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RESUMEN



RESUMEN

Los trabajos que configuran esta tesis, se enmarcan dentro de una linea de investiga-
cién para el desarrollo de nuevos firmacos capaces de activar la recuperacion
hematopoyética, en la que colaboran la Unidad de Efectos Biolégicos det CIEMAT
y Laboratorios Andrémaco S.A.

La aplicacién de los MRB en terapia oncoldgica, estd basada no sélo en su capacidad
para potenciar las funciones antitumorales del sistema inmune, sino tambi¢n en la de
restablecimiento de las poblaciones celulares hematopoyéticas afectadas por los
tratamientos de quimio- y radio-terapia.

En este trabajo, nos hemos centrado en esta dltima vertiente, Asf, hemos evaluado la
estimulacién hematopoyética murina inducida por un MRB de naturaleza polisacdrido-
protefna, en sus distintas formas galénicas: el adsorbato administrado via oral (AM3),
y el compuesto soluble susceptible de ser administrado via intravenosa (AMS).

Como pardmetro para la cuantificacién de la estimulacién hematopoyética, hemos
utilizado el contenido en precursores pluripotentes y comprometidos hacia la lfnea
granulo-macrofgica y eritroide en distintos 6rganos hematopoyéticos,

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto 1a potente capacidad estimuladora de
este MRB, alcanzdndose la méxima respuesta hematopoyética con el producto en su
forma soluble. Asimismo, demuestran su capacidad protectora frente a radiaciones
jonizantes, en el rango de dosis que provocan el sindrome hematopoyético.

Su accién estimuladora alcanza tanto a la hematopoyesis esplénica, como se pone de
manifiesto tras su administracién "in vivo", como a la hematopoyesis medular
demostrada por su accién sobre el LTBMC. Este dltimo modelo bioldgico nos ha
permitido confirmar que el incremento de precursores hematopoyeticos producido por
la administracién de este MRB estd mediado por Ia liberacién de factores estimulantes
hematopoyéticos endégenos, entre los que se encuentra el GM-CSF.
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AM3

AMS

BFU-E
CFU-GM
CFU-S
CSA
CSF
E-CFU
Epo

FBS
G-CSF
GM-CSA

GM-CSF

HS

IMDM

i.p.

L.V,

LPS

Asociacién no covalente proteina-polisacdrido, en forma de adsorbato,
activo via oral.

Asociacién no covalente protefna-polisacdrido en forma seluble, activo
vfa intravenosa.

Unidad formadora de "burst" eritroides.

Unidad formadora de colonias granulo-macrofégicas.
Unidad formadora de colonias exdgenas en bazo,
Actividad estimuladora de colonias.

Factor estimulante de colonias.

Unidad formadora de colonias enddgenas en bazo,
Eritropoyetina.

Suero fetal bovino.

Factor estimulante de colonias granulocfticas.
Actividad estimuladora de colonias granulo-macrofégicas.
Factor estimulante de colonias granulo-macrofégicas.
Unidad internacional de dosis de radiacién.

Suero de caballo,

Interleuquinas.

Medio Iscove modificado por Dulbecco.
Intraperitoneal.

Intravenoso

Endotoxina bacteriana.



LTBMC

M-CSF

MRB

s.cl

SCF

Cultivo de larga duracién de médula ésea.
Factor estimulante de colonias macrofégicas.
Modificadores de la respuesta biolégica.
Subcutdneo.

Factor estimulante de células cepa.
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1.1.- EL SISTEMA HEMATOPOYETICO.

1.1.1.- Estructura del sistema hematopoyético.

El nimero de células maduras producidas por el sistema hematopoyético durante la
vida del individuo es muy alto. Un individuo adulto produce al dfa 2,1 x 10" células
rojas y una cantidad similar de granulocitos. Ademds, el sistema hematopoyético es
capaz de incrementar la produccién de células maduras frente a situaciones de
"emergencia" como por ejemplo pérdida de sangre, hemolisis o infecciones.

El proceso de produccién de células sanguineas tiene lugar principalmente en médula
6sea de humanos y en médula ésea y bazo en el caso del raton.

En el sistema hematopoyético, que constituye uno de los ejemplos mds caracter{sticos
de tejidos con organizacién jerdrquica, se producen de forma continua células
maduras funcionales a partir de una poblacién relativamente pequeiia de células cepa.

