementarel númerode
precursorespluripotentes(E-CFU), podría verse reflejada en un aumento de la
supervivenciade animalessometidosa irradiación potencialmenteletal.

Paraevaluarestahipótesis,ratonesmachoadultofueronirradiadoscon7,6 Ely, dosis
queprovocala muertedel animal por síndromehematopoyético,aunqueno la total
desapariciónde los precursorespluripotentes.

Una hora despuésde la irradiaciónse inició el tratamientocon AM3, queconsistió
en la administracióndiaria “vía oral”, de 150 mg/Kg, duranteseisdíasconsecutivos.
Comoen experimentosanteriores,el lote control fue irradiadocon la mismadosisy
recibió un volumende aguaequivalenteal de AM3 (Figura21).

Comose observaen la Figura22, bajo las condicionesexperimentalesutilizadasen
esteestudio,no se observarondiferenciassignificativasen los nivelesdesuperviven-
cia de los animalestratamientocon AM3 y la del lote control4
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Figura 21: Protocoloparaevaluar el efectodel AM3 sobresupervi-
venciade ratonesirradiadoscon dosispotencialmenteletales.

Este resultado supone, que el protocolo de tratamientocon AM3 óptimo para
estimular los precursorespluripotentesen animalessometidosa una irradiación
subletal,no ofreceunarespuestapositiva frente a dosis de radiaciónpotencialmente
letales.
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Figura22: Efectodel tratamientoconAM3 sobrela supervivenciade
animalesirradiadoscon dosispotencialmenteletales.
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4,2,- ESTIMiULACION HEMATOPOVETICA INT)UCIDA POR AMS.

El hecho de que el tratamiento “vía oral’ con AM3 produjerauna estimulación
significativa de los precursoreshematopoyéticospluripotentes,haciapensarqueel
tratamiento“i,v.” con su forma soluble,el AM5, provocaríaunamayor estimulación
hematopoyética,que facilitadaprofundizar tantoen los diversosefectosasociadosa
la administracióndel producto,como en su mecanismode acción.

Aunquelos mecanismosa travésde los cualesun MRB actúacuandoesadministrado
“vía oral”, no tienen porque coincidir con los implicados cuando se administra
intravenosamente,tampocodebedescartarsea priori estaopción.

En cualquiercaso,la informaciónqueseobtengaconel productosoluble,sirvecomo
punto de partidapara interpretarlo queocurretrasel tratamiento“vía oral”.

Además, existen otros aspectosprácticos asociadosa la vía de administración
empleada, que facilitan la labor experimental. La administración “i.v. ‘ de un
compuestopermiteunamejor y mássencilla dosificación,ya queno hay que olvidar
queestamostrabajandocon ratones.Es importante,asímismo, destacarque frente
a la necesidadde administrarmúltiples dosis deAM3, “vía oral”, datosencontrados• “ n activos
en la bibliografía apuntanqueaquelloscompuestosadministrados lx. so
tras la administraciónde una dosisúnica.

4.2.1.- Determinaciónde la dosisóptima.

Comoen el casodel AM3, los primeros expenmentosestuvierondirigidos a conocer
la dosisde AM5 capaz de producir la máximaestimulaciónhematopoyética.Para
ello, se realizarondos tipos de ensayos,estableciéndosela relación dosis-repuesta
entre:

- Dosis de AMS administraday estimulación de precursorespluripotentes
endógenosen bazo (E-CFU) de ratonessubletalmenteirradiados,

- Dosis de AM5 administraday estimulaciónde precursorespluripotentesy
comprometidosen médulaóseay bazode ratonesno irradiados,

4.2.1 .1. - Ensayosde formaciónde coloniasendó2enasen bazo (E-CFUt

Al igual que en el caso del AM3, medianteel ensayode formación de colonias
endógenasen bazo(E-CFU), secuantificó la capacidaddel AMS paraincrementarel
númerode precursorespluripotentes,en ratonessometidosaunairradiaciónsubletal.
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Así, tras la irradiación de ratonesadultosF1(C57ElxBalb/C)con 6,0 Ely, se les
administró“i.v.” unadosisúnicade AM5 (0,1; 0,2 ó0,4 mg/Kg). La administración
se realizó 1 día ó 1 hora antes de la irradiación ó bien 1 hora despuésde la
irradiación. Posteriormentese cuantificaronlas E-CFU (Figura23).

Figura23: Protocoloparaevaluar la influenciade la dosis de AMS
sobreel númerode coloniasendógenasen bazo.

Como se muestraen la Figura24, el mayor factor de recuperaciónde E-CFU se
obtuvo cuandoel tratamientose realizó 1 hora antes de la irradiación> siendo el
incrementoobservadoproporcionala la dosisde AM5 administrada.

Cuandoel tratamientocon AMS se realizó 1 díaantesde la irradiación,únicamente
dosisde0,4 mg/Kg produjeronun incrementodeE-CPU (Figura24).

Debedestacarseel hecho de quela administracióndeAMS (0,2 ó 0,4 mg/Kg} 1 hora
despuésde la irradiación, fuera capazdeaumentarel númerode E-CFU en bazo.
Estefenómenoya habíasidoobservadoconAM3, si bien los factoresderecuperación
fueron muy supenorescon AM5 (600% respectoal valor control frentea 156% con
AM3).
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Figura 24: Efecto de diferentesdosis de AMS, y distintaspautasde
administraciónsobreel númerode E-CFU.

4.2.1.2.-Ensayosen ratonesno irradiados

.

Paralelamentea los ensayosde formaciónde coloniasendógenasen bazo,seanalizó
el efectodel tratamientoconAM5 sobrela hematopoyesisderatonesno irradiados,
en función de la dosisde ésteadministrada.

En este caso, la posible respuestase independizade las variables asociadasa la
agresión,simplificando el trabajoexperimental.En contrapartida,podría esperarse
unamenorestimulación,debidoa quela hematopoyesisen condicionesnormalesestá
sometidaa unaestrictaregulación, que tiendea mantenerconstanteel nivel de los
distintosprecursores.Peseaello, y apartir de resultadosrecogidosen la bibliografía,
seponede manifiestoque el análisis deprecursoreshematopoy¿ticosen ratonesno
irradiados es buen indicador de la capacidadestimuladora de un determinado
compuesto y que ésta representauna aproximación válida sobre sus efectos
radioprotectores.

En ensayosrealizadosen ratonesF1(C57BlxBalB/C), distintas concentracionesde
AM5 (0,1; 0,2ó 0,4 mglKg) fueronadministradasintravenosamente,determinándose
5 díasmástardetanto la celularidadcomoel contenidoen CFU-S y CFU-GM en
médulaóseay bazo(Figura25). La eleccióndeldíaSserealizó enbasea resultados
descritosen la bibliografíaparaotros MRB.
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Figura 25: Protocoloparaevaluarla influenciade la dosisde AM5
sobrela estimulaciónhematopoyéticaen ratonesno irradiados.

En cuantoa la hematopoyesisen médula ósea, dosisde 0,1 mg/Kg provocaronun
incrementosignificativo en el contenidodeCFU-S(140% respectoal valor control),
si bien el contenido de células totales y de precursoresCFU-GM no se vi6
modificado. Con dosis más altas de AM5 (0,2 y 0,4 mg/Kg) no se observó
estimulaciónde la hematopoyesismedular(TablaVI).

TablaVI: Respuestahematopoyéticade la médulaósea
irradiados,tratadosconAMI Entreparéntesisseindica
al valor control. (*) p<O,O5.

en ratonesno
el % respecto

50/AS

CD
BAZO

9
SUSPENSION

CELULAR

DOSIS DE AUS CEWL4S/PEMUR CFt/-S/FEMUR cFU-GM/PEAlUé~9
(mg/Kg,> fr/O-’) (xtOV txIcr

3)

24,6 ±0,5 4,5 ±0.5 18,2 ±1,9

0,1 26,8 ±0,5 6,3 ±0,2 19,6 ±3,2
(109> (139)1 (108)

0,2 22,1 ±3,1 ‘1,9 ±0.9 16,5 ±3,4
90> (109) ( 91>

0,4 22.8 ±1,2 3,9 ±1,0 15.9 ±1,5
(93> (88) (87>
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Frente a la leve respuestade la médula ósea, la hematopoyésisesplénicase vio
fuertementeestimuladacomo consecuenciadel tratamientocon AM5. Las tresdosis
ensayadas,0,1; 0,2 y 0,4 mg/Kg indujeronun incrementotanto de la celularidaddel
órgano,comode su contenidoen precursoresCFU-S y CFU-GM. Esteincremento
fue dependientede la dosis de AMS, alcanzándoselos valoresmáximos con 0,4
mg/Kg (125%, 330% y 510% en celularidad,CFU-S y CFU-ElM respectivamente
(TablaVII).

Basándonostanto en estos resultadoscomoen los expuestosanteriormentesobreE-
CFU, fijamos comodosisde productoa administraren experimentosposterioresla
de 0,4 mg/Kg de AM5.

TablaVII: Respuestahematopoyéticaesplénicaen ratonesno irradia-
dos, tratadoscon AMS. Entre paréntesisse indica el % respectoal
valor control. (*) PCO,OS.

4.2.2.-Cinéticade estimulaciónhematopoyéticatrasel tratamientocon AMS
en ratonesno irradiados.

El análisis de precursoreshematopoyéticosen ratonesno irradiadostras unaúnica
administraciónde AMS, sehabíallevadoa cabo5 díasdespuésde dichaadministra-
ción. Sin embargo,resultaobvio quesi queremosconocerla respuestahematopoyéti-
ca tras el tratamientocon AM5, no debemosrestringirnosa su efecto en un día
determinado,sino que una vez establecidala dosis óptima, debíamosestudiar la
cinéticaseguidapor los precursoresa diferentesdíasdespuésde la administracióndel
fármaco,

Así, tras la administración“i.v.” de una única dosis de 0,4 mg/Kg de AM5, se
determinaronlas cinéticas seguidaspor distintos precursoreshematopoyéticosen
médulaóseay bazo,asícomopor las célulasmadurasdesangreperiférica,en ratones
no irradiados(F1(C57BlxBalb/C)).

Con ello, sepretendióanalizarel efectodel tratamientocon AM5 sobrelos distintos
compartimientoshematopoyéticos,estandoestosrepresentadosde la siguienteforma:

DOSIS DE MIS CELULA 3/BAZO CFL/-S/RAZO CFU-OM/BAZO

170,7 ±12,6 1,6 ±0,1 3,2 ±0,7

0,1 188,7 ±12,0 2,3 1 0,1 43± 0,1
(líO) (14 4>~ (131)

0,2 201,0 ± 0,5 2,8 + 0,1 5,7 ±0,3
(118) (tiar (175)’

0,4 214,4 ±11,0 5,3 ±1,6 16,3 ±3.5
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COMPARTIMIENTO REPRESENTANTE

Células cepa CFU-S

Precursores

Comprometidos

CFU-GM

BFU-E

Células maduras Leucocitos
Hematocrito

El protocoloutilizadose muestraen la Figura26. A los días1, 5, 9 y 15 despuésde
la administraciónde AMS, se cuantificaron los niveles de precursoresy células
mencionados,tanto en médulaóseacomo en bazo y sangreperiférica. En todoslos
casosseanalizó en paraleloun lote de ratonescontrol, inyectadocon un volumen
equivalentede solución salina,

O.4m9/KgAMS¿v.

¿5; 9 Y 50/AS
POST-IRAlA IvIIEN 10

SANGRE
PER/FERICA

LEUCOCITOS Y
HEÑÍATOCRITO

BAZO

ñ
SUSPENSION

CELULAR

4.

~1~
MEDULA OSEA

4o
SUSPENS¡O/Q

CELULA!?

ANAL/S/S DE GELLILA RICAO,
CFU—S, CHJ-GM Y BFU-EFigura26: Protocoloparaevaluarla respuestahematopoyéticatrasel

tratamientocon AMS en ratonesno irradiados,

4.2.2.1.-Celularidad

.

Como se observaen la Figura 27, la celularidaddel bazo de ratonestratadascon
AMS aumentóprogresivamente,alcanzandoun máximo en el día 9 post-tratamiento
(135%en relaciónal valor control), descendiendoa valoresnormalesel día 15 post-
tratamiento.En cuantoala celularidadde médulaósea,no seobservarondiferencias
significativascomo consecuenciadel tratamientocon AMS, duranteel periodo de
tiempoestudiado(Figura27).
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Figura 27: Cinéticade celularidadtotal en médula ósea y bazo de
ratonesno irradiados,tras el tratamientocon AMS. (*) p’C 0,05

4.2.2.2.-Precursoresoluripotentes

.

El efectoestimuladordel AMS sobrelos precursorespluripotentes(CFU-S) debazo
(Figura28), sepusode manifiestoya en el día 1 post-tratamiento,aunquefue en el
día 5 cuandola estimulaciónfue máxima,alcanzándosevaloresdel 330% respectoal
valor control. A partir del día 5, los nivelesdeCFU-S enbazode ratonestratados
disminuyeron,alcanzandovalorespróximosal controlel día 15.

Porel contrario, duranteel períodode tiempoestudiado,el tratamientocon AMS no
modificó los nivelesde precursorespluripotentesde médulaósea(Figura 28).

Puestoqueel hechode no observarseincrementoen el númerode CFU-Sen médula
óseatras el tratamientocon AM5, podría debersea una migración de precursores
desde este órgano a otros focos hematopoyéticos,se estudió el efecto de la
administraciónde AMS (0,4 mg/Kg) sobrelos valoresdeprecursorespluripotentes
(CFU-S) en sangreperiférica 3 días despuésdel tratamiento,comparándoselos
resultadoscon los de un lote control tratadocon volumenesequivalentesde solución
salina (Figura29).

Los resultadosmostraronun fuerte incrementoen el númerode CFU-S en sangre
periférica como consecuenciadel tratamientocon AM5, alcanzándosevaloresdel
265% en relacióna los obtenidosen ratonescontrol (TablaVIII).
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Figura28:
en médula
irradiados.

Cinéticaseguidaporlos precursorespluripotentes(CFU-S)
óseay bazo, tras el tratamientocon AM5, en ratonesno

Figura29: Protocoloparaevaluarel efectodel AM5 sobreel número
de CFU-S en sangreperifericade ratonesno irradiados.
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VIII: Contenidode CFU-S
con AMS. (*) p<O,05.

en sangreperiféricatras el trata-

4,2.2,3.- Precursorescomprometidos

.

Laspoblacionesdeprecursorescomprometidos,tanto dela líneagranulo-macrofágica
(CFU-OM) (Figura30) como eritroide (BFU-B) (Figura 31), sevieron fuertemente
estimuladasen el bazode ratonestratadoscon AM5, alcanzándosede nuevo5 días
post-tratamientolos valoresmáximos,quecorrespondierona un 510% paralasCPU-
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Figura30: Cinéticade precursoresCFU-GM en médulaóseay bazo
de ratonesno irradiados,tras el tratamientocon AMS

4 Qf<) p<0,05.
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CONTROL

CONTROL 2,5 ±0,3
AM5 8,7 ±t5 350

2 CONTROL 3,3 ±0,7
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3 CONTROL 2,4 ±0,2
*

AM5 6,3 ±0,6 305

‘1 CONTROL 2,2 ±0,2
AM5 4,9 ±0,6 220’

MEDIA CONTROL 2,6 ±0,3
AM6 6,6 ±0,8 264’

Tabla
miento

700

o

--6~- Médula ósea

—•— Bazo ¡
— Control

1 15



-70-

GM y a un 430% para las BFU-E, respectoa los valorescontrol, Nuevamente,en
díasposterioresla estimulaciónfue disminuyendoalcanzándosevalorescercanosal
control 15 díasdespuésdel tratamiento.

Al igual queen el casode la CFU-S, los nivelesde CFU-GM en médulaóseano se
vieron incrementadoscomo consecuenciadel tratamientocon AMS (Figura 30),
observándoseun descensosignificativo en el númerode BFU-E el día 5 post-
tratamiento,si bien en el día 9 esteprecursorvolvía a valorescontrol (Figuras 31).
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31: Cinéticade precursoresBFU-e en médulaóseay bazo de
no irradiadostras el tratamientocon AMS. (*) p <0,05.

4.2.2.4,-Célulasmadurascirculantes

.

En lo querespectaal compartimientode célulasmaduras,los valoresdehematocrito
y leucocitosen sangreperiférica de ratones tratadoscon AM5, se mantuvieronen
tomoal valor controlduranteel períododetiempoestudiado,no siendosignificativas
las diferenciasobservadas(Figura 32).
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Figura 32: Cinética seguidapor las células circulantesde ratonesno
irradiadostratadoscon AMS.

4.2.3.-Influenciadel contenidoresidualde endotoxinapresenteen la muestra,
en la estimulaciónhematopoyéticainducidapor A.M5C

El procesode obtencióndel AM5, comoel de otroscompuestossimilares,no permite
eliminar totalmentela contaminaciónpor endotoxina(LPS), y aunquelas concentra-
ciones de LPS en la muestra de AMS sean puramenteresiduales, al estar la
endotoxinadecrita como un potenteestimuladorde la hematopoyesis(Quesenberry
y col, 1973; Lahiri, 1976), fue necesariocomprobarquelos efectosdescritosparael
AMS no eran debidosal LPS residualpresenteen la muestra,

Con objeto de descartarestaposibilidad, se realizarondos tipos deexperimentos:

- Análisis de precursoreshematopoyéticosen ratonestratadoscon endotoxina
(LPS) a dosissimilareso superioresa laspresentesen las muestrasde AMS.

- Análisis de precursoreshematopoyéticosen ratones tratados con AMS
sometidoa un tratamientohipertérmico.

La imposibilidadde obtenermuestrasde LPS del propio AM5 nos obligó a utilizar
LPSscomerciales(Escherichiacoli y Salmonellaabortus)(Sigma).

ér Hematocrito

& Leucocitos

— Control
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4,2.3,1.-Estimulaciónhematopoyéticaen ratonesno irradiados, trasel tratamiento
con endotoxina(LPS)

.

RatoneshíbridosFI(C57BlxBalb/C)fueron inyectadoscon distintasconcentraciones
de LPS de LSQii o S. abortus,determinándose5 díaspost-tratamientoel contenido
de CFU-GM en bazo.

Las dosisde LPS utilizadasfueronequivalentesal LPS existenteen la dosisde AMS
administrada(datosfacilitadospor LaboratoriosAndrómaco),asícomocinco y diez
vecesésta.

La inyeccióndeLPS de E. coli, a la concentraciónpresenteen nuestrasmuestrasó
5 vecessuperior,no incrementólos valoresde CFU-GM en bazopor encimade los
valores obtenidoscon AMS. Con concentracionesde LPS 10 vecesmayores, se
consiguieronvaloresde CFU-GM mayoresa los obtenidostrasel tratamientocon0,4
mg/Kg de AM5 (Figura33).
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Figura33: Efectode la administracióndeLPS sobrela hematopoyesis
esplénica de ratones híbridos. (xl) representala dosis de LPS
equivalentea la presenteen 0,4 mg/Kg de AMS. (*) pc0,05.

La respuestahematopoyéticafue dependientedel tipo de endotoxinaadministrada,
puestoque en el casodel LPS de 5. abortus,su efectosobrelos valoresdeCFU-GM
esplénicosfueron siempremuy inferioresal observadocon AMS (Figura33).

El mismo protocolo experimentalse utilizó con ratones poco respondedoresa
endotoxinaC3IH/HeJ,
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Como se muestraen la Figura 34, el tratamientocon AMS incrementóde forma
significativa el número de CFU-GM esplénicasen ratones C3H/HeJ, si bien el
incrementoalcanzadofue algo inferior al conseguidoen ratoneshíbridos(CS7B¡x-
IBalb/C) (Figura33). ConLPSdeE. coli, sólodosis10 vecessuperioresala presente
en el AM5 produjeronun incrementosignificativo y similar al obtenidocon éste.

El LPS de 5. abortus (Figura 34) no fue capaz de estimular la hematopoyesis
esplénicaen ratonespocorespondedoresa endotoxina,a ningunadelas concentracio-
nesensayadas,produciendoinclusoun descensosignificativo en losvaloresdeCFU-
GM a dosisxlO.
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Figura34: Efectode la administracióndeLPS sobrela hematopoyesis
esplénicade ratonesC3HIHeJ. (9 p <0,05.

Aunqueestosresultadossugeríanqueel efectoestimuladordel AM5 sobreel sistema
hematopoyético,no era debidoa la endotoxinaresidualpresenteen la muestra,la
variabilidad de la respuestaobservadaen función del tipo de LPS no permitió
descartartotalmentesu implicación.

Los experimentosque se decribena continuación, tenían por objeto ofrecer una
confirmación concluyentesobre la no mediación de la endotoxinaen el efecto
estimuladordel AM5 sobreel sistemahematopoyético.
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4.2.3.2.-Estimulaciónhematonoyéticaen ratonesno irradiadostratadoscon AMS
sometidoa tratamientohiuertérmico

.

Está descrito que el LPS es altamenteresistentea tratamientostérmicos. Parasu
inactivaciónserequierentemperaturasmuy elevadas,del ordende 180-2000C(Tsuji
y Harrison,1978; Avis y col, 1987).

Por tanto, si medianteun tratamientotérmico a temperaturasinferioresa éstas,en
donde el LPS no va a ser inactivado, se consigue una inactivación del AMS,
perdiendoéstesu capacidadparaestimularla hematopoyesisesplénicaen ratonesno
irradiados, sepodríaconcluir que el LPS no intervieneen tos efectosatribuidosal
AMS.

u
LPS

o a

Figura 35: Protocolopara el estudio del efectodel tratamientocon
AMS sometido a tratamientohipertérmico, sobre la hematopoyesis
esplénicade ratonesno irradiados.
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Así, la muestrade AMS fue sometidaa un tratamientohipertérmico(30 minutos
1000C), determinándoseposteriormentesi la muestraeracapazde inducir estimula-
ción hematopoyéticaen bazode ratonesno irradiados.Comoen casosanteriores,los
análisisdeprecursoreshematopoyéticosse realizaron5 díasdespuésde la inyección
‘i.v.” de la muestra(Figura35).

Comoseobservaen la TablaIX, el tratamientotérmico(1000C30 minutos),provocó
unainactivacióndel AM5, perdiendoéstesu capacidadparaestimularla hematopoye-
sis esplénicade ratonesno irradiados. El porcentajede CFU-GM 5 días despuésde
la administraciónde AM5 sometidoal tratamientocon calor fue del 128%, frentea
439% cuandoel AMS no hablasidosometidoal tratamientotérmico.Porel contrario,
el mismotratamientotérmico,no afectóla capacidaddel LPS (E. coli) paraestimular
la hematopoyesisesplénica,convalores de CFU-C]M respectoal control de330% y
410% con LPS no tratado o sometidoal tratamientohipertérmicorespectivamente
(Tabla IX).

Estos resultadospermitenafirmar que el efectoestimuladordel AMS, no sedebea
la contaminaciónresidualde endotoxinapresenteen la muestra.

TRATAMIENTO CB. LiLA 3/BAZO CPU-GAl/BAZO
(x106) (xIOj

CONmOL 208,7 ±11.5 3,5 ±0,3

AMB 237,7 ±23,3 15,3 ±1,0
(114> (439)’

AUS .YOÁIñ~ 1W c 204,9 ±20,4 4,5 ±0,8
(98) (128>

LP,5 frS) 233,7 ± 16,7 11,6 ± 1,4

(112> (334>*

LPS frS) 30Mb, w c 234,7 ±26,6 12,2± 2,0
(112) (4080

Tabla IX: Efecto del tratamiento con AM5 y LPS, sometidosa
tratamientohipertérmico,sobrela hematopoyesisesplénicade ratones
no irradiados. (‘4<) p<O,OS.

4.2,4.-Efecto de la administración de AMS sobre la hematopoyesisde ratones
irradiados.

Los resultadosobtenidossobreel efectodel AM5 anivel tantode coloniasendógenas
en baio, comodeprecursoreshematopoyéticosen ratonesno irradiados,sugeríanuna
potencialcapacidadradioprotectorade estecompuesto.
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El análisisde esta capacidadse abordó medianteestudiostanto de supervivenciaen
animalessometidosadosispotencialmenteletalesderadiación,comoderecuperación
bematopoyéticaen animalessubletalmenteirradiados.

4.2.4.1,-Efectodel AM5 sobrela sunervivenciaderatonesirradiadoscon dosis
potencialmenteletales

.

Los experimentosdescritosen esteapartadoteníancomo objetivo comprobarsi el
AM5 eracapazde aumentarla supervivenciadel animal,cuandoéstehabíarecibido
una irradiaciónpotencialmenteletal.

Los protocolosde administraciónempleadosen los estudiosde supervivencia,fueron
seleccionadosen base tanto a los resultadosobtenidos en ratones no irradiados
tratadoscon AMS, como a resultadosdescritosde la bibliografía.

RatonesmachoF1(C57BlxBalb/C)de 12 semanasde edad, irradiadoscon 7,6 Gy
(LD90130), fuerontratadosvía ‘i.v.” con 0,4 mg/Kg de AMS, 5, 3 6 1 día antes6
1 horadespuésde la irradiación (Figura36).

Figura36: Protocolo para evaluarel efectodel tratamientoconAM5
sobrela supervivenciade ratonesirradiadoscon dosispotencialmente
letales.
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Cadaexperimentocontóconun lote control, irradiadocon la mismadosiseinyectado
con soluciónsalina,así como con un lote control positivo el cual fue tratado3 días
antesde la irradiacióncon 50 mg/Kgde dextránsulfato (D5500) (Sigma),administra-
do intraperitonealmente.Está descrito que este protocolo de administracióndel
1)5500,incrementala supervivenciafrente a irradiación potencialmenteletal (Ross
y Peeke,1986b).

El tratamientocon AMS una horadespuésde la irradiaciónno incrementólos niveles
desupervivenciade los ratonesirradiados(Figura37).

Las lotes quehabíansido tratadoscon 0,4 mg/Kg de AM5 3 ó 5 díasantesde la
irradiación,mostraronunasupervivenciamuy similar (12-18%)a la del lote control
(10%) (Figura37), Sin embargo,la administraciónde 0,4 mg/Kg de AMS 1 díaantes
de la irradiación, tuvo comoresultadoun fuerteincrementode la supervivencia.En
estascondiciones,sobrevivieronel 90% de los animalesirradiadosconunadosiscon
la quesólo un 10% de los ratonesno tratadossobrevivió(Figura37).
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Figura37: Supervivenciade animalestratadoscon AM5 y sometidos
a unairradiaciónpotencialmenteletal.

4.2.4,2.-Efectodel tratamientocon AMS sobrela recuperaciónhematopoyética
trasunairradiación subletal

.

Una vez demostradala capacidaddel AM5 para aumentarla supervivenciade
animales sometidosa dosis de radiación potencialmenteletales, nos propusimos

300 6 10 16 20 26
DíAS POST-IRRADIACION
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determinarsi el tratamientocon AM5 era capazde estimular la recuperaciónde
precursoreshematopoyéticosen animalesirradiados.

La bruscacalda en los niveles de precursoresque tiene lugar en ambos órganos
hematopoyéticostras la irradiación, descensoque es proporcional a la dosis de
radiaciónadministrada,nos impidió realizarestosestudiosen animalessometidosa
dosispotencialmenteletales,ya que conellaslos análisisde precursoresno podrían
realizarsehasta muchosdías despuésde la irradiación, lo que nos indujo a utilizar
dosis subletales.

30 Gy

0-30 O/AS PCST—/RRAO/ACICA!

1 __

BAZO MEDULA OSEA

o
SUSPENSION SUSPE’VSIO/V

CELULAR CELULAR

ANAL/SIS DE CELULAR/DAD Y CPU-GAl

Figura38: Protocoloparael estudiodela recuperaciónhematopoyéti-
caespontánea,trasuna irradiación subletal.

Previamenteal estudiode la recuperaciónhematopoyéticaen ratones tratadoscon
AMS, seestablecieronlascinéticasde recuperaciónespontáneaa nivel de celularidad
y CFU-GM tanto en médulaóseacomo en bazo de ratonesirradiadoscon 3,0 CV
(Figura 38). Los análisis se realizarondistintosdías post-irradiación,hastalos 30
días, momentoen el quela recuperaciónhematopoyéticaestáestabilizada.

En ambosórganoshematopoyéticosel númerode célulasdisminuyódrásticamenteel
primer díapost-irradiación,iniciándoseposteriormenteuna recuperaciónquealcanzó
los valoresnormalesalrededordel dia 13 (Figura39).

La irradiación con 3,0 Gy tuvo un efecto sobre los precursores(CFU-GM) muy
similar al mostradosobre celularidad, si bien su reduccióntras la irradiación fue
mayor, hastatal punto que en bazono fueposibleexperimentalmentecuantificarel
número de precursorespresenteshasta6 días post-irradiación.A diferenciade la
celularidady los precursoresCFU-GM de médulaósea, que 13 díasdespuésde la
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irradiaciónya mostraronnivelespróximos al control, los precursoresCFU-GM en
bazoaún estabanal 80% del valor control30 díaspost-irradiación(Figura 40>.
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39: Cinéticade recuperaciónespontMieade la celularidadde
óseay bazotras una irradiación subletalcon 3,0 Gy.
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40: Cinéticade recuperaciónespontáneadeprecursoresCFU-
médulaóseay baio, tras una irradiaciónsubletalcon 3,0 Gy.
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Posteriormente,se evaluóel efecto del tratamientocon AM5 sobrela recuperación
tanto de la celularidadcomo de precursorescomprometidos,en médulaóseay bazo
de ratonessometidosa unairradiación subletalde 3,0 Gy.

A la vista de los resultadosanteriores,el análisis del efecto del AM5 sobre la
recuperaciónhematopoyéticade ratonesirradiadossubletalmentese realizó 6 días
despuésde la irradiación. Por un lado, en este día es posibleexperimentalmente
cuantificarla población de CFU-GM en ambosórganos.Por otro, el análisisdebe
realizarseantes de que la recuperaciónespontáneade dichos precursoresalcance
valorespróximosal control (zonade plató) puestoque ello dificultarla la detección
del posibleefectoestimuladordel AMS.

Oil -5 ±S}~N~-~i¡ng/Kg AUS Lv.

O/A -3 g~ 0,4 ¡ng//<g MISLv.

O/A -I ~
0,~~O.4mo/K~AMS Lv.
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o
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Figura 41: Protocolopara el estudiodel efecto del
recuperaciónhematopoyéticaen ratonessometidosa
subletal.

AM5 sobre la
una irradiación

tu

A ratonesF1(CS7BlxBaIb/C)seles administrévn i.v.’ O,4mg/Kg deAM5 5, 3 ó
1 díaantesó 1 horadespuésde la irradiación.Laspautasde administraciónutilizadas
fueronlasmismasqueen los estudiosdesupervivencia.Al lote controlsele inyecté
solución salina 1 hora post-irradiación.A los 6 días despuésde la irradiación,se
determinóla celularidady contenidode CFU-GM tantoen médulaóseacomoen bazo
(Figura 41).

E
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La administraciónde AM5, 3 días antes de la irradiación fue la única pauta de
tratamientoqueincrementósignificativamentela recuperaciónde los precursores
CFU-GM en médulaósea(130% el valordel control irradiado) (rabiaX).

Sin embargo,la recuperaciónde CFU-GM en bazo sevió incrementadacuandoel
tratamientocon AM5 se llevó a cabo tanto 3 como 1 día antesde la irradiación.
Además,y al igual que en apartadosanteriores,la respuestaesplénicafue mayorque
la medular, con valores de CFU-GM en bazo de 250% en relación al control
irradiado, cuandoel AMS se administró 3 días antesde la irradiación y de 290%
cuandoel tratamientose realizó 1 día antes(TablaX).

La administraciónde AM5, 5 días antes6 1 hora despuésde la irradiación, no
produjoincrementossignificativosen la poblacióndeCFU-GM ni en médulaóseani
en bazo.

Tabla X: Efecto del tratamiento con AM5 sobre la recuperación
bematopoyéticaen ratonessubletalmenteirradiados.Entre paréntesis
se indican los datos como % respectoal valor control irradiado. (‘4’)
p< 0,05.

4.2.5.-Efecto del tratamientoIlj~ vitro” con AMS sobre la hematopoyesisen
cultivos de largaduraciónde médulaósea.

Como hemos expuesto, el tratamiento “in vivo” con AM5 produce un fuerte
incrementode la hematopoyesisesplénicaen ratones‘no irradiados,mientrasque la
hematopoyesismedularno seve afectada.En virtud de los resultadosobtenidosen
sangre periférica, que sugieren la existencia de fenómenos de migración de
precursoresdesdela médula,nosplanteamosdeterminarla posibilidaddequeel AM5

MEDULA OSEA BAZO
tRA TAMIE/V~O CELULAR/DAD CPU-GAI/F’EAIUR CEWLAAID,4 O CPU-GAl/BAZO

MCI) 1x10’) ¡‘xlOt

CONTROL 17,7±0,7 2,2±0,3 60,5±3,9 81A±20,O

AlAS (-5W 17,6±0,5 2,8±0,5 52,2±3,6 72,8±11,7
(99> <125> ( 86> ( 89)

AlAS <-3d> 18.5±0.6 2,9±0,4 59,2 ±2,9 205,9±64,0
(104> (131> ( 98> (253)

AlAS (-Id) 16,7±0.5 2,3±0,4 ‘16,7±2.2 237,4±75,0
(94) (102> ( (291>’

AlAS (+1 h) 12,8±0,4 2,1 ±0,4 ‘12,3±2.2 117,5 ±29.0



-82-

pudieraestimularla hematopoyesismedularen un sistemacerrado,sin posibilidadde
migración,como son los cultivos de largaduraciónde médulaósea(LTBMC).