Durante la diferenciacién, proliferacién y maduracion, las células cepa generan
poblaciones amplificadas de células progenitoras comprometidas, que posteriormente
se amplifican para dar lugar a las células maduras funcionales.

Asf, el sistema hematopoyético se considera formado por tres compartimientos:
células cepa, precursores comprometidos y células funcionales maduras (Figura 1).

En la médula désea reside la poblacién de células cepa pluripotentes con capacidad de
automantenimiento, responsables de dar lugar a todas la c€lulas sanguineas necesarias
en el individuo adulto. Frente a una division celular la célula cepa tiene dos opciones:
bien automantenerse, dando lugar a una célula que es la copia exacta de si misma, ©
bien comprometerse a diferenciar y desarrollarse.

El fenémeno de automantenimiento permite que la poblacién de células cepa se
mantenga durante toda la vida del individuo, mientras que el compromiso hacia
diferenciacién tendrd como resultado la formacién de células maduras funcionales

necesarias en sangre y en tejidos.

En general, se acepta que el compartimiento de células cepa es una poblacién celular
que se encuentra quiescente (Lajtha y Col, 1969; Hodgson y Bradley, 1984). Sin
embargo, a medida que estas células se van comprometiendo hacfa una linea celular
concreta adquieren un mayor potencial proliferativo (Till y McCulloch, 1980; Eaves
y Eaves, 1984). Las células que constituyen el compartimiento de precursores



comprometidos poseen una capacidad de automantenimiento menor que las células
cepa, y mediante diferenciacién dan lugar a la formacién de c€lulas maduras.

Frente a una situacién de emergencia, se produce una respuesta ripida y eficiente del
sistema hematopoyético, que puede prolongarse durante largos perfodos de tiempo y
que se lleva a cabo mediante un aumento del nimero de células cepa en fase de
sintesis y por divisiones extra de amplificacién de los precursores comprometidos. Las
células en maduracién también contribuyen en estas situaciones, acortando su ciclo
celular.

Por ello, no es de extrafiar que ¢l sistema hematopoyético no muestre disminufda su
actividad con la edad (Botnick y col, 1982), observdndose niveles normales de

GELULAS CEPA MIELOIDE

0,4 % DE LAS CELULAS HEMATOPOYETICAS TOTALES
POBLAGION GON CAPAGIDAD DE AUTOMANTENIMIENTO
POSIBILIDAD DE DIFERENCIARSE HAGIA CUALQUHER LINEA CELULAR
MORFOLOGICAMENTE NO RECONOGIBLES
CUANTIFIGABLE POR ENSAYOS FUNCICNALES IN ¥IVO E IN YVITRO

Y

FPRECURSORES COMPROMETIDOS

3 % DE LAS CELULAS HEMATOPOYETICAS TOTALES
POBLACION CON CAPACIDAD DE AUTOMANTENIMIENTO LIMITADA
POBLAGION AMPLIFICABLE POR PROLIFERAGION
COMPROMETIDOS HACIA UNA O DOS LINEAS CELULARES
MORFOLOAQICAMENTE NO AEGONOGIBLES
GUANTIFICABLES POR ENSAYQS CLOMALES IN VITRO

CELULAS EN MADURACION

>95 % DE LAS CELULAS HEMATOPOYETICAS TOTALES
POBLAGION AMPLIFICABLE NUMERICAMENTE POR PROLIFERACION
MOAFOLOGICAMENTE RECONOCIBLES
PERTENEGEN A UNA DE LAS DISTINTAS LINEAS QELULARES
PROLIFERACGION FINALIZADA ANTES DE 3U TOTAL MADURAGION

Figura 1: Compartimentalizacion del sistema hematopoyético.
Caracterfsticas, (Lord y Testa, 1988).



precursores comprometidos y de células cepa pluripotentes en animales y humanos
de edad avanzada (Schofield y col, 1986).

En el conocimiento de la estructura del sistema hematopoyético, hay que destacar que

aunque técnicas de histologfa y morfologia cldsicas, aportaron cierta informacidn

sobre las células hematopoyéticas, fue fundamentalmente a raiz de la puesta a punto

de técnicas de cultivo "in vivo" e "in vitro" de precursores hematopoyéticos, cuando

?; -pudo ;)stablecer el esquema del sistema hematopoyético conocido en 1a actualidad
igura 2).