Además,un modelo biológico como el LTBMC constituyeun sistemaidóneopara
profundizaren los mecanismosde acciónimplicadosen la respuestahematopoyética
frentea la administraciónde un determinadocompuesto,en nuestrocasoel AM5.

Al serun sistema‘in vitro, el númerode variablesqueintervienenessiempremenor
que “in vivo’, y en cualquiercaso, son siempremás fadilmentecontrolablespor el
operador.

Recordemos,queel cultivo delargaduraciónde médulaóseareproduce‘Un vitrou la
hematopoyesismedular por períodos superiores a 40 semanas,lo que permite
cuantificarperiodicamentelos procesosdeproliferacióny diferenciaciónseguidospor
los distintosprecursoreshematopoyéticos,y por tantoevaluarla respuestahematopo-
yética a un determinadocompuesto.

4.2.5.1.- Relacióndosis-efecto

.

En estecontexto,losprimerosestudiosfuerondirigidos a determinarla relación entre
la dosisde AMS afiádidaal cultivo y el efectoestimuladorproducido.
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~ /0-6 UH/ORCCORT/SC¡VA

tCA MB/O SEMANAL DELA
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ANÁLISIS DE CELULAR/DAD, CPU-S y cr&-&u

Figura42: Protocoloparaevaluarla relacióndosisde AMS adminis-
trada‘Un vitro” al LTBMC, y estimulaciónhematopoyéticaproducida.
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El protocoloexperimentalutilizado semuestraen la Figura42. Tressemanasdespués
de establecidoel cultivo, momentoen el que la capaadherenteya constituye un
microambientehematopoyético,serealizó el tratamiento“in vitro” con AMS (0,2;
0,4; 0,8ó 1,0 sg/ml)coincidiendocon el cambiode medio. Unasemanadespués,se
cuantificaronlos niveles de precursoreshematopoyéticos(CFU-S y CFU-OM) así
comola celularidadtotal, tanto de la capaadherenteo estroma,como de la capano
adherenteo sobrenadantede los cultivos.

Como semuestraen la Figura43, a medidaque se incrementéla concentraciónde
AM5 administrada,la celularidaddelsobrenadanteaumentó,alcanzándoseel máximo
con 1,0 gg/ml (240% respectoal control). Por el contrario, la celularidadde la capa
adherentedisminuyóal incrementarla dosis de AMS alcanzandovaloresdel 40%
respectoal control con dosisde 0,8 y 1,0 pg/ml. Cuandose consideróla celularidad
total de la botella (sobrenadante+ capaadherente),estosefectosse contrarrestaron
debidoa las diferenciasde densidadcelular en amboscomponentesdel cultivo, no
observándosecambiossignificativos con respectoal control como consecuenciadel
tratamientocon AMS (Figura 44).
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Figura 43: Efecto del tratamiento 1Un vitro” con AMS sobre la
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Figura 44: Efecto del tratamiento “in vitrou con AM5 sobre la
hematopoyesisde LTBMC: celularidad, CFU-S y CFU-C3M por
botella, (*) p<O,OS.

En cuanto a los precursorespluripotentes(CFU-S) (Figura 45), a medidaque se
aumentóla dosisde AM5 se observóun incrementoprogresivode los mismosen el
sobrenadante,alcanzándosevaloresde 240% y 250%,conrespectoal control, adosis
de 0,8 y 1,0 sg/ml, respectivamente.A diferencia de lo que ocurrió con la
celularidad,los nivelesde CFU-Sno sólono decrecieronen la capaadherentecomo
consecuenciadel tratamientocon AM5, sino que con dosisde 0,8 ¡¡g/ml aumentaron
(130%) aún cuandoel númerode célulasera sólo del 40% respectoal control. A
estasdosisde AMS (0,8 sg/ml) los valoresde CFU-Spor frasco aumentarona un
150% (Figura 44).

Al igual que en el casode los precursorespluripotentes,el númerode precursores
comprometidoshaciala líneagranulo-macrofágica(CFU-GM) aumentóen funciónde
la dosis de AMS, alcanzandovalores máximos tanto en el sobrenadantecomo en la
capa adherente,tras un tratamiento con 0,8 pg/ml de AM5 (545% y 235%
respectivamente)(Figura46). Asimismo, los nivelesdeCFU-GM porbotellatambién
aumentaron(270%)tras 0,8 gg/ml de AMS (Figura 44).

Estosresultadosconfirmabanla capacidaddel AM5 paraestimularla hematopoyesis
medulary ponían de manifiestouna relaciónentredosis de AMS administrada“in
vitro” al cultivo y el factor de estimulación hematopoyéticoobservadoen el
sobrenadante,tanto a nivel de precursorespluripotentescomo comprometidosSin
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— Control
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embargo,no
adherente.

seobservóestarelacióncuandose analizóla hematopoyesisen la capa
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Figura 45: Efecto del tratamiento “in vitro’ con AMS sobre el
contenidode CFU-S en LTBMC. (*) p <0,05.
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4.2.5.2.-Efectodel tratamientocon múltiplesdosisde AMS. sobrela hematopo-ET
1 w
162 724 m
507 724 l
S
BT

yesis deLTBMC

.

Una vez demostradala capacidaddel AMS para estimular la hematopoyesisen
LTBMCs, nospropusimosevaluarel efectoquela administraciónde múltiples dosis
de AM5 teníasobrela hematopoyesisde dicho cultivo.

I..a presencia de una relación dosis-respuestaentre concentraciónde ANIS y
estimulación,sugeríaquela administraciónde múltiplesdosispodríaconducirauna
mayor estimulaciónhematopoyética.Peropor el contrario, la pérdidade celularidad
en la capaadherente,también dependientede la dosis, podría contrarrestareste
incrementopor “agotamiento”prematurodel cultivo.

Coincidiendocon el cambiode medio,se realizóel tratamientocon AMS, utilizando
dos concentraciones0,2 ó 0,8 sg/ml. Como en el apartadoanterior, el primer
tratamientose llevó a caboala tercerasemanade cultivo (Figura47).

RA 70/9 OGNADOR RA 7GW DONAOCR

$ - CAMBIO SEMANAL DE MEO/O
FEMUR 7/8/A - TRA fAMíEN 70 CONMIS SIMULTANEO AL

CAMB/O DE MEO/O (0,260,8 uglmí)

73j73u (MEDIO DE CULTIVO FISCHERSEMANAO jao% SUERCOECABALLO

ta6 M/-//OROCORT/SONA

SEMANAY LII). 70/AS [jjjj.
(10 005/5 AXIS)

*
SEMANA4 EZD• 70/AS _____

(2~ 005/5 AXIS)
$

SEMANA5 m• 70/AS jjjj3j.
(30 DOS/S AMS)

$
SEMANA 6 LIIZI’ 70/AS LZD’

(40 005/5 AXIS)

SOBRENADANTE CAPA ADHERENTE

ANALISIS DE CELULAR/DAD Y CPU-GAl

Figura 47: Protocolopara el estudiodel efectode la administración
‘in vitro” de múltiples dosis de AMS sobre la hematopoyesisde
LTBMC.
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Las dosisde0,2 y 0,8 gg/ml fueronseleccionadasen basea los resultadosdescritos
en el apañadoanterior.Conellassepretendiócubrir dos tipos derespuesta,dosisque
produciendo incremento en el número de precursoreshematopoyéticosen el
sobrenadante,no afectarana la capaadherente,y dosis que aún produciendouna
reducción en la capa adherenteofrecieran un incremento máximo de precursores
hematopoyéticos.

Condosisde 0,2 pg/ml, seprodujoun ligero incrementoen el númerode precursores
en el sobrenadantey no disminuyó la celularidad de la capaadherente.Por el
contrario, dosis de 0,8 sg/ml de AM5, si bien producíanuna estimulación muy
elevadaen los nivelesde precursoresdel sobrenadante,reducíanla celularidadde la
capa adherentea un 40% en relación al valor control, es decir tenía lugar una
despoblacióndel estromaquepodríaestarindicandoun “agotamiento” del cultivo.

Los resultadosobtenidosmostraronque el tratamientocon múltiples dosis de AM5
a concentracionesde 0,2 pg/ml, produjo un incrementoprogresivo tanto de la
celularidad(Figura48), comodel númerodeCFU-GM (Figura49) del sobrenadante.
En amboscasosexistió una relaciónentrelos incrementosobservadosy el número
de dosisadministradas.En relacióna la capaadherente,estetratamientoprodujoun
ligero descensoen el númerodecélulasnucleadas(70-80%respectoal valorcontrol),
y un incrementoen el númerode CFIJ-GM (180%) (Figuras48 y 49).

Tras la administraciónde dosis múltiples de 0,8 pg/ml de AMS, el sobrenadante
mostró un incrementoprogresivoen la celularidadhastala terceradosis, permane-
ciendo estableesteincrementocon cuatrodosis (Figura48). En relación al número
de CFU-GM, la administraciónde dos y tres dosis incrementéligeramenteel factor
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Figura 48: Efecto del tratamiento“in vitro” con múltiples dosis de
AM5 sobrela celularidadde LTBMC. (*) p<0,05.
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0,2 pg/mI

SOBRE NADAN TE

0,8 ~~g/ml

0,2 pg/rnl

CAPA ADHERENTE

Figura 49: Efecto del tratamiento “in vitro” con múltiples dosis de
AM5 sobre el contenidode precursoresCFU-GM en LTBMC. (*)

0,05.

obtenido con una única dosis, siendo en cualquier caso este factor superior al
observadocon dosisde0.2 ~¿g/ml,convaloresrespectoal controldel 590%y 560%,
tras 2 y 3 dosis de 0,8 gg/ml respectivamente,frentea 390% tras 4 dosis de 0,2
gg/ml. Una cuartadosisde AM5 de 0,8 pg/ml, tuvo comoconsecuenciaunabrusca
caídade los nivelesde CFU-GM en el sobrenadante(75% respectoal valor control)
(Figura 49).

En el estroma(Figura48), múltiples dosisde 0,8 sg/ml provocaronun descensode
la celularidadmuy similar al observadotrasunaúnicadosis(40-70%del control). En
relaciónal contenidode precursores,si bien el tratamientocondos dosisprodujo un
incrementoen los nivelesde CFU-GM similar al obtenidotrasuna únicadosis,3 ó
4 dosisde 0,8 gg/ml de AMS indujeronun descensoen los nivelesde CFU-GM del
estroma(24% trascuatrodosis) (Figura49).

4.2.6.-Mediadoresde la estimulaciónhematopoyéticainducida por AMS en
LTBMC.

Unavez puestode manifiestola capacidaddel ANIS paraestimularla hematopoyesls
en LTBMCs, nos propusimosanalizarlos factoresmediadoresde esteefecto.

Puestoquelos CSFs son agentesimplicadosen la regulaciónhematopoyética,la
fuerte estimulaciónobservadatrasel tratamiento“in vitro” con AM5 en LTBMC, nos
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indujo a pensarqueéstapodría estarmediadapor un incrementoen los nivelesde
CSFspresentesen el cultivo.

4.2.6.1.- Liberación de actividad estimuladorade coloniasen LTBMC tras el
tratamientocon AMS

.

Los precursoreshematopoyéticosnecesitanla continuapresenciade factores de
crecimientoparaproliferar “in vitro”. Una aproximaciónválida paracomprobarla
presenciade estos factoresen LTBMC, esdeterminarsi el sobrenadantede éste es
capaz de inducir la formación de colonias “in vitro’ a partir de precursores
hematopoyéticos,en ausenciade factores exógenos.Es por ello que se habla de
Actividad Estimuladorade Colonias(CSA).

En este apartado, se describen los resultadossobre la presenciade GM-CSA
(actividad estimuladora de colonias granulo-macrofágicas)en sobrenadantesde
LTBMCs tratadoscon AMS.

En el protocoloseguido,a la tercerasemanade cultivo y coincidiendocon el cambio
de medio, serealizó el tratamientoconAMS (0,2; 0,4;0,8 ó 1,0 ~g/ml), recogiendo
unasemanadespuéslos sobrenadantes,loscualeserancentrifugadosparaeliminarlas
célulasexistentesy almacenadosa -20”C hastasu uso.

Figura 50: Protocolo para evaluar la presencia de GM-CSA en
LTBMC, comoconsecuenciadel tratamientocon AM5.
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La presenciade CSA se determinómedianteel ensayode formación de colonias
CFU-GM, tal como se ha descritoanteriormente(apartado3.5.2.), sustituyendoel
mediocondicionadopor el sobrenadantelibres decélulasprocedentesde los LTBMC
tratadoscon AMS o control (Figura50).

¿En un primer ensayo,distintascantidadesde sobrenadantelibre de células (5-30%
y/y), procedentede un LTBMC tratadocon0,8 gg/ml de AMS, fueronensayadasen
cuantoa su contenidoen GM-CSA.

Los resultados(Figura51) muestranque el númerode coloniasCFU-GM formadas
«in vitro” dependióde la cantidadde sobrenadanteafiadida, alcanzándoseun plató a
partir de cantidadesde sobrenadantedeI 10% (y/y). No seobservó inhibición en la
formaciónde colonias en el rangode concentracionesestudiada,

80 -

1
c~I, 60-
4<
-J
D
-J
wo 40-

o
O

0 20-

LI-
o

OE

u u u u u u u tu

0 6 10 20 30 36

SOBRENADANTE DE LTBMC (%)

Figura 51: Relación % de sobrenadante(y/y) de LTBMC ai¶adido-
númerode coloniasCFU-GM formadas.(*) p <0,05.

Hay quedestacarquecon cantidadesde sobrenadantedel 20% (y/y), el númerode
coloniasCFU-GM formadas,fuemuy similar al obtenidocon el mediocondicionado
AF-MC utilizadocomocontrolpositivo, el cualcontienemayoritariamenteGM-CSF.

Basándonosen los resultadosobtenidos,en experimentosposterioresse utilizó el
sobrenadantede LTBMC al 20% (y/y) por encontrarseestacantidaden el plató de
máximaestimulación.

A AF-OM
-‘E-- Control

—e-- AM6 ¡
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Comprobadala existenciade GM-CSA en los sobrenadantesdeLTBMCs tratadoscon
AMS, los siguientesestudiosfueron dirigidos a determinarsi existía una relación
entredosisde AMS añadidaal cultivo y GM-CSA presenteen el sobrenadante.

Así, se ensayóel contenidode GM-CSA en sobrenadantesde cultivos tratadoscon
0,2; 0,4; 0,8 ó 1,0 sg/ml deAM5. Todoslos sobrenadantesfueronrecogidos7 días
despuésdel tratamiento,coincidiendoconel cambiode medio, Asimismo, la cantidad
de sobrenadanteutilizada fue en todos los casosdel 20% (y/y).
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Figura 52: Influencia de la dosis de AM5 administradaal LTBMC,
sobrela cantidadde GM-CSA presente.(*) p<O,OS.

Comopuedeobservarseen la Figura52, todoslos sobrenadantesdecultivo de larga
duración tratados con AM5 contenían GM-CSA, siendo la cantidad de ésta
dependientede la dosisde AM5 administradaal cultivo. Así, los sobrenadantesde
LTBMC tratadoscon0,2 sg/mlde AM5, indujeronla formacióndeun númerobajo
de coloniasCFU-GM (0.3 coloniasiiO~ células).Condosisde 0,4; 0,8 y 1,0 pglml
el número de colonias CFU-GM formadas se incrementó fuertemente (54-71
colonias/lO5células de médula ósea)con valores próximosa los obtenidoscon el
medio condicionadoAF-MC.

Por el contrario, cuando se utilizaron los sobrenadantesprocedentesde cultivos
control sin tratar, no seobservóen ningún casola formaciónde coloniasCFU-GM
(Figura 52).
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Posteriormente,se analizaronlos sobrenadantesde cultivos tratadoscon 0,2 pg/ml
de AM5 ó cultivos control, concentradoscinco vecesmediante membranasde
ultrafiltración de 10.000daltons.

Era de esperarque los factores liberadosen el cultivo de larga duración como
consecuenciadel tratamientoconAMS, fueranfactoresdecrecimientohematopoyéti-
co ya descritos en la bibliografía, los cualesen el caso del ratón poseenpesos
molecularessuperioresa 10.000daltons(23-70Kd).

Frente a sobrenadantesde LTBMCs tratadoscon 0,2 vg/ml no concentrados,que
mostraroncantidadesmuy bajasdeOM-CSA, aquellosquehablansido concentrados
5 veces(30% y/y) mostraronnivelesde GM-CSA muy similaresa los observadosen
el medio condicionadoAF, utilizadocomocontrol positivo (Figura 53).

Estos resultadosconfirmabanque el peso molecular de la actividad estimuladora
presenteen el LTBMC tras el tratamientocon AMS erasuperiora 10.000daltons.

Por el contrario, en sobrenadantesprocedentesde cultivos control concentrados5
veces, no fue posibledetectarGM-CSA, ni siquieracuandose utilizaron cantidades
de sobrenadante5x del 30% (y/y).
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Figura 53: Presenciade GM-CSA el sobrenadantesconcentrados5
veces, procedentesde LTBMCs tratadoscon 0,2 sg/ml de AM5 ó
control. (‘4<) p’C 0,05.

Como hemosvisto en el apartado4.2.5.2,,el tratamientodel LTBMC con múltiples
dosisde 0,8 ~zg/mlde AMS provocaunadisminuciónen el contenidode CFU-GM,
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sobretodo en la capaadherente.Con objeto de determinarsi estefenómenoguarda
algunarelacióncon el contenidode GM-CSA presenteen el cultivo, se analizó la
presenciade GM-CSA en los sobrenadantesdecultivos de largaduracionde médula
óseatratadoscon múltiplesdosisde AMS (0,8 ~g/ml) (Figura 54). Paraello, fueron
ensayadasdistintascantidadesde sobrenadantesprocedentesde cultivos tratadoscon
1, 2 ó 3 dosisde producto.

SEMANA 3 LIZJ• ZDIAS

(/2 DOSIS AM5~
4

LZD•
(22 DOSIS AA452

4,
SEMANA 5 LIID• 7 DíAS

(32 DOSIS AM5Á

LZD•

Ej.

Ej.

SOBRENADANTE

GEN fR/FUGAClON tfioOrpn 8 lid//VVTOS

SOBRENADANTE LIBRE
DE GELLILAS

SPENSION GEL¿it AP
MEO/O DE CCL TiVO IMDM
25% SUERO DE CABALLO

~ % AGAR

gp1~
Clii TIVO DE PRECURSORES CPU-CM

Figura 54: Protocolo para evaluar la presenciade GM-CSA en
sobrenadantesde LTBMC tratadoscon múltiples dosis de AMS.

Los sobrenadantesprocedentesde cultivos tratadoscon 0,Bpg/ml, mostraronuna
relacióninversaentreactividadGM-CSA y númerodedosisde AM5 administradas
al cultivo (Figura 55). Así, tras la administraciónde dos o tres dosis de AMS, las
concentracionesde GM-CSA presentesen el sobrenadantefueron menores a las
observadasen sobrenadantesde LTBMCs tratadoscon unadosis única de AM5.

SEMANA 4
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Figura 55: LiberacióndeGM-CSA en LTBMC trasel tratamientocon
múltiples dosisde AMS (0,8pg/ml). (*) p<O,05.

4.2.6.2,-Caracterizaciónde los CSFspresentesen el LTBMC tras el tratamiento
con AMS

.

Los resultadosmostradosen el apanadoanterior, confirmaban la existenciade
factoresestimulanteshematopoyéticosenel cultivosdelargaduracióndemédulaósea
tratadoscon AMS. Nospropusimosposteriormentecomprobarsi comoconsecuencia
del tratamientocon AM5 se liberabaen el cultivo GM-CSF.

La aproximación experimentalutilizada, consistió en determinar si la actividad
estimuladoradecoloniasdetectadaen el sobrenadantedeLTBMCs tratadosconAM5,
era inhibidapor el antisueroanti GM-CSF.

En primer lugar, se realizó una curva patrón de inhibición con rGM-CSF y su
antisuero.La cantidad de rGM-CSF utilizada (SOU/ml) es capazde promover la
formaciónde un númeromáximode coloniasCFU-GM en cultivo “iii vitro” (50U =

1 ng). El rGM-CSFfueincubado4horasaWC con distintasdilucionesdeantisuero,
determinándoseposteriormentesu capacidadpara inducir la formaciónde colonias
CFU-GM “in vitro”.

Como semuestra en la figura 56, dilucionesdeantisuerode 1/100 inhibieronel 100%
de la actividadestimuladorade coloniaspresenteen 5OUIml de rGM-CSF, mientras
quedilucionesde 1/400 unicamenteprodujeronun 20% de inhibición.

—O- Control

—— AM5 1 DosIs

—E— AM6 2 DosIs

—U— AMS 3 DosIs
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Figura56: Curvapatróndeinhibición del rGM-CSF(50 U/mí) consu
suero especificoanti GM-CSF.

Los sobrenadantesde LTBMCs tratadoscon 0,8 ¡¿g¡mlde AM5 fueronincubadosen
presenciade diferentes diluciones de antisuero (1/50, 1/100; 1/400 y 1/1000),
determinándoseposteriormentela actividad estimuladorade coloniaspresentesen
ellos, mediantecultivo de CFU-GM en ausenciade factoresestimulantesexógenos.
En todos los experimentosse incluyó un controlpositivo de rGM-CSP(50U/mt) en
presenciadeunadilución 1/100de antisuero.

Tabla XI: Inhibición con antisuero anti GM-CSF, de la actividad
estimuladoradecoloniasgranulo-macrofégicaspresenteensobrenadan-
tes de LTBMC tratadosconAMS. (‘<‘) p <0,05.

1/400 1/100 1/50

DILUCION DE ANTISUERO ANTI GM-CSF

OIL UCION DE SUERO tCM~CSF SOBRENADANTEDE LTBMC
ANT/ GM—CSF cp¿i-aM/IO’CELS % INHISICION OpU-GMWO’ CELS % INHISK/ON

72,2 1 10.3 — 74,1 1 Ib,?

1/50 o 100 42,2± 5,1 56,9

1/100 0 lOO 20,4 t 2,5 27,6’
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Los resultadosmuestran(TablaXI) una inhibición de la actividad estimuladorade
coloniaspresentesen lossobrenadantesde LTBMCs tratadosconAM5, porantisuero
anti GM-CSF.Asf, unadilución 1/100de antisueroprovocóla inhibición del 30% de
la actividadestimuladoradecoloniaspresenteen el sobrenadante.Con ningunade las
dilucionesempleadassealcanzóunainhibición del 100%. Incluso con dilucionesde
1/50 sólo seobtuvo una inhibicióndel 60% de la actividadestimuladorapresenteen
el cultivo, mientrasqueestadilución inhibió el 100% de la actividad del rGM-CSF
(50 U/mí).

Estos resultadosconfirmabanque el tratamientocon AM5 induce la liberación de
GM-CSFen cultivos de largaduración.



DISCUSION
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En las dos tiltimas décadas,seha dedicadoun gran esfuerzoal estudiodecompuestos
capacesde estimularel sistemahematopoyético,ya quela disfunción deestesistema
es, por un lado limitante a la horade aplicarun tratamientoantitumoral,y por otro,
causade muerteen accidentesradiolégicos.

En clínicaoncológica,la eficaciadeun tratamientoestádirectamentere]acionadacon
la agresividadde éste.Desafortunadamente,la aplicaciónde tratamientostanto de
quimio- comode radio-terapiaestálimitadapor la mielosupresiónqueestosprovocan.
La exposiciónde un individuo a radiación,conílevaun descensoen los niveles de
precursoreshematopoyéticos,queseva a reflejar en neutropenias,granulocitopenias
y trombopenias,estadospatológicosque favorecen la aparición de infecciones
oportunistasy hemorragias,causafrecuentede la muertedel paciente.

El descensode precursoreshematopoyéticosy en consecuenciade células de la
sangre,va a impediren muchoscasosqueel tratamientopuedaseguiraplicándose,
reduciendoenormementesu eficacia.

En este sentido, es indiscutible la importanciade compuestoscon capacidadpara
estimularel sistemahematopoyéticoa nivel de precursorespluripotentes,ya que a
partir de éstos, medianteprocesosde proliferaciény diferenciación, seva a poder
reconstituirel compartimientode célulasmadurascirculantes.

En accidentesradiológicos, la disfunción hematopoyéticaes una de las causasde
muertecuandoel individuo recibedosis moderadasde radiación.

El trasplantede médula,unatécnicacon indudablesaplicaciones,no siempreresulta
la idóneaen accidentesradiológicos,ya que es una terapiamuy agresiva,y requiere
donantescompatibles,lo queno siemprees factible.

Tanto en clínica oncológicacomo en accidentesradiológicos, se ha demostrado
recientementela eficaciadecompuestoscapacesde estimularel sistemahematopoyéti-
co. En concreto,la disponibilidadde factoresdecrecimientohematopoyéticos(CSFs)
recombinantes,estápotenciandoestavía.

Resultade graninteresel estudiode nuevoscompuestosconcapacidadparaestimular
la hematopoyesisa través de la liberación endógenade CSFs,ya quelos distintos
factorespuedenactuarde forma sinérgica,produciendoefectosmuy beneficiosos.

Sobreestaproblemáticasehacentradoestetrabajo,cuyoobjetivoprincipalradicaen
evaluar el efecto estimulador de un Modificador de la RespuestaBiológica de
naturalezapolisacárido-proteína,sobreel sistemahematopoyéticode ratón.
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5.1.- EFECTOESTIMULADOR DEL AM3 SOBREEL SISTEMA HEMATO-
POYÉTICO.

Previamentea la realizaciónde este trabajo, diversasactividadesdel AM3 se han
relacionadocon el sistema hematopoyético.En ratonesinfectados con Candida
albicans,el tratamientocon AM3 produceun incrementoen el ndmerode linfocitos
y macrófagosen el foco infeccioso(fenómeno“homing’), atribuyéndosesus efectos
antiinfecciosos,a un aumentoen la capacidadfagocíticadelos macréfagos(Gillissen
y Breuer-Werle,1984).

Asimismo, el AM3 ha mostradocapacidadpara aumentarla actividad de células
“natural killer” y de células inductorasde Interferén (Moya y col, 1987).

En estatesis el estudiosobre el AM3, asociaciónno covalentepolisacáridoproteína
en forma de absorbato,activo “vía oral”, seha centradoen la caracterizaciónde sus
efectossobre el sistemahematopoyéticode ratón, fundamentalmenteen lo quese
refiereasu acciónsobrelos precursoreshematopoyéticosen relacióncon supotencial
actividadestimuladoratrasunaagresióncon radiacionesionizantes.

5.1.1.- Estimulación de precursoreshematopoyét¡cospluripotentes(E-CFLI)
en animalessubletalmenteirradiados.

Entre las aproximacionesquepuedenseguirsea la hora de determinarla capacidad
de un compuestoparaestimularel sistemahematopoyéticotrasuna agresión,como
puedeser la exposiciónaradiacionesionizantes,hay dosqueseempleanhabitualmen-
te:

- Determinarsi el tratamientocon el compuestoes capazde incrementarla
supervivenciade animales sometidosa dosis de radiación potencialmente
letales,en el rangode dosisdel síndromehematopoyético.

- Analizarla estimulacióninducidaporel productosobreprecursoreshematopo-
yéticospluripotentes(E-CFU) de ratonessubletalmenteirradiados.

Si bien son dos aproximacionescomplementarias,queofreceninformación sobrela
accióndel productoen dos rangosde dosisderadiación,letal y subletal, el análisis
de precursoresE-CFU está más extendido,entre otras causaspor la duracióndel
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ensayo(Kinnamon y col, 1980). En el caso de los estudiosde supervivencia,se
requierenperíodosde 30 días, frente alos 9 quedurael ensayode E-CFU.

Por ello, en este trabajo, la evaluaciónde la capacidadestimuladoradel AM3 se
inició utilizando el ensayode formaciónde coloniasendógenasen bazo (E-CPU).

Cuandoa ratonesCS7B1adultosseles administróAM3 “vía oral”, a una concentra-
ción de 150 mg/Kg/díadurante6 díasdespuésde unairradiación subletal,
éstos mostraronun incrementosignificativo en los valores de E-CPU (156%) en
relaciónalosvalorescontrol (animalesirradiadoscon la mismadosis)(TablaII). Este
factor no sevid potenciadoal incrementarel númerodedosisde AM3 administradas
(7, 8 ó 9 días).

La administraciónde un númeromenorde dosisde AM3 (2, 4 6 5 días)no consiguió
estimularlos precursorespluripotentesendógenosen bazo (TablaII).

En otro bloquede experimentos,el AM3 (150 mg/Kg) fue administrado2 vecesal
día durante4 ó 5 días.En ellos, no sólo no se observóincrementoen los valoresde
E-CPU sino que inclusoéstosdiminuyeronal 90 y 60% delvalor control tras 4 y 5
díasde tratamientorespectivamente(TablaII).

A partir de estosresultadospodemosconcluir, queel AM3 es capazde actuarsobre
los precursorespluripotentessupervivientesa una dosis de radiación subletal,
incrementandosignificativamentesu número.El efectoobservadoesdependientedel
númerode dosis de AM3 administradas,

La necesidadde administrarvarias dosisdeproductopara queésteseaactivo, seha
observadotambiénen otros compuestoscomo el rG-CSF (Patcheny col, 1990), si
bienesteúltimoes administradosubcutáneamentemientrasqueel AM3 seadministra
vía oral.

Resultadifícil de interpretarel hecho de que el efectodesaparezcasi se continúa
administrandoAM3 por encimade un determinadonúmerode dosis.

En cuanto a la influenciade la pauta de administración, sepusode manifiestola
existenciade unaestimulaciónsignificativaenlos nivelesde precursorespluripotentes
en bazo, independientementede que el tratamientocon AM3 se realizaseanteso
despuésde la irradiación(TablaIII). Las diferenciasentrelos factoresde recupera-
ción obtenidoscon las distintas pautasde tratamiento no fueron estadisticamente
significativas.

Estáprofusamentedocumentado,que la pautade administraciónde un productoen
relación con el momentode la irradiación, va a influir de maneradecisiva en la
eficacia del tratamiento(Nishiguchi y col, 1990). Sin embargo, el AM3 actúade
forma diferentea la mayoría de los MRB descritosen la bibliografía. En general,
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éstosúnicamentepresentanactividadestimuladoracuandoson administradosantesde
la irradiación (Ross y Peeke, 1986a). Sólo algunos MRIB, como el glucano F,
muestranactividadcuandoson administradosdespuésde la irradiación (Patcheny
Mac Vittie, 1986a).

Si comparamoslos factoresde recuperaciónobtenidoscon AM3 y con otros MRB
comoglucanoso CSFs,los factoresobtenidoscon AM3 son másbajos,aunquehay
que teneren cuentaque su administraciónes “vía oral”, mientrasqueéstosúltimos
son administrados‘Tv.”.

La dosis y vía de administraciónadecuadadependede cadaproducto,influyendode
maneradecisivaen el efectoproducido(Burgaletay Golde, 1977; Patcheny Lotzova,
1980).Las víasde administraciónmásutilizadasson la intravenosa(Lv,), intraperito-
neal (Lp.) y subcutánea(s.c.).

Por lo general,la administración vía oral” de un productoreducesu actividad, si
bien no suelepresentarproblemasde toxicidad y ofreceventajasprácticasa la hora
de su aplicaciónen humanos.

Sólo hemosencontradoen la bibliografía revisadaun MRB, el TJ-48, capazde
estimularel sistemahematopoyéticode ratonessubletalmenteirradiados,cuandose
administra“vía oral’, El TJ-48,unahierbamedicinalchina,administradoen el agua
de los biberones(aproximadamente25-50 mg/ratón)duranteunasemanadespuésde
la irradiación, produceun factor de recuperaciónde precursorespluripotentesde
200%,no observándosecomo consecuenciadel tratamientoestimulacióndeCFU-GM
ni de CFU-E (Ohnishi y col, 1990).

El aminotiol WR2721 administrado“Lp.” es el radioprotectormás eficaz descrito
hastael momento. Sin embargo,no presentaactividad radioprotectoracuandose
administra‘vía oral” (Yuhas, 1978; Mori y col, 1983).

Las razonesde la menoractividadde un compuestocuandoesadministradovía oral,
seencuentranrelacionadas,bien con su escasaabsorcióno bien con sudesnaturaliza-
ción por los ácidos6 enzimasdigestivas,o por el metabolismohepático.

El uso de microparticulas,microemulsioneso liposomas,los cualesson capacesde
incrementartanto la interacción con el epitelio intestinal, como la absorción del
producto, así comovehiculizar drogashacia la médula ósea(Davis y col, 1986),
puedenser fórmulas galénicasalternativasen el caso del AM3, que potencienlos
efectosobservados.