1.1.1.1.- Precursores hematopoyéticos clonadoes "in vivo",

El ensayo de formacién de colonias en bazo descrito por Till y Mc Culloch (Till y
Mc Culloch, 1961), fue la primera técnica que permitié clonar un precursor
hematopoyético. Esencialmente, esta técnica permite identificar y cuantificar células
hematopoyéticas pluripotentes con capacidad de automantenimiento, basandose en su
capacidad para formar colonias en la superficie del bazo de ratones receptores
irradiados con una dosis que esteriliza su sistema hematopoyético. Se demostrd que
estas colonias contenfan, o daban lugar, a todos los tipos celulares hematopoyéticos
mostrados en la Figura 2, conteniendo as{ mismo CFU-§ (Unidad Formadora de
Colonias en Bazo), lo que querrfa decir que las CFU-S originales tenfan capacidad
de automantenimiento (Till y Mc Culloch, 1980). Las colonias formadas en el bazo
eran de origen clonal: una colonia procedfa de la divisién reiterada de una tinica
célula (Becker y col, 1963; Wu y col, 1967).

Un dato importante para entender la fisiologfa del sistema hematopoyético es la
heterogeneidad de la poblacién de CFU-S. Esta heterogeneidad se demuestra, porque
dentro de la poblacién de CFU-S no todas ellas tienen la misma capacidad de
automantenimiento.

Worton y col (Worton y col, 1969) fueron los primeros que definieron la existencia
de distintas subpoblaciones dentro de la poblacién de CFU-S. Al separar una
poblacién de CFU-S en un gradiente de densidad lineal, las células que mostraban
densidad relativa baja, tenfan mayor capacidad de automantenimiento que las de alta
densidad. Este hecho junto con estudios posteriores llevaron al concepto de una
poblacién de CFU-S estructuralmente ordenada, en donde las CFU-S mds maduras
mostraban menor capacidad de automantenimiento y eran més susceptibles a
diferenciacién (Hellman y col, 1978). Ademis, las CFU-$ dependiendo de su grado
de maduracién van a aparecer en distintos dfas cuando se analizan mediante el ensayo
de formacién de colonias en bazo, los precursores mds maduros aparecen a los 9 dfas
de cultivo, mientras que las CFU-S més indiferenciadas tardan 12 dfas en crecer

(Magli y col, 1982).
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& CELULA CEPA DE PRECURSORES
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Figura 2: Estructura del sistema hematopoyético. Organizacién jerdrquica.



Una interpretacién complementaria de la heterogeneidad de las CFU-8, es el concepto
de' que las células cepa estdn asociadas a dominios reguladores dentro de un "nicho*
m;croambiental. Las caracterfsticas de la células cepa no son "intrinsecas” sino que
vienen determinadas por el microambiente hematopoyético (Schofield, 1978). En el
apartado Regulacién del sistema hematopoyético, se tratard m4s en detalle la teorfa
de "nicho" hematopoyético.

1.1.1.2.- Precursores hematopoyéticos clonados “in vitro®,

Un segundo hallazgo experimental de relevancia, fue el desarrolio de técnicas que
permitfan el cultivo "in vitro" de precursores hematopoyéticos.

Los ensayos "in vitro" se llevan a cabo mediante el cultivo de células hematopoyéticas
en medio semisdlido, en presencia de factores reguladores. Bajo estas condiciones,
un precursor determinado sigue un proceso de diferenciacién y proliferacion, dando
lugar tras un perfodo adecuado de incubacién, a una colonia, cuya composicién
celular dependerd del precursor cultivado.

La supervivencia, proliferacién y capacidad de formar colonias "in vitro" de los
precursores hematopoyéticos, es dependiente de factores reguladores especificos:
factores de crecimiento hematopoyético (Burgess y col, 1980; Metcalf y Merchav,
1982), de tal manera que en ausencia de estos factores los precursores mueren.

Las colonias obtenidas mediante el cultivo "in vitro" de precursores hematopoyéticos
son de origen clonal, procediendo cada colonia de una nica célula (Moore y col,
1972; Prchal y col, 1976; Fauser y Messner, 1978; Metcalf y col, 1980). Eslos
ensayos clonales, permiten realizar estudios cuantitativos tanto de precursores
multipotentes, ain no restringidos a una lfnea hematopoyética concreta, como de
precursores comprometidos en un linea concreta de diferenciacién.