Otrosparámetros,comovariacionesen la dosisde radiaciónaplicada,no afectaron
la capacidadestimuladoradel AM3 sobre las E-CFU (Tabla IV). Resultados
semejantesse han descrito por otros autorespara diferentescompuestos(Ross y
Peeke,1986b; Patcheny Mac Vittie, 1986b).
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Tampoco se observarondiferencias significativas en los factores de recuperación
obtenidoscomo consecuenciade la cepade ratón utilizada (TablaY).

Comoresumende estosexperimentospodemosconcluir queel tratamiento“vía oral”
con AM3, 150 mg/Kg/día durante6 días, es capaz de estimularlos precursores
pluripotentesendógenosen bazo,siendoestaestimulaciónindependientedel momento
en que se administreel AM3 respectoa la irradiación, así como de la dosis de
radiacióny de la cepade ratón utilizada.

Posteriormente,con estemismoprotocolode administraciónde AM3, se evaluósu
efecto sobre la recuperaciónde diferentesprecursoreshematopoyéticos(CFU-S y
CFU-GM) procedentesde distintosórganos(médulaóseay bazo) y a distintosdías
despuésde una irradiaciónsubletal.

Nuestrosresultadosindican, queel tratamientocon AM3 no modificó los nivelesde
precursoresen médulaósea.Así, la cinética de recuperaciónespontáneade CFU-S
y CFU-GM tras la irradiación subletal, no se vid favorecidapor el tratamientocon
AM3 (Figura 16 y 17).

Por el contrario, la recuperaciónde CFU-S esplénicasse vio favorecidapor dicho
tratamiento.El factor de recuperaciónde 158% respectoal control, a los diez días
de la irradiación(Figura20), fue coincidenteconel encontradoparaE-CFU.

Estosresultadoscorroboraban,por tanto,el queel AM3 actúaa nivel de precursores
pluripotentes,favoreciendosu recuperacióntras la irradiación.

5.1.2.- ¿El incrementode E-CFUtrasel tratamientocon AM3 se ve reflejado
en un aumentode la supervivenciade animalessometidosa irradiación
potencialmenteletal?.

Partiendode resultadosanteriores,en los que sepuso de manifiestola eficaciadel
AM3 pararecuperarla poblaciónde precursorespluripotentessometidosa radiación
subletal,nosplanteamosdeterminarsi estarecuperaciónsetraducíaen un incremento
de la supervivenciade animalesirradiadoscon dosispotencialmenteletales.

Con objeto de comprobaresta posibilidad, ratonesirradiadoscon 7,6 Gy fueron
tratadosconla dosisóptimade AM3 (150mg/Kg/día,durante6 días),manteniéndose
el análisisde supervivenciadurante30 díasdespuésde la irradiación.

~1



-103-

Bajolascondicionesexperimentalesdescritas,seobservóqueel tratamientocon AM3
no fue capazde aumentarla supervivenciade los animales(Figura22).

También seha descritoestemismocomportamientoconel glucano-P,el cual apesar
de estimularlas E-CPUcuandose administradespuésde la irradiación, reducela
supervivenciade animalesirradiadoscon dosispotencialmenteletalespor debajode
los valorescontrol (Patcheny Mac Vittie, 1985).

De estos resultadossepuedeconcluir que, o bien los factoresde recuperaciónde E-
CPU inducidospor AM3 no son suficientesparaprotegera un animalqueha sufrido
una irradiacióncondosistanaltascomolas empleadas,o queel protocoloqueinduce
un factor máximodeacumulacióndeprecursoreshematopoyéticos,no guardarelación
con el tratamientoquerinde una mayorradioprotección.

La muertedel animaltrasunairradiación,acontececomoun conjuntodedisfunciones
entrelas que el dadohematopoyéticojuega un papelindiscutible. Sin embargo,un
incremento en el número de precursorespluripotentes no es una garantíade
supervivencia,aunqueésteresulte ser imprescincibleparaasegurara largoplazo la
misma.

5.2.- ESTIMUILACION HEMATOPOYÉTICA INDUCIDA POR AMS.

Desdeun puntode vistaexperimental,la utilizaciónde la forma solubledel AM3, el
AM5, ofrececlarasventajas.Entre ellas cabedestacar:

- Productossolublesadministrados“i,v.” suelenser activostrasla administra-
ción de una única dosis.

- Si bien el mecanismode accióndel AMS no tieneporquecoincidir conel del
AM3, su esclarecimientofacilitadala aproximaciónexperimentalparaconocer
el de ésteúltimo.

Las característicasdel tratamiento (pauta y vía de administración),así como los
factores de recuperaciónmostradospor el AM3, desaconsejanuna aproximación
experimentaldirectasobreel mecanismode acción.

7.
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Existen otrasrazonesadicionalesqueaconsejabanla utilización del AM5:
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- El hecho de que su vía de administraciónfuera “i.v,”, posibilitabaque su
actividadestimuladorafueramayorquela del AM3, ya quea esterespectoJa
bibliografía pone de manifiesto que aquellos compuestosadministrados
oralmentepresentanun menorefectoestimulador(Yuhas, 1978).

- Existe un gran número de MRB descritosen la bibliografía con actividad
estimuladorasobre el sistema bematopoyéticocuando son administrados
‘i.v.”, lo que nos permitirla compararcualitativa y cuantitativamentelos
resultadosobtenidoscon el AMS con los de otros MRLB.

Estasrazonesnos indujerona utilizarel AM5 paraprofundizaren los efectosde este
AIRE sobreel tejido hematopoyético.

5.2.1.-Estimulaciónhernatopoyéticatrasel tratamientocon 4M5: relación
dosis-efecto.

Los trabajosiniciales con AM5 estuvierondirigidos a establecerla dosis óptimade
productoa administrar,entendiendopordosisóptimaaquellaqueproducela máxima
estimulaciónhematopoyética.

Paraello se realizarondostipos de ensayos:

- Formaciónde coloniasendógenasen bazo(E-CFU), con el quese analizarla
la capacidaddelAMS paraestimularprecursoreshematopoyéticospluripoten-
tes, en animalesquehan sufrido unaagresióncon radiación.

- Análisis de precursoresheniatopoyéticosen ratones no irradiados, que
pondríande manifiestola capacidaddel AM5 para inducir acumulaciónde
precursoreshematopoyéticosen animalesque no han sufrido una agresión.
Esteparámetro,ha sidoutilizadoen muchosestudiosdeMRB, poniéndosede
manifiestoqueaquelloscompuestoscapacesde estimularla hematopoyesisen
ratonesno irradiados, suelenpresentaractividadradioprotectora.

5.2.1.1.-Ensayosde formaciónde coloniasendógenasen bazo(E-CPU>

.

Puestoque en los estudiosde formacióndecoloniasendógenasen bazo,influyen de
maneradecisivano sólo la dosisde productoadministrada,sino tambiénel intervalo



-105-

de tiempo entre la administracióndel compuestoy la irradiación, se escogieron
diferentesdosisy pautasde administraciónde AMS.

La pauta de administraciónde AMS, 1 día y 1 hora antesde la irradiación, fue
seleccionadaen basea datos recogidosen la bibliografía,los cualesdescribenestos
protocolosdeadministración,comolos másafectivosparainducirradioproteccióncon
la mayoríade los MRD.

No debemosolvidar que el AM3, forma galénica activa “vía oral” de igual
composiciónqueel AMS, era capaz de estimular los precursorespluripotentesen
bazo, independientementede queseadministraraanteso despuésde la irradiación,
lo que unido a las aplicacionesclínicasque tendríaun compuestoactivo cuandose
administradespuésdela irradiación,nos llevó aincluir el protocolode administración
de AM5 1 horapost-irradiación.

Los resultadosobtenidosmuestranqueel tratamiento“i.v.” con una única dosis de
AMS en ratonessubletalmenteirradiados,produceuna fuerteestimulacióna nivel de
E-CPU. Confirméndosequeestaestimulación,no sóloes dependientede la dosisde
AM5 administrada,sino también del momentoen el queserealizael tratamiento
(Pigura24).

Paracadaunade las pautasde administraciónutilizadas,existía unaclara relación
entredosisde AMS y factor de recuperaciónde E-CPUproducido.

El tratamientocon AMS (0,2 ó 0,4 mg/Kg) despuésde la irradiación, fue capazde
estimularlas E-CPU(Pigura24). Estecomportamientocoincidíaconel mostradopor
el AM3, si bien los factoresde recuperaciónobservadoscon AMS (600%) superan
ampliamentelos obtenidoscon AM3 (156%).

Estosresultadosconfirmabanunadelas razonesaducidasparatrabajarcon AMS. La
administraciónintravenosaofrece un mayor efecto y por tanto facilita la labor
experimental.

Los factores de recuperaciónde E-CPU observadosen ratones tratadoscon 0,4
mg/Kg de AMS, 1 hora despuésde la irradiación (600%), son superioresa los
descritosparaglucanos,mananoso fructanos(300-500%)(Patcheny col, 1984a).

La administraciónde AM5 (0,4 mg/Kg) 1 día antesde la irradiación, produjo así
mismo un incrementosignificativo en los valoresdeE-CPU (350% respectoal valor
control)(Figura24). Sin embargo,fue el tratamientocon AM5 1 hora antesde la
irradiaciónel que produjo el mayor factor de recuperacióncon dosisde 0,4 mg/Kg
(700%).

Cuandocomparamoslos factoresde recuperaciónobtenidoscomo consecuenciadel
tratamientopre-irradiacióncon AMS, con los descritosparaotro tipo de moléculas,
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comprobamosque éstos son superioresa los obtenidoscon glucanos, mananoso
fructanos(500%) (Patcheny col, 1984a)cuandoel tratamientocon AMS se realiza
1 hora antesde la irradiación (700%), y ligeramenteinferiores en el casode queel
tratamientocon AM5 se realice 1 díapre-irradiación(400%).

Otro tipo de moléculas,comopor ejemploel rG-CSF, dan factoresde recuperación
superioresa 1000%. Sin embargo, estos incrementos son consecuenciade una
administracióncontinuadel MRB. Así, el factor de recuperaciónde 1000%descrito
para el rG-CSF, es el resultadode la administracióndel productodurante12 días
consecutivos(2,5 pg/día)(Patcheny col, 1990).

Podemospor tantoafirmar queel incrementoen el númerode coloniasendógenasen
bazo, promovidopor el tratamientocon AMS, está entre los más elevadosde los
descritosen la bibliografía trasunaúnicadosis.

5.2.1.2.-Estudiosde precursoreshematopoyéticosen ratonesno irradiados

.

En esteapartadosediscutenlos resultadosobtenidossobreratonesno irradiados.Es
decir, sobre la capacidaddel AMS para incrementarel número de precursores
hematopoyéticospluripotentes(CFU-S),y comprometidos(CFU-GM), en ratonesque
no han sidosometidosa unaagresión.En estecontexto,un resultadopositivosupone
aumentarel númerodeprecursores,másalláde lo queesestrictamentenecesariopara
mantenerla hematopoyesisen susnivelesfisiológicos.

Además,esposibleobtenerdostipos diferentesde respuesta,la de médulaóseay la
esplénica.

La médulaóseaal encontrarsedentro del hueso, poseeuna capacidadlimitada de
expansiónfrentea un estímulo,lo que haceque seadifícil detectarincrementosde
precursoreshematopbyéticosen esteórgano.Sin embargo,es importanteel análisis
del comportamientode la médula frente a un MRD, ya que ésta puedemostrar
descensosen susniveles de precursores,queindicaríanefectosnocivosasociadosal
tratamientocon el producto.

Por el contrario,el bazoposeeciertacapacidaddeexpansión.De hecho,sesabeque
este órgano, al menosen el ratón, en situacionesde estrésque conllevan una
estimulacióndel sistemahematopoyético,seexpande,acumulandoun mayornúmero
de precursores(Stabery Johnson,1980).

Les resultadosobtenidosen ratonesno irradiados, mostrabanquela administración
de dosis bajas de AMS (0,1 mg/Kg) inducían en médula ósea un incremento
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significativodelosprecursorespluripotentesCPU-S(140%)(TablaVI). Sin embargo,
cuandola dosis de AMS administradaera superior(0,2-0,4mg/Kg), no seobservó
estimulaciónde la hematopoyesismedular.

Este mismoefectose ha descritoparael glucano-P,el cual induceun incrementoen
los nivelesde precursoreshematopoyéticosmedulares,cuandoseadministraa dosis
de 0,4 mg/ratón,pero provocauna disminuciónen la hematopoyesismedularal ser
administradoa dosisde 4,0 mg/ratón(Patcheny Mac Vittie, 1983).

Estecomportamiento,podríaestarrelacionadoconla limitadacapacidadde expansión
de la médula. Dosis altas de producto provocarían una fuerte estimulación de
precursoreshematopoyéticos,los cuales al no poder acumularseen la médula
migraríana travésde sangreperiféricaa otros órganoscomoel bazo,con capacidad
de acumularprecursoreshematopoyéticos.Sin embargo,dosisbajasdeproducto, al
inducir sóloun ligero incrementoen los nivelesdeprecursores,ésteesasumiblepor
la médulapermitiendosu detección.

Todaslas dosisde AM5 ensayadasestimularonla hematopoyesisesplénica,tanto en
lo que se refiere a celularidad como a precursorespluripotentes(CFU-S) y
comprometidos(CFIJ-GM) (TablaVII). El incrementoobservadofue dependientede
la dosis,alcanzándosela máximaestimulacióntrasel tratamientocon 0,4 mg/Kg de
AMS, con valores de 125%, 330% y 510% en relación al valor control, para
celularidad,CFU-Sy CFU-GM respectivamente.

Si tenemosen cuenta las dosis administradas,el producto resulta de una gran
actividad. Para obtenerniveles de estimulación hematopoyéticasimilares a los
alcanzadostras el tratamientocon AM5, otros MRB han de administrarseen
concentracionesmuchomásaltas. Por ejemplo, el glucano-Pseadministraadosisde
60 mg/Kg, para producir, 5 días despuésdel tratamiento,incrementosde 300% y
500% en CFU-S y CPU-GMrespectivamente(Patcheny Mac Vittie, 1985).

La respuestahematopoyéticaal tratamientocon AM5 es diferentea la obtenidacon
factoresrecombinanteshematopoyéticos(CSPs),si bien las pautasdeadministración
son diferentes.Frente a la administraciónde una dosis única de AMS, los CSFs
suelenser administradosen múltiples dosis.

Así, el tratamientoconG-CSFduranteSdíasconsecutivos,a dosisde0,5 mg/Kg/dfa,
provocaun incrementodel 900% en el númerode precursorestanto pluripotentes
como comprometidosen bazo (Pojda y col, 1990). Este incremento aunquees
superior al alcanzadopor el AMS, se ve contrarrestadopor la disminución de la
hematopoyesiSmedular.Los nivelesde CFU-GM en la médulade ratonestratados
con estasdosisde G-CSP,estánreducidosal 18% respectoal valor control.
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El tratamientocon200 ng/ratóndeIL-3 (Metcalfy col, 1986),3 vecesal díadurante
6 días, induce el mismo incrementode precursoresCFU-GM en bazo (500% del
valor control) queuna únicadosis de 0,4 mg/Kg de AMS.

La administracióna ratonesno irradiadosde 3 dosis/díade GM-CSF (lOOng/ratón)
durante6 días,produceun incrementode 500% en los nivelesde precursoresCFU-
GM de bazo(Metcalf y col, 1987).

Es importante destacarque tras el tratamiento con los factores recombinantes
hematopoyéticosdescritosanteriormente,seproduceunadisminuciónsignificativade
precursoreshematopoyéticosen la médula ósea(Metcalf y col, 1987; Pojday col,
1990; Molineux y col, 1990).

Éste sin embargo,no es el casode la IL-6 cuyo tratamientoprovocaunarespuesta
hematopoyéticaatipica, ya que induce una estimulación a nivel de médula ósea
mientras que el bazo apenasse ve estimulado (Pojda y Tsuboi, 1990). Así, la
administración“s.c.” de lOpg/Kg/dia de IL-6, durante4 días, induce un acúmulo
tantode precursoresCFU-GMcomo BFU-Een la médula,alcanzándosevaloresdel
200% respectoal controlen ambosprecursores.Porel contrario,en bazoseobtenían
valoresde 138% y 150% en BFU-E y CFU-GMrespectivamente.En ningunode los
órganoslas CFU-Sse encontrabanestimuladas.

Estos resultadosconfirman la capacidaddel AMS para estimularlos precursores
hematopoyéticos,fundamentalmenteesplénicos,tras la administraciónde una única
dosis,y ponende manifiestoque el AM5 se encuentraentre los MRD con mayor
actividadestimuladora.

5,2.2.-Cinéticaseguidapor los precursoreshematopoyéticostrasel tratamien
to conAMS.

Con objeto tanto de determinarel díade máxima estimulacióntrasel tratamiento,
como comprobarque tras la estimulaciónprovocadapor el AM5 la hematopoyesis
retomabaa valores control, una vez establecidala dosis óptima del producto (0,4
mg/Kg), seanalizaronlos nivelesdediferentesprecursoreshematopoyéticostantoen
médulaóseacomo en bazo, a distintosdíasdespuésdel tratamientocon AMS.