Cultivo "in vitro" de colonias de morfologfa bldstica (Nakahata y Ogawa, 1982a).
El gran potencial de proliferacién y diferenciacién de estas colonias se demuestra
porque, al inyectar células de estas colonias en ratones irradiados con dosis
potencialmente letales, son capaces de formar colonias en el bazo de estos animales.
Asimismo, las células de colonias bl4sticas son capaces de dar lugar, cuando se
cultivan "in vitro", a nuevas colonias bldsticas, asf como a colonias compuestas por
células de diversas lineas hematopoyéticas. Estas observaciones mostraban a las
colonias bl4sticas como originadas de las células cepa. Estas colonias se obtuviercn
a partir de médula 6sea de ratén, pero desafortunadamente, no se ha podido
extrapolar el ensayo a médula 6sea humana,



Las HPP-CFC (Célula formadora de colonias con alto potencial proliferativo), dan
lugar en cultivo "in vitro” a colonias que contienen células diferenciadas hacia la linea
macrofdgica, asf como células cepa (Bradley y Hodgson, 1979).

Recientemente ha sido posible cultivar "in vitro" precursores pluripotentes (CFU-A)
(Pragnel y col, 1988). Estos precursores poseen una serie de caracteristicas comunes
con las células cepa, al poseer cierta capacidad de automantenimiento y baja actividad
proliferativa,

Cultivo de precursores de colonias mixtas. Estas colonias contienen célulag
eritroides, granulocfticas, macrofigicas y megacariociticas (Metcalf y col, 1979;
Fauser y Messner, 1979). Estos precursores se situan en el esquema hematopoyético
entre las células cepa pluripotentes y los precursores comprometidos hacfa una linea
hematopoyética determinada (Nakahata y Ogawa, 1982b).

Dentro del compartimiento de precursores comprometidos, los precursores de la
linea granulo-macrofsigica fueron los primeros en clonarse "in vitro" sobre una
matriz semisélida (Bradley y Metcalf, 1966). Debido a que la existencia de este
precursor se pone de manifiesto por su capacidad para formar colonias de granulocitos
y macréfagos en cultivo "in vitro", se le conoce como Unidad Formadora de Colonias
Granulo-Macrofégicas (CFU-GM), terminologfa que se emplea para todos los
precursores hematopoyéticos clonados en cultivo.

El compartimiento de precursores granulo-macrofigicos estd constituido por una
poblacién celular heterogénea, existiendo entre las células diferencias de tamaiio,
densidad, capacidad de automantenimiento y respuesta a estimulos (Metcalf y Mac
Donald, 1975; Williams y Jackson, 1977; Bol y Williams, 1980).

A diferencia de las CFU-S, las CFU-GM poseen una capacidad de automantenimiento
restringida, y una alta actividad proliferativa (Lajtha y col, 1969; Metcalf, 1972).

Las CFU-GM se originan de forma continuada a partir de las CFU-S (Wu y col,
1968), teniendo lugar esta transicién mediante una secuencia continua de cambios,
mds que por un tinico suceso de determinacion.

Las CFU-GM no pueden revertir a CFU-S, ni comprometerse hacia ofra linea
hematopoyética (Metcalf, 1980).

Los precursores de la linea eritroide constituyen, al igual que las CFU-GM, una
poblacién celular heterogénea, definiéndose segin su estado de maduracién tres

precursores clonables: Unidad Formadora de "Burst" Eritroides primitiva (BFU-E p),

que necesita un perfodo de incubacién de 8 dias para su crecimiento, la Unidad

Formadora de "Burst" Eritroides madura (BFU-E m) que crece en cultivo tras 4 dias
de incubacién, y la Unidad formadora de Colonias Eritroides (CFU-g), que se




desarrolla a los dos ¢ tres dfas de cultivo, y que es el precursor mds diferenciado
(Gregory, 1976).

Las colonias BFU-E contienen células eritroides en distintos estadios de maduracién.
Mc Leod y col observaron que en las colonias BFU-E, ocasionalmente aparecfan
megacariocitos, 1o que les hizo postular que los precursores eritroides conservaban
una bipotencialidad eritroide-megacariocitica (Mc Leod y col, 1980). Sin embargo,
ningin otro autor ha confirmado ésta hipétesis,

El cultivo de precursores megacariocfticos "in vitro" se desarrollé inicialmente en
matriz semisdlida (Metcalf y col, 1975), y posteriormente se describié un nuevo
método para su clonaje, el "plasma clot" (Nakeff y Daniels-Mc Queen, 1976; Mc
Leod y col, 1976). El cultivo de estos precursores da lugar a colonias que contienen
células megacariocfticas reconocibles morfoldgicamente. En el caso del ratén, los
megacariocitos poseen actividad acetilcolinesterasa (Jackson, 1973).

En la actualidad se acepta que la poblacién de precursores megacariociticos es
heterogenea, habiéndose descrito hasta el momento tres precursores megacarioc{ticos
diferenciables por su grado de maduracién: BFU-MK (Unidad formadora de Burst
Megacarioc(ticos), CFU-MK (Unidad formadora de Colonias Megacariociticas) y LD-
CFU-MK (Unidad formadora de colonias Megacariociticas de baja densidad), si bien
gste ltimo nicamente ha sido descrito en roedores, no en humanos (Long y col,
1985; Chatelain y col, 1988).

Hoy se sabe que los precursores hematopoyéticos no estin distribuidos de forma
homogénea en la médula, existiendo una organizacion espacial definida, que refleja
la dindmica de los procesos de diferenciacion y proliferacién seguidos por los distintos
precursores hematopoyéticos (Lord, 1990).

La cantidad de CFU-S en la proximidad del hueso es 2,5 veces mayor que en el eje
central de la médula. Las células cepa con menor capacidad de automantenimiento se
localizan en la proximidad del hueso, mientras que las células cepa con mayor
capacidad de automantenimiento se encuentran mds cercanas al centro de la médula
(Lord y Hendry, 1972). Esta diferencia de distribucién en relacién a las CFU-S,
sugiere un movimiento dindmico de células que van abandonando la médula a través

del seno venoso central,

Los precursores CFU-GM se encuentran concentrados a unos 120 pm de la superficie
del hueso (La distancia entre el eje central y el hueso es de 400 pum), mientras que
las células granulocfticas en proceso de maduracién, se encuentran préximas al eje
medular (Lord y col, 1975; Lord y Testa, 1983).

Los precursores eritroides, presentan un patrén de distribucién similar al de las CFU-
GM (Frassoni y col, 1982). Los precursores mds primitivos (BFU-E) se encuentx:an
mayoritariamente a 180 ym del hueso. A unos 40pm estdn localizadas las CFU-Mix,



La distribucién espacial de los precursores hematopoyéticos dentro de la médula tiene
una gran importancia préctica, tanto en clinica como en accidentes radiolégicos, ya
que debido al hueso la distribucién de la dosis de radiacion recibida en la médula no
es uniforme.

1.1.2.- Regulacién del sistema hematopoyético.

Para que el sistema hematopoyético se mantenga en homeostasis, ha de existir un
equilibrio entre los procesos de diferenciacién y los de automantenimiento. Un
desplazamiento de este equilibrio en cualquiera de las dos direcciones, supone la
aparicién de procesos patolégicos.

Asimismo, hay que tener en cuenta la enorme complejidad del sistema hematopoyéti-
co, ya que supone coordinar simultaneamente la produccién de ocho lineas celulares
principales, y regular todos los procesos de diferenciacién, proliferacién y maduracion
celular,

Hoy se sabe que la regulacién de la hematopoyesis no sélo estd controlada por
componentes intrinsecos (dotacién genética constitutiva), sino que los componentes
extrinsecos (influjos microambientales) juegan un importante papel en la misma.

Son principalmente dos, los componentes extrinsecos implicados en la regulacién de
la hematopoyesis, que si bien se van a tratar por separado en esta introduccién por
razones de exposicidn, estdn estrechamente relacionados.

De los estudios de cultivo "in vitro" de precursores hematopoyéticos, se deduce que
una parte importante del control de la hematopoyesis estd mediada por un grupo de
moléculas glicoprotéicas denominadas factores de crecimiento hematopoyético
(Metcalf y Merchav, 1982; Heyworth y col, 1990b). Asimismo existen toda una serie
de inhibidores hematopoyéticos, capaces de contrarrestar la accidn de los faciores
de crecimiento (Lord y Wright, 1982; Axelrad, 1990).

Por otra parte, existen evidencias sobre asociaciones especfficas entre células del
estroma y focos de hematopoyesis, que han puesto de manifiesto el importante papel
desempefiado por el estroma en la regulacién hematopoyética (Dexter, 1982).

1.1.2.1.- Factores de crecimiento hematopoyético.