Ademásde los precursoresanalizadosen estudiosanteriores,CFU-Sy CFU-GM, se
cuantificóla BFU-E, precursorcomprometidohaciala línea eritroide. El estudiode
precursoresrepresentantestanto de diferentes compartimientos (pluripotente y
comprometido),como de diferentes lineas de diferenciación(eritroide y granulo-
macrofágica)podríaaportarnosinformaciónsobreunaposible descompensacióndel
sistemahematopoyéticOcomoconsecuenciadel tratamientocon AM5,
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Asimismo,el compartimientodecélulasmadurascirculantestambiénfue contemplado
en esteestudioa travésde los análisisde leucocitosy hematocrito.

Los resultadosmostraron (Figura 27, 28 y 30), que el tratamientocon AM5 no
estimuló la hematopoyesisen la médula ósea ni a nivel de celularidad ni de
precursorespluripotenteso comprometidoshacia la línea granulo-macrof~gica,
duranteel periodode tiempoestudiado(1 a 15 díaspost-tratamiento).En cuantoalos
precursorescomprometidoshaciala líneaeritroide (BFU-E), si bien se encontraban
disminuidos5 díasdespuésdeltratamiento,retomaronavalorespróximosal control
el día 9 (Figura31).

Estosresultadosno diferían de los comentadosen el apartadoanterior,y abundanen
la hipótesissegúnla cual, esdifícil detectaracumulacióndeprecursoreshematopoyé-
ticosen la médulaósea,por teneréstauna capacidadlimitada de expansión.

En cuantoa la hematopoyesisesplénica,la celularidadtotal del bazo seencuentra
incrementadade formasignificativatanto5 como9 díasdespuésde la administración
de AMS, aunquerecuperasus valorescontrola los 15 días post-tratamiento(Figura
27).

Independientementedel incrementode precursoreshematopoyétícosmediadopor el
AMS, lascinéticasseguidaspor los distintosprecursoreshematopoyéticosen bazo,
mostraronla máximaestimulación5 díasdespuésde la administracióndelproducto.
La estimulacióna nivel de precursoresex-itroides (BFU-E) <430%), fue muy similar
a la observadaen precursoresCFU-GM (510%), siendo ambassuperioresa la
mostradapor los precusorespluripotentes(330%) (Figuras 28, 30 y 31).

Sin embargo,mientrasque tanto las CFU-S como las CPU-GM mostraronniveles
significativamentesuperioresal control, un díadespuésdel tratamiento,lo nivelesde
BFU-E no estabanincrementadosen estedía,

Hay que destacarque todos los precursoreshematopoyéticosanalizadosalcanzaban
valorespróximosal control 15 díasdespuésdel tratamiento,mostrandoqueel sistema
no eraestimuladode forma irreversible.

En el compartimientode células madurascirculantes,no seobservarondiferencias
significativas respectoal control ni en los valores de hematocritoni en los de
leucocitosduranteel períodode tiempo estudiado(Figura32).

Lascinéticasmostradaspor los distintosprecursorestrasel tratamientoconAMS, son
muy similaresa las descritasparaotros MRB, comopor ejemploel glucano-P.En
amboscasos,la máximaestimulacióndela hematopoyesisesplénicaseobserva5 días
despuésdel tratamiento,normalizíndoseen días posterioreshastaalcanzarel nivel
control (Patcheny Mac Vittie, 1985). Asimismo, ninguno de los dos productoses
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capazde incrementaslos precursoreshematopoyéticosen la médulaóseaduranteel
períodode tiempoestudiado.

La forma soluble del g]ucano-P, el glucano-F, que a diferencia de Ja forma
particuladano produceefectossecundarioscomo esplenomegaliao formación de
granulomas,tambiénescapazde estimularla hematopoyesisesplénicade ratonesno
irradiados,con valoresde CFU-GM próximosal 500%,en los días5,11 y 15 post-
tratamiento, Sin embargo, es importante destacarque 21 días despuésde la
administraciónde una dosisúnica de glucano-F(200mg/Kg), los precursoresCPU-
CM aún muestranniveles muy superioresal control (390%). Los autoresno han
realizadoestudiosen díasposteriores,pero el hecho de quela hematopoyesisno sc
normalicecon el tiempo,dificultaría la aplicaciónclínica de esteproducto (Patchen
y Mac VitÉje, 1986a).

Lascinéticasdeprecursoreshematopoyéticósen bazotrasel tratamientoconfactores
recombinantes,diferíande la observadatrasJaadministraciónde AMS, si bien como
hemos comentadoestos productasson administradosduranteuna serie de días
consecutivos (debido a su baja vida media en suero), mientras que el AMS se
administraen dosisúnica.

La administración “Lp” de una dosis única de 0,5 pg/dia de IL-l a ratonesno
irradiadosno estiniula la hematopoyesismedular,si bien ésta no disminuye como
ocunlatrasel tratamientoconotros CSFs.En relaciónal bazo,los precursoresBPU-
E y CPU-CM mostraronniveles del 150% respectoal valar control 2 días post-
tratamiento,descendiendoen el día3 a valorespróximosal control (Johnsony col,
1989).

El G-CSF (2,5 pg/dia), administrado“s.c.” durante9 díasconsecutivosestimulala
hematopoyesisesplénica,no incrementandolos niveles de precursoresen médula.
Así, un día despuésde iniciado el tratamientola médula óseamostrabaniveles de
CPU-CM del 52% en relación al control, si bien en días posterioresestos iban
recuperándosehasta alcanzar el día nueve valores del 160%. El número de
precursoresCPU-CMen médulaósea,17 díasdespuésdeiniciadoel tratamientoeran
próximos al control. En el bazo, por el contrario, los precursoresCPU-CM
aumentabande manera progresivahasta alcanzar un máximo en el día 7 de
tratamiento(1300% respectoal control). Al interrumpirseel tratamiento,los niveles
deCPU-CM desciendenbruscamentea las 24 horas (día 10) mostrandovaloresdel
450%,y retornandoa valorescontrolel día 17 (Pateheny col, 1990),

El hechodeque la estimulaciónde la líneagranulo-macrofágicafueramuy similar a
la de la línea eritroide tras el tratamientoconAMS, es de gran importanciaya que
indica que no hay una estimulacióndescompensadadel sistema hematopoyético,
estimulandounadeterminadalínea celular a expensasde la disminucióndeotra.
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Tras el tratamientocon dosisaltasde G-CSF (250gg/dia), si bien la hematopoyesis
esplénicano sevela descompensada,los autoresdetectaronunadescompensaciónde
la hematopoyesismedularcon un fuerte incrementoen el contenidode granulocitos,
mientrasquela eritropoyesisseencuentrasuprimida>interpretándosequeel aumento
en la granulopoyesismedular ocurre a expensasde la producción de eritrocitos
(Molineux y col, 1990).

En resumen,las cinéticasdedistintosprecursoreshematopoyéticostrasla administra-
ción de unadosisúnicade AMS, confirmanla existenciade unarespuestadiferente
de la médula óseay el bazo frente al tratamiento,siendoeste último órganoel que
presentamayorcapacidadde respuesta,acumulandoaltos nivelesdeprecursorestanto
pluripotentescomo comprometidos,mientrasquela médula óseano muestraesta
capacidad.Además,el tratamientocon AM5 no produceuna des-compensacióndel
sistemahematopoyético,ni suponeunaestimulaciónirreversibledel mismo,

5.2.2.1.-Movilización deprecursoreshematopoyéticosplurinotentestras el
tratamientocon AMS

.

Comohemosindicado,el tratamientoconAM5 no produceincrementoen los niveles
deprecursoreshematopoyéticosmedulares,lo quepodríadeberse,entreotrascausas,
a fenómenosde migración de precursoresdesdeésteórgano, a través de sangre
periférica.

Con objeto de determinar si el tratamiento con AM5 inducía movilización de
precursorespluripotentes,secuantificaronlos nivelesdeCFU-sen sangreperiférica
tres díasdespuésdel tratamientocon 0,4 mg/Kg de AMS. La elecciónde estedía
parala realizaciónde los ensayos,seestablecióen basea los resultadosobtenidosen
bazode ratonesno irradiadosy tratadoscon AMI En el día 3 aunquela población
de CFU-S en bazo estáamplificada(250% del valor control), no ha alcanzadoel
máxima, lo quesignificaqueen esedíael compartimientodeprecursorespluripoten-
tesestá expandiéndose.

Los nivelesde CFU-Sen sangreperiférica(TablaVIII) de ratonestratadoscon AM5,
eran significativamentesuperioresa los obtenidosen ratonescontrol <264%),

Estos resultadosconfirman,que la administraciónde AMS inducemovilización de
precursoresa través de sangreperiférica, y apoyanla idea de queel AMS podría
actuartambiéna nivel de la hematopoyesismedular.Sin embargo,estosresultados
no sonconcluyentes,ya queel excesode CFIJ-Sen sangreperiféricapodríaproceder
del bazo.
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5.2.2.2.-La estimulaciónhematopovéticaproducidapor el AM5 no esconse
cuenciadel LPS residualpresenteen la muestra

.

En la mayoríade los procesosde obtenciónde los MRB, estánimplicadasdirectao
indirectamentelas bacterias,lo quehacequelas muestrascontenganpor lo general
contaminacionesresidualescon endotoxinabacteriana(LPS).

Incluso en el caso de los factoresrecombinanteshematopoyéticos,al estardonados
en bacterias,las muestrasposeencantidadesresidualesdeLPS.

Porello, siempresubyacela dudade si la estimulaciónhematopoyéticaobservadatras
el tratamientocon uno de estoscompuestos,no estarámediadapor el LPS residual,
ya queestádescrito quela endotoxinainclusoa dosisbajas,escapazde estimularla
hematopoyesisen ratonesno irradiados(Quesenberryy col, 1973; Stabery Johnson,
1980).

Tambiénel AM5 contienecantidadesresidualesde LPS <resultadosde Laboratorios
Andrómaco)siendo,por tanto, necesariocomprobarqueno eraésta,responsablede
la actividadhematopoyéticaobservada.

Con esteobjetivo, distintasconcentracionesde LPS de E. coli o £...akQ¡flJsfueron
inyectadas“i.v.” a ratoneshíbridoso poco respondedoresa endotoxina,determinán-
dose su efecto sobre los niveles de precursoresCFU-GM en bazo 5 días post-
tratamiento,día en el que se observala máxima estimulaciónconAM5.

Los resultadosmostraban(Figura33) quesólo cantidadesde LPS de~soi1 entre5
y 10 vecessuperioresa las presentesen el AMS, eran capacesde producir un
incrementode precursoresen bazo, superioral observadotras el tratamientocon
AMS. Con LPS de £....abosuz, ninguna de las dosis administradasfue capazde
producir nivelesde estimulaciónsemejantesa los obtenidoscon AM5 (Figura 33).

En ratonespoco respondedoresa endotoxina (C3H/HeJ), el AMS producíauna
estimulaciónen bazoalgo inferior a la observadaen ratonesFI(CS7BlxBalb/C),y
únicamentecantidadesde LPSde E. coli 10 vecessuperioresa las presentesen la
muestra,eran capacesde produciruna estimulaciónsemejantea la observadatrasel
tratamientocon 0,4 mg/Kg de AMS (Figura 34). Dosis altasde S~.&bm1us (lOx),
inclusoprodujeronun descensosignificativo enlos nivelesdeprecursoresCFU-GM.

Si bien estosresultadossugerían,que el efectoestimuladorpromovidopor el AM5
no sedebíaa la contaminaciónresidualcon LPS de la muestra,la variabilidadentre
los distintos LPSs junto con la necesidadde tenerun resultadoconcluyente,que
descartaradefinitivamentela mediaciónen el efectodel AM5 de endotoxinas,nos
llevó a diseñarun protocolo másconcluyente.
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Puestoque el LPS es muy establea tratamientosa altas temperaturas(Avis y col,
1987), el protocolo diseñado iba encaminadoa conseguir mediante tratamiento
hipertérmicouna inactivacióndel AMS, sin queel LPS sevierainactivado.

El tratamientotérmico del AM5 (1000C, 30 minutos), supusouna pérdidade su
actividad estimuladora(Tabla IX). Por el contrario, el LPS sometido al mismo
tratamientode calor no veía reducidasu capacidadpara estimular los precursores
CFU-GM en bazo.

Estos resultadosconfirmabanque la estimulaciónhematopoyéticaobservadatras el
tratamientocon AMS no se debíaal LPS presenteen la muestra,sino queerauna
característicaintrínsecaal mismo.

5.2.3.-Capacidadradioprotectoradel AMS.

La bibliografía recoge numerosostrabajos, en los que se pone de manifiesto que
aquellosMRB capacesde estimularla hematopoyesisen ratonesno irradiados,suelen
seragentescon capacidadradioprotectoraen el rangode dosisde radiaciónen el que
seproduceel síndromehematopoyético(Gallichio y col, 1984; Patcheny col, 1987;
Pojday col, 1990).

A este hecho hay quealiadirle, en el caso del AM5, su capacidadpara estimular
precursoreshematopoyéticospluripotentes(E-CFU) en animalessometidosa una
irradiaciónsubletal (Figura24).

A la vista de estos antecedentes,nos pareciólógico determinarsi el AMS eracapaz
de incrementarla supervivenciade ratonessometidosadosis potencialmenteletales
de radiación.

Las dosis de radiación empleadasen estudios de supervivencia suelen estar
comprendidasen el rangodeLD5O/30y LD100/30(radiaciónletalparael 50 ó 100%
delos animalesa los 30 días).Nosotroselegimosla dosisde7,6 Gy quecorresponde
a la LD9O/30, parala cepade ratónF1(C57BlxBalb/C).

Seensayarondiversaspautasde administracióndel AMS, eligiéndoselos dfas5, 3 y
1 previosala irradiación,como díasparaadministrarla dosisóptimade0,4 mg/Kg.
Juntoa estosprotocolosse incluyó otro, en el que el AMS era administrado1 hora
despuésde la irradiación.

Las cinéticasde precursoresen ratonesno irradiadostrasla administraciónde AMS,
indicabanque el númeromáximo de precursoreshematopoyéticosse obtienea los 5
días despuésdel tratamiento.Por ello, desechamosla utilización de protocolosque



-114-

supusieranun períodomayora 5 díasentreadministraciónde AMS eirradiación,por
entenderqueapartir deestemomentoseestabaproduciendoun fenómenoderecesión
hematopoyética.

Hasta alcanzar su máximo, 5 días despuésde la administraciónde AM5, los
compartimientosde precursorespluripotentesy comprometidosse encuentranen un
períodode estimulación,por lo que la utilización de los días 1 y 3 nos permitía
relacionarsupervivenciacon actividadhematopoyética.

Con la administraciónde AM5 una hora despuésde la irradiación, pretendimos
obteneralguna indicación sobre la capacidadde este compuestopara proteger a
ratonesirradiadospreviamente.

Cuandoel AM5 seadministróantesde la irradiaciónde losanimales,si bienno todas
las pautasde administraciónresultaronpositivas, en ningún caso se potenció la
mortalidad.Así, conel tratamientocon AMS tres o cincodíasantesde la irradiación
se alcanzaron niveles de mortalidad próximos al 90% a los 30 días, valores
coincidentescon los de gruposcontrol (Figura37).

Por el contrario animales tratados con 0,4 mg/Kg de AMS un día antes de la
irradiacióncon 7,6 Gy, presentaronunosporcentajesde supervivenciaampliamente
superioresa los valorescontrol (Figura 37). El 90% de estos ratonessobrevivieron
a una dosis de radiación que en ausenciade tratamiento con AMS suponeuna
supervivenciade sólo el 10%.

Estosnivelesdesupervivenciaeran superioresalos obtenidosenratonestratadoscon
dextránsulfato, compuestoutilizadocomocontrolpositivo en nuestrosexperimentos.
Los mejoresresultadoscon dextrá.nsulfato no produjeronniveles de supervivencia
superioresal 70%, en nuestrascondicionesexperimentales.

El tratamientocon AM5 1 horadespuésde sometera los animalesa irradiación, no
mejoró la supervivencia.Estecomportamientodel AM5 coincideconel descrito en
éste mismo trabajo con AM3 (Figura 22), y los descritospara glucano-Pen la
bibliografía (Patcheny Mac Vittie, 1985).

AunqueexistenMRD capacesde incrementarla supervivenciacuandosonadministra-
dos despuésde la irradiación, su efectoradioprotectores generalmentemenor que
cuando el tratamientose realiza pre-irradiación. Entre otros se pueden citar al
glucano-F(PatchenMac Vittie, 1986b)y extractosnaturalesde plantasmedicinales
comoel extractode Shigoka(Miyanomaey Frindel, 1988).

Hastael momento,sólo seha descritoun compuestocuya capacidadradioprotectora
seamayoral administrarsedespuésdela irradiación,el CobreQl)2(3,5-diisopropilsa-
licilato)4, complejode bajo pesomolecular, caracterizadopor mimetizarla actividad
de la superóxidodismutasa.Su administracióndespuésde unairradiaciónpotencial-
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menteletal (LD5O/30), producenivelesde supervivenciadel 70% (Sodelbergy col,
1990).

El rG-CSFtambiénse ha descritocomoradioprotectoractivo cuandose administra
post-irradiación(Tanikaway col, 1990;Patcheny col, 1990), si bien hayque tener
en cuentaqueparaqueseaefectivoha deadministrarseduranteun períodode tiempo
entre6 y 13 días(2,5 gg/dia), por lo que los resultadosno son comparablesconlos
de AM5 u otros MRD activos tras la administraciónde unaúnicadosis.

Hay que destacarque la mayoría de los MRD muestran su máxima capacidad
radioprotectoracuando son administrados1 día antesde la irradiación, si bien se
desconocenlas razonesde estecomportamiento(Vaceky col, 1990). Entre ellos se
encuentranlos glucanosP y F (Patcheny col, 1986), el G-CSFcuandoseadministra
una única dosis (Uckun y col, 1990) y la IL-1 (Schwartzy col, 1987; Wu y col,
1989), cuyostratamientosconducena un incrementoen la supervivenciade animales
irradiadoscondosispotencialmenteletales(58% el glucano-F;65% el G-CSFy 95%
la IL-1).

Aunqueno todoslos MRD anterioresestánensayadosala mismadosisde radiación,
es importanteresaltarque el tratamientocon AM5 1 día antesde una irradiación
potencialmenteletal, producenivelesde supervivenciamuy similaresa los descritos
para la IL- 1, uno de los radioprotectoresmáspotentesdescritoshastael momento.

En otro bloquede experimentos,se observóque el tratamientocon AM5 tres días
antesde la irradiaciónsubletal(3,0 Gy), acelerabala recuperacióndelos precursores
comprometidoshacia la línea granulo-macrofágica(CFU-GM), tanto en la médula
óseacomoen el bazo,con incrementosdel 130% y 250% en relacióna loscontroles
irradiados,respectivamente(TablaX).

En estos mismosensayos,se observóqueel tratamientocon AM5 un día antesde la
irradiación, protocolo que había mostrado la máxima eficacia en ensayos de
supervivencia,producíaincrementosen los nivelesde CFU-GM en bazodel 290%
respectoal control irradiado,mientrasquelos precursoresCFU-GMde médulaósea
no veían incrementadasu recuperación(TablaX).

El tratamientocon AMS, cinco díasanteso una hora despuésde la irradiación,no
eracapazde estimularla hematopoyesisni en médulani en bazo.

Quedabaasí confirmada la capacidaddel AMS para favorecer la recuperación
hematopoyéticaen animalessometidosa radiación,hechoquepuedeestarde algún
modo relacionadocon la capacidaddel AM5 para aumentarla supervivenciade
animalessometidosa irradiaciónpotencialmenteletal.
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Se han descrito diversosmecanismos,a través de los cualespodría explicarseel
aumentodela supervivenciatrasunairradiaciónpotencialementeletal, promovidopor
el tratamientocon un MRD. La mayoríade los mecanismoscontemplanla existencia
de unarelaciónentre supervivenciay recuperaciónhematopoyética.

Así, el aumento de supervivenciapodría debersea que en el momento de la
irradiaciónel compartimientodecélulascepaestuvieraamplificado,sobreviviendoun
mayor númerode precursorespluripotentesa la irradiación, lo quepermitida una
reconstituciónmásrápidadel sistemahematopoyético,y por tantoun aumentode la
supervivencia.Sinembargo,los ratonesirradiados5 díasdepuésdela administración
de AM5, momento en el que se alcanzael máximo contenido en precursores
pluripotentes(330%),no velan incrementadasu supervivenciarespectoaloscontroles
(Figura 37). Descartándoseasí que éste fuera el mecanismo responsablede la
radioproteccióninducidapor AM5.

Otro de los mecanismospropuestos,implica unarelacióndirectaentrecapacidaddel
compuestopara estimular los precursoresque han sobrevivido a la irradiación,
acelerandola reconstituciónde los distintos compartimientoshematopoyéticosy el
aumentoen la supervivencia.De nuevo,estemecanismono puedeexplicarel efecto
radioprotectorasociadoal tratamientocon AMS, ya quela administraciónde éste 1
horadespuésde la irradiación no eracapazde aumentarla supervivencia(Figura37).
Además,estudiosrealizadosen animalessubletalmenteirradiadosmostrabanque el
tratamientocon AM5 1 hora post-irradiación,no teníacapacidadpara estimularla
recuperaciónde precursoresni en médulaóseani en bazo (TablaX).

Potencialmente,el AM5 podríaaumentarbien la radio-resistenciade los precursores
hematopoyéticoso la capacidadde éstosparareparardafio subletal.Estashipótesis
concuerdancon los resultadosobtenidos en supervivenciao en recuperaciónde
precursorestras una irradiaciónsubletal.El tratamientoconAMS un día antesde la
irradiación, es el más efectivo tanto para aumentarla supervivenciade animales
sometidosa dosispotencialmenteletalesde radiación(Figura37), como en acelerar
la recuperacióndela hematopoyesisesplénicatrasunairradiaciónsubletal(TablaX).

Sin embargo,no se puedendescartarotros mecanismosde accióndondeno estén
implicadosdirectamenteefectosdelcompuestosobrelosprecursoreshematopoyéticos,
al menosen los primerosdías tras la irradiación. Así, por ejemplo, se ha sugerido
queel glucano-Pes capazde aumentarla supervivenciaal aumentarla resistenciadel
animal a infeccionesoportunistas,a travésde un aumentodelnúmeroy/o funcionali-
dad de los macrófagos.Por otra partese ha descritoqueestecompuestotiene una
ciertacapacidadparacaptarradicaleslibres, por lo queéstapodría serotra víade su
acciónradioprotectora(Patcheny col, 1987).Estasvíasde acciónno son descartables
parael AMS, aunqueno han sido objeto de estudioen estetrabajo,
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En cualquiercaso,de los resultadosobtenidosenanimalesirradiadossededuceque
el AM5 podría teneruna aplicaciónclínica en pacientessometidosa tratamientos
antitumoralesagresivos,en los queserequiereunarápidarecuperaciónde la médula
antesde queaparezcanestadospatológicosde leucopenia,trombopenia,granulocito-
peniaetc, queprovoquenla muertedel individuo.

Los factores de crecimiento hematopoyéticoshan sido ya aplicados en clínica,
poniendo de manifiesto el importantepapel que puedenjugar los MRB en el
tratamientodel cancer(Gansery col, 1990; Negrin y col, 1990; VadhanRajy col,
1990).

Claro está,queparaqueun productoquemuestraactividadestimuladoraen animales
de experimentación(ratón), pueda ser utilizado en clínica, ha de superartoda una
seriede etapas,comoson, el demostrarquesu actividadno esespecíficade especie
(cobayas,monosy por último humanos>,y quenoproduceefectossecundariosanivel
de otros órganosdistintosa los hematopoyéticos.Con el AMS el primer pasoestá
dado, y los otros, obviamente,no forman partedel objetivo de estatesis.

5.2.4.-Capacidaddel AMS, administrado‘fin vitro”, paraestimularla
bematopoyesisenLTBMCs.

Hastaahora,hemosexpuestoy discutidodistintosaspectosrelacionadoscon el AM3
y el AM5, y su capacidadpara estimularel sistema hematopoyético.Con ambos
productos,lo quesecontemplaes suadministraciónoral o intravenosa,perosiempre
realizándoseel tratamiento in vivo

Si bien a la hora de evaluar la acción de un producto, resulta absolutamente
tiimprescindiblesu análisis “in vivo , es asímismo cierto que unavez detectadosy

cuantificadossus efectos, a la hora de profundizaren sus mecanismosde acción
resultaaconsejablela utilización de sistemas“in vitro’ quesimplifiquenel modelo
biológico.

Con el desarrollodel cultivo de largaduraciónde médulaósea(LTBMC) (Dextery
col, 1977) se ha conseguidoreproducir “in vitro” la hematopoyesismedular.

A diferencia de la médula “in vivo”, que posee una capacidadlimitada para
expandirse,la hematopoyesisen LTBMCs va a poderamplificarsepor la propia
naturalezadel cultivo, sin quetenganlugar fenómenosde migraciónde precursores,
queenmascarenla estimulaciónprovocadapor el tratamientocon un MRB.

Además,en estecultivo, a diferenciade lo queocurre en cultivos a corto píazoen
matrizsemisólida,la hematopoyesissigueunprocesodinámico.Enla capaadherente
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del cultivo, el equivalenteal microambientehematopoyéticode la médulaósea,se
localizanunaseriede focoso “nichos”, dondeseasientanlos precursoreshematopo-
yéticos pluripotentes.Estosprecursoresal perdercontactocon el tnicho”, quedan
expuestosafactoresmicroambientalles,perdiendosucapacidaddeautomantenimiento.
A medidaquelos precursoresvan proliferandoy diferenciando,son liberadosdesde
la capaadherenteal sobrenadante<Dexter y col, 1984).

Así, estoscultivos constituyenun sistemabiológico adecuadopararealizar, no sólo
la cuantificación de procesosde estimulación bematopoyética,sino también para
profundizaren los mecanismosde regulaciónimplicadosen esaestimulación.

Los resultadosexpuestosen apartadosanteriores,poníande manifiestola capacidad
del AM5 paraestimularla hematopoyesisesplénica“in vivo . Si bien no seobservó
acumulaciónde precursoreshematopoyéticosen la médula despuésdel tratamiento
con AM5, el aumento en los niveles de CFU-S en sangreperiférica tras este
tratamiento,ponía de manifiesto la existenciade fenómenosde migración, que
podríanexplicarla no detecciónde estimulaciónsobrela hematopoyesismedular.

El cultivo de largaduraciónresulta idóneopara obtenerun resultadoconcluyente
sobrela capacidaddel AMS paraestimularla hematopoyesismedular.

El primerparámetroanalizadofue la relacióndosisde AM5 y respuestahematopoyé-
tica en el cultivo. Paraello, utilizamosdosisdel mismo ordende las administradas
a los animales“in vivo”, Así, se utilizó un rangode dosiscomprendidoentre0,2-1,0
pg/ml, lo quesuponía2-10sg/botellade cultivo.

En estos cultivos es posibleobservarun comportamientodiferenteentreel sobrena-
dante y la capa adherente.Mientras que en la capa adherentese encuentran
localizadoslos focos hematopoyéticos,el sobrenadantesuponeel compartimientoal
quese liberan las distintaspoblacionescelularesprocedentesde la capaadherente.

En el rangode dosisestudiado,se pudo constatarunaclara relacióndosis-respuesta
tanto en lo que serefiereanúmerode célulastotales(celularidad)(Figura43), como
a precursorespluripotentes(CFU-S) (Figura 45) o comprometidos(CFU-GM),
alcanzándosela máximaestimulacióncon dosisde 0,8-1,0j¿g/ml (Figura46).

En los sobrenadantesde LTBMCs los nivelesde precursorescomprometidos(Figura
46) aumentaronmásallá de los de precursorespluripotentes(Figura 45) (500% y
300% respectivamente).

La respuestade la capaadherenteal tratamiento,fue diferentesala observadaen el
sobrenadante.Así, la celularidad disminuyó a medida quela dosis de AM5 fue
aumentando(Figura43), alcanzandovaloresmínimoscon dosisde 1,0 pg/ml (40%
respectoal control). Los nivelesdeprecursorespluripotentes(Figura45), únicamente
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mostrarondiferencias respectoal control tras dosis de 0,8 pg/ml (130%). Por el
contrario, los precursorescomprometidos (Figura 46) de la capa adherente
presentabanuna estimulacióndependientede la dosis administrada,alcanzándose
valoresdel 250% tras dosisde 0,8-1,0sg/ml.

A partir de estos resultados,la conclusiónque es posible establecer,es la de la
capacidaddel AMS paraactuarsobrela hematopoyesisde la médulaósea,fenómeno
queno había podido ser puestode manifiesto “in vivo”. Este hechocorrobora la
hipótesisde que el AMS actúaa nivel de ambosórganoshematopoyéticos,médula
óseay bazo,y quela no constataciónde un incrementode la hematopoyesismedular,
es consecuenciade fenómenosde migraciónde precursoreshaciaotros órganos,a
travésde sangreperiféricatal y como sugerimosanteriormente(apartado5.2.2.1.).

Una vez constatadala capacidaddel AMS para estimular la hematopoyesisen
LTBMC, se abordó el análisis de la respuestade estecultivo a múltiples dosis. El
objetivo fue determinarsi nuevasdosisde AMS seguíanpotenciandola hematopoye-
sis, o si por el contrario, ello se traducíaen un “agotamiento”prematuro de la
misma.

Paraello, seutilizaron dosisde 0,2 y 0,8 ¡ig/ml, realizándosetratamientosdurante
1, 2, 3 6 4 semanasconsecutivas,coincidiendocon el cambio de medio.

Comose observaen las Figura48 y 49, condosisde 0,2 sg/ml la estimulacióntanto
en la celularidadcomoen los nivelesdeprecursoresCFU-GMen el sobrenadantedel
cultivo, eraproporcionalal númerode dosisadministradas.A estasmismasdosis,el
gradode estimulaciónde la capaadherenteerasimilar al alcanzadotrasuna dosis
única.

Cuando la dosis administradafue de 0,8 gg/ml, se observó un incrementoen la
celularidaddelsobrenadante,dependientedel númerode dosisadministradas(Figura
48). Porel contrario, los nivelesde CFU-GM tambiénen el sobrenadante,descendfan
tras cuatrodosisde AMS (75% respectoal valor control) (Figura49).

De nuevo, la capaadherentemostró un comportamientodiferente. Así, si bien la
administraciónde una dosisde AM5 producíaun descensoen la celularidad,éstano
se vió acentuadacon la administraciónde múltiples dosis (Figura 48). Por el
contrario, los valoresde precursoresCFU-GM aúnencontrándosepor encimade los
valores control en cultivos tratados con 1 ó 2 dosis de AMS, disminuyeron
significativamentehastavaloresdel 25% en relaciónal controlen LTBMCs tratados
con 4 dosisde AM5 (Figura49).

Estosdescensosen los nivelesde precursoreslos interpretamoscomoun agotamiento
del cultivo, como consecuenciade la superproducciónhematopoyéticainducidapor
el tratamientocon AM5 a dosisde 0,8 gg/ml.
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Con factores de crecimientocomo la IL-3 se han descrito nivelesde estimulación
semejantesa los observadoscon AMS. Tras nueve semanasde tratamientocon 2
ng/ml añadidosemanalmente,se obteníanincrementosdel200% en la celularidady
del 550% en los niveles de CFU-GM del sobrenadante.Sin embargo,estosautores
analizanúnicamentela estimulacióndeprecursoreshematopoyéticosen el sobrenadan-
te del cultivo, Un incrementoa estenivel no indica queinequívocamentese esté
produciendounaestimulaciónhematopoyética,ya queesteincrementopodríadeberse
a una migración de precursoresdesdela capa adherentedel cultivo, lo que se
traduciríaen una despoblaciónprogresivade la misma(Eliasony col, 1988).

Tratamientoscon GM-CSF (3 ng/mi) no producíanestimulaciónhematopoyéticaen
el LTBMC. Inclusocon dosis 10 vecesmayores<30 ng/mí) administradasdurante6
semanasconsecutivas no se consigue incrementar los niveles de precursores
hematopoyéticos(Williams y Burgess,1980; Eliason y col, 1988).

Tampoco se ha observado estimulación hematopoyética en LTBMCs como
consecuenciadel tratamientocon M-CSF <Dextery Shadduck,1980).

Por el contrario el litio, un agentecapazde incrementar“in vivo” la producciónde
granulocitos(Rothsteiny col, 1978), estimulala mielopoyesiscuandoseadministra
“in vitro” a LTBMC (Doukas y col, 1986). Concentracionesde 1 MEq de litio
producenincrementosen la celularidaddel 250% en relaciónal valor control, tres
semanasdespuésde iniciadoel tratamiento.Sehaobservadoasimismoincrementoen
los nivelesde CFU-S, CFU-GM y CFU-Meg tanto en el sobrenadantecomo en el
estromade LTBMCs tratadoscon litio (Levitt y Quesenberry,1980).

5.2.5.-¿Sonlos CSFsmediadoresdel efectoestimuladordel AMS enLTIBMC<Z.

La importancia de los factores reguladores hematopoyéticosen fenómenos de
proliferaciónde precursores“in vitro”, se pusode manifiestodesdeel momentoen
queseconsiguiódonarel primer precursor(Bradley y Metcalf, 1966).Sin embargo,
el papelqueestosfactoresjueganen la regulaciónhematopoyéticade cultivosde larga
duraciónde médulaósea,ha estadosometidoa discusióndurantebastantetiempo.

En los primeros trabajosen los que se ensayóel efectode la adición de CSFsa
cultivos de larga duración, no se observaronincrementosde la hematopoyesis.
Además, la adición de antisuerosanti CSFs parecían no afectar la producción
hematopoyéticaen LTBMCs. Ello hizo pensar,quela mielopoyesisen estoscultivos
no estabareguladapor CSFsó quela producciónde éstos,eramínimaen el cultivo,
actuandolocalmente,
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Sin embargo,hoy existentodauna seriede evidenciasqueindicanquelos CSFsestán
directamenteimplicadosen la regulaciónde la mielopoyesisen LTBMC. Heardy col
en 1982 (Heard y col, 1982)detectaronnivelessignificativos de CSFsen cultivosde
largaduración.

Posteriormente,el grupo de Gualtieri <Gualtieri y col, 1984), aportó nuevas
evidenciassobrela importanciade los CSFsen LTBMCs, al demostrarun aumento
de factores hematopoyéticosdependientede la dosis de radiación a la que era
expuestoel cultivo. Los CSFs eran incrementadosa medida que la mielopayesis
disminuía,comoconsecuenciade la irradiación.

Sehan detectadoaltosnivelesde CSFen LTBMC, 24 horas despuésdel cambiode
medio (Lipschitz y col, 1987;Udupay Lipschitz, 1988). En estesistema,demostra-
banqueun aumentoenla mielopoyesiserainvariablementeprecedidoporun aumento
significativo en los nivelesde CSF.

Por todo lo mencionadoanteriormente,cabía la posibilidad de que la fuerte
estimulaciónhematopoyéticaobservadaen LTBMCs tras el tratamiento“in vitro” con
AMS, estuvieramediadapor un aumentoen los niveles de CSFspresentesen el
cultivo.

La aproximaciónseguidaparadetectarCSFsen LTBMCs tratadoscon AMS, fue en
un principio global, encaminadaa demostrarla presenciade actividadestimuladora
de coloniasen estoscultivos,sin pretendercaracterizartodoslos factoresimplicados.

Seempleóel ensayoconvencionalde CFU-GM paradeterminarsilos sobrenadantes
de LTBMCs tratadoscon AM5 conteníanlos factoresnecesariosparael desarrollo
de coloniasCFU-GM en cultivo “in vitro”, el cual sesabequerequiereinexcusable-
mentela presenciade factoreshematopoyéticos.

Los primeros sobrenadantesanalizados,procedieronde cultivos de larga duración
tratados con 0,8 vg/ml de AM5, al ser esta dosis la que producíala máxima
estimulaciónhematopoyética.

Los resultados(Figura51), demostrabanla presenciade GM-CSAen los sobrenadan-
tes de cultivos tratados.La relación cantidadde sobrenadanteañadida,número de
colonias formadas“in vitro”, era similar a la descritapara medioscondicionados
tradicionales(Metcalfy Johnson,1978; Dextery col, 1980). A bajasconcentraciones
de sobrenadante,se observóunadependenciaentreel númerode coloniasformadas
y cantidadde sobrenadanteañadida.Por encimade unadeterminadaconcentración,
se alcanzabaun plató, a partir del cual un aumentoen la concentraciónde sobrena-
dante no induce la formación de nuevas colonias. Esto se debe a que todos los
precursoressusceptiblesde formar colonias,ha sido ya inducidosa ello.
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Estosresultadosdemuestranque la estimulaciónhematopoyéticainducidapor AMS
estámediadapor GM-CSA.

El hechode que la estimulaciónhematopoyéticaen cultivos de largaduracióntrasel
tratamientoconAM5, fueradependientede la dosisdeproductoadministrada(Figura
46), haciapensarquelos nivelesde GM-CSApresentesen los sobrenadantes,también
dependeríande la dosisde AMS añadidaal cultivo,

Se observóunarelacióndirecta entredosisde AM5 añadidaal cultivo y nivelesde
GM-CSA presentesen el sobrenadante(Figura52), siendomáximos los niveles de
GM-CSA con dosisde 1,0 gg/ml, aunquedosisde 0,4 gg/ml eransuficientespara
inducir altascantidadesde GM-CSA.

Este comportamiento estaba relacionado con la estimulación de precursores
hematopoyéticosen LTBMCs tras el tratamientocon AM5. Con dosis bajas de
productoteníalugar una ligeraestimulaciónde los precursoreshematopoyéticosen
el cultivo, observándoseasimismobajos niveles de GM-CSA. Tras dosis altas de
AMS (0,8 sg/ml) los nivelesde precursoreshematopoyéticosen el cultivo, estaban
fuertementeincrementados,detectándoseen el sobrenadantealtos niveles de GM-
CSA.

Hayquedestacarpor tantoque, aunquepor razonesexperimentales,la cuantificación
de GM-CSA serealizó un díaen el que no se esperaquelos nivelesdefactoressean
máximos, la concentraciónde actividad estimuladoradetectadaen cultivos tratados
con AM5 eran muy elevada, lo que es una prueba más de la gran capacidad
estimuladorade esteproducto.

En el sobrenadantede cultivos de largaduración tratadoscon litio, tambiénseha
detectadoGM-CSA, observándoseun incrementode cuatro vecesen el número de
colonias CFU-GM crecidas“in vitro” en presenciadel sobrenadantetratado, en
relación a las obtenidascon sobrenadantecontrol (Mc Grath y col, 1987). Sin
embargo,para obtenerestos incrementosen el número de colonias CPU-Oid, la
cantidadde sobrenadanteañadidaal ensayoera del 50% <y/y). Con el AM5, las
cantidadesde sobrenadanteutilizadaserandel 20% (y/y).

Unicamentesobrenadantede cultivos tratados con litio, concentrados6-8 veces,
conteníannivelesde GM-CSA semejantesalos obtenidostrasel tratamientoconAM5
(Quesenberryy col, 1984).

En ningúncasodetectamosGM-CSAen sobrenadantesprocedentesdecultivoscontrol
sin tratar, ni siquiera cuando éstos eran concentrados5 veces par métodosde
ultrafiltración. Otros autoreshandescritola presenciade GM-CSA en sobrenadantes
de cultivos control, si bien los nivelesdetectadosson siemprebajos(Shadducky col,
1983).
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Cabíaesperarquelos factoresresponsablesde la actividadestimuladorade colonias
observada,correspondierana CSFs que ya han sido descritos como factores
reguladoreshematopoyéticos,lo quenos llevó a utilizar membranasdeultrafiltración
que seleccionaranmoléculasde pesomolecularsuperiora 10.000daltons(los CSPs
descritosposeenPm>10.000).

Los resultadosobtenidos (Figura 53), confirmaban quelos factores presentesen
cultivos tratadoscon AMS erandepesomolecularsuperiora 10.000daitons,ya que
frentea nivelescasi indetectablesde GM-CSA en sobrenadantesdecultivos tratados
con 0,2 pg/ml de AMS, estossobrenadantesconcentrados5 vecesmostraronniveles
de actividadestimuladoramuy similaresa los obtenidosen el control positivo (AF-
MC).

Puestoque la estimulaciónhematopoyéticaen cultivos de largaduraciónde médula
ósea,eradependientedel númerode dosis de AM5 administradas,se cuantificaron
los nivelesde GM-CSAen cultivos sometidosatratamientossemanalesconAMS, con
objetode determinarsi la relaciónentrenivelesde precursoresy actividadGM-CSA,
observadaen cultivos tratadoscon unadosisúnica, se manteníaen el casode dosis
múltiples.

Así, seanalizóla presenciadeGM-CSA en los sobrenadantesdecultivos tratadoscon
1, 2 ó 3 dosis de AM5 (0,8 ¡Lg/ml), observándoseque los niveles de actividad
estimuladoradisminuíana medidaqueel númerode dosisde AM5 administradasera
mayor.

Sibienexistíaunarelaciónclaraentreestimulaciónhematopoyéticay nivelesdeGM-
CSA en cultivos tratadoscon 1 dosisde AM5, no se pudoestablecerningún tipo de
relación entreestosparámetrosen cultivos tratadoscon múltiples dosisdeproducto
(Figura55).

Cultivos de largaduración tratadoscon 2 dosis de 0,8 gg/ml de AM5 mostraban
incrementosen los niveles de precursores,tanto en el sobrenadantecomo en el
estroma, muy similares a los descritos en cultivos tratados con una dosis de 0,8
~¿g/ml,mientrasque los nivelesde GM-CSA eranmásaltosen ésteúltimo caso.

5.2.6.-Caracterizaciónde los CSFs liberadosenLTBMC trasel tratamiento
con AM5.

Los resultadosquedemostrabanla presenciade actividadestimuladoradecoloniasen
LTBMCs tratadoscon AM5, apuntabana queel factor liberado podríaser el CM-
CSF.
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La presenciade OM-CSFen el cultivo, explicaríalos incrementosobservadostanto
en los niveles de precursorespluripotentescomo comprometidostras el tratamiento
con AMS <Sieff y col, 1985; Metcalf y col, 1986), lo que nos llevó a determinarsi
existíaestefactor en los cultivos tratados.

Así, unavez establecidala dilución de antisuerocapazde inhibir el 100% de la
actividad del rGM-CSF (50U/ml) (Figura 56), se determinó la inhibición de la
actividadestimuladorade coloniaspresenteen sobrenadantesde LTBMCs tratados
con 0,8 gg/ml, frentea distintas dilucionesde antisuero(1/50 a 1/1000).

Los resultadosobtenidosponende manifiestoquediluciones de 1/100, capacesde
inhibir en un 100% al rGM-CSF,únicamenteinhibió el 30% de la actividadpresente
en sobrenadantesde LTBMCs tratadoscon AM5. Incluso diluciones de 1/50 no
conseguíaninhibir todala actividadpresenteen el sobrenadante(inhibición del 60%)
(Figura 57).

Para otros productoscomo el litio, que induce liberación de CSA en LTBMCS,
tambiénse ha descrito quela adiciónde antisueroanti GM-CSF inhibeparcialmente
la actividadestimuladoradecolonias,alcanzándosesin embargounamayorinhibición
medianteuna combinaciónde antisuerosanti GM-CSFy anti M-CSF. Ésto llevó a
estos autoresa postularque la estimulaciónproducidapor litio en cultivos de larga
duración se debe mayoritariamentea GM-CSF, si bien el M-CSF también está
implicado en el efecto<Mc Grath y col, 1987).

En cultivos de largaduraciónde médulaóseasometidosaunairradiacióntambienhay
liberación de factores, los cuales mediante anticuerposmonoclonaleshan sido
caracterizadoscomoOM-CSF (Alberico y col, 1987).

Si bien los resultadosobtenidosenestosexperimentos,confirmanqueel AMS induce
la liberación de C3M-CSF, factor que sería responsablede la fuerte estimulación
observadaen la hematopoyesisdeestoscultivos,el hechode queantisuerosanti GM-
CSFs,cuandose usana dilucionesdosvecessuperiora la necesariaparainhibir el
100%de rOM-CSF50U/ml,no consiganinhibir el 100%de la actividadestimuladora
presenteenel sobrenadantedelcultivo tratado,implica queo bienlos nivelesde GM-
CSFpresentesson muy elevados,o quecomoconsecuenciadel tratamientoconAM5
se liberan otros factoresjunto con el OM-CSF.
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1.- El MRB analizadoes un potenteestimuladorde la hematopoyesismurina,
mostrandoactividad tanto en su forma insoluble, AM3, como en su forma
soluble,AMS.

2.- El tratamientoderatonessubletalmenteirradiadosconAM3 “vía ~ induce
un incrementode su númerodeprecursoreshematopoyéticospluripotentesen
bazo.

3.-. Esteincremento,es independientede quela administracióndel AM3 se lleve
a cabo anteso despuésde la irradiación, asícomo de la dosis de radiación
recibidapor los animales,

4.- El protocoloóptimoparaestimularla producciónde precursorespluripotentes
en ratonessubletalmenteirradiados,no incrementala supervivenciadel ratón
frentea dosispotencialmenteletalesde radiación.Sin embargo,no descarta-
mosunarespuestapositiva con la utilizacióndeotrosprotocolosexperimenta-
les.

5.- La administración intravenosade una Cnica dosis de AMS a ratones no
irradiados,provocala estimulaciónde su hematopoyesisesplénica,afectando
tantoala poblacióndeprecursorespluripotentescomo ala decomprometidos,
habiéndosedemostradoque este efecto no es debido a la contaminación
residual de LPS presenteen la muestra. Por el contrario, este mismo
tratamientono produceefectosdetectablessobrela hematopoyesismedular.

6.- La máximaestimulaciónhematopoyéticaenbazo, reflejadaen el númerode
precursorespluripotentesy comprometidos,sealcanzacinco díasdespuésde
la administraciónde AMS, retornandoa valorescontrol el día quince, lo que
demuestraqueel AM5 no induceunaestimulaciónhematopoyéticairreversi-
ble.

7,- El que tanto el número de precursorescomprometidoshacia la línea
granulo-macrofágica,comoa la líneaeritroide, sevieran incrementadosen
bazo como consecuenciadel tratamiento con AM5, demuestraque este
compuestono induceunaestimulaciónhematopoyéticadescompensada.
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8.- El AM5 esun potenteradioprotector,que actúatanto sobreratonesirradiados
con dosispotencialmenteletales, incrementandosu supervivencia,como en
animalessubletalmenteirradiadosestimulandola recuperaciónde precursores
hematopoyéticospluripotentesy comprometidos,tras la irradiación.

9.- La radioprotecciónconferida por el AMS, es altamentedependientedel
intervalo de tiempo entre administracióndel producto e irradiación, siendo
máximacuandola administraciónselLeva a caboundíaantesde la exposición
del animal a radiacionesionizantes.

10.- La capacidaddel AM5 paraestimular“in vitro” la hematopoyesisen cultivos
de larga duración de médula ósea (LTiBMC), junto con el incrementode
CFU-S en sangreperiféricaen ratonestratados“in vivo con AMS, ponede
manifiestosu capacidadpara actuarsobrela hematopoyesismedular.El que
esta actividad no se refleje “in vivo en un incrementodel número de
precursorespresentesenla médulaósea,sugierela existenciadeprocesosde
migración,desdeesteórganoa otros focos hematopoyéticos.

11.- La respuestadel cultivo de largaduración de médula óseaal tratamiento“in
vitro” con AM5 es tambiéndosis dependiente.Al igual que “in vivo’, el
AMS, induceun fuerte incrementotanto en la celularidadcomoen el número
de precursorespluripotentesy comprometidos,presentesen el sobrenadante
de estoscultivos.

12.- El tratamientocon múltiples dosis de AM5, demuestraquela estimulación
hematopoyéticade estos cultivos es acumulativa,con dosis moderadasde
producto.Sin embargo,condosisaltasdeAM5, seproduceunaestimulación
tan fuertede la hematopoyesisque conduceen último términoal “agotamien-
to” prematurodel cultivo.

13.- El fuerte crecimiento hematopoyéticoobservadoen LTBMCs tratadoscon
AM5, estámediadopor la liberacióndefactoresestimulanteshematopoyéticos
(CSFs).Trasunaúnicadosisde AM5, la concentraciónde GM-CSA presente
en el sobrendantede LTIBMCs es función de la dosis de AMS añadidaal
mismo.

14.- El efecto estimuladordel AMS sobre la hematopoyesisde LTBMC, está
mediadopor la liberaciónde GM-CSF, comolo demuestrael quela actividad
estimuladorapresenteen los sobrenadanteseainhibidaal adicionarantisueros
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contraestefactor. El que estainhibición seaparcial, podríaserdebidoa que
ésteno es el único factor liberado como consecuenciadel tratamientocon
AM5.

15.- En resumen,podemosconcluir queel MRB cuyo análisisha sidoobjeto de
estatesis,presentaunapotentecapacidadestimuladorahematopoyética.Que
es activo “vía oral” y “vía intravenosa”, “in vivo” e “in vitro”. Capazde
actuartanto sobreratonesnormalescomoirradiados.Quesu efectoradiopro-
tector seponede manifiestotanto frente a dosispotencialmenteletalescomo
subletales de radiación y que actúa mediante la liberación de factores
endógenoshematopoyéticos.

Por todo ello, pensamosqueesteMRB tieneunasgrandesexpectativasde aplicación
en clínica, si bien, paraello, serequierepreviamentela realizaciónde los correspon-
dientes ensayospre-clinicos, que confirmen que las actividadesdescritasen este
trabajo, en ratón, sereproducenen humanos.
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