La mayorfa de los factores de crecimiento hematopoyético fueron identificados y
posteriormente caracterizados y purificados, basdndose en su capacidad para estimular
1a proliferacién "in vitro" de células hematopoyéticas clonales. Es por ello que se les
denomind Factores Estimulantes de Colonias (CSFs) (Metcalf, 1984).
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El preﬁjo_o sufijo que acompaiia a las siglas CSF, hace referencia a la linea celular
que es estlmulac?a n.layoritariamente por ese factor. Asf, el GM-CSF es el factor que
estimula mayoritariamente a precursores comprometidos hacia la linea granulo-
macrofdgica.

Tc?dos los CSFs caracterizados hasta el momento, al menos los de ratén, son
glicoprotefnas de peso molecular entre 23.000 y 70.000 y son activos a concentracio-
nes muy bajas, del orden de 10-10"* M,

Todos ellos son producidos por mds de un tipo celular, tienen una vida media en
suero muy corta y muestran una especificidad relativa sobre una linea hematopoyética
determinada. Parecen tener actividad biol6gica restringida a células hematopoyéticas,
pero dentro de las distintas poblaciones algunos muestran actividad sobre diferentes
tipos celulares, mientras que otros sélo ejercen su accién sobre una lfnea hematopoyé-
tica concreta (Figura 3),

Existen receptores especificos para cada factor. Los precursores hematopoyéticos
muestran en su superficie receptores para distintos factores (Keller y col, 1988).

Los CSFs no sélo son capaces de estimular la proliferacién de precursores
hematopoyéticos, sino que también son capaces de actuar a nivel de diferenciacién,
e incrementando la actividad funcional de las células maduras de la sangre. Esto pone
de manifiesto la relevancia que estos factores tienen en el caso de infecciones locales
o reacciones a alérgenos, siendo de crucial importancia que los factores puedan ser
producidos localmente por fibroblastos, células endoteliales, macréfagos o mastocitos
(Wodnar-Fillipowicz y col, 1989).

No se conoce el mecanismo de accién completo de ningun CSF. A nivel bioquimico
las células sobre las que actda el factor sufren toda una serie de cambios. A nivel
biolégico es dificil pensar que exista un solo mecanismo que explique los diferentes
efectos atribuibles a los CSFs. En el caso de Ia diferenciacién, que es irreversible,
una vez que ha tenido lugar no necesita la presencia de factores. Sin embargo en
procesos de proliferacién o de aumento de capacidad funcional es necesario que el
factor esté presente de manera continuada. Esto lo explican algunos autores basdndose
en el hecho de que los fenémenos de diferenciacién son consecuencia de cambios
genéticos, mientras que los procesos de proliferacién y aumento de funcionalidad, se
dan como consecuencia de la interaccién de los factores estimulantes con elementos

de la membrana celular (Pigoli y col, 1982},

Existe poca homologfa entre los factores estimulantes, lo que indicarfa que han
evolucionado de forma independiente, Sin embargo, hay que destacar que los genes
que codifican para estos factores estdn localizados muy préximos. En humanos éstos
se localizan en el cromosoma 5 dentro de la regién q23-g33. En esta region, ademds
de los genes que codifican la IL-3, GM-CSFy M-CSF, también se localiza el gen que
codifica para el receptor del M-CSF (Huebner y col, 1985).
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Es fécil concluir que alteraciones en estos genes serfan cruciales en el desarrollo de
enfermedades malignas. Asi, se ha observado que pacientes con leucemia mielobldsti-
ca muestran delecciones en el cromosoma 5 (Clark y Kamen, 1987).
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Figura 3: Papel de los Factores de Crecimiento Hematopoyético en la
regulacién del Sistema. (Griffin, 1988).

A.- Tipos de factores de crecimiento,

Los factores de crecimiento hematopoyéticos mayoritarios son: eritropoyetina (Epo),
factor estimulante de colonias granulo-macrofdgicas (GM-CSE), factor estimulan-
te de colonias granulociticas (G-CSF), factor estimulante de colonias macroftigicas
(M-CSF) y el multi-CSF 6 IL-3. Recientemente se ha caracterizado un nuevo factor
de crecimiento hematopoyético el factor estimulante de células cepa (SCF).

El clonaje de estas moléculas, mediante técnicas de ADN recombinante, ha permitido
obtenerlas en cantidades suficientes como para poder profundizar, tanto en el estudio
de sus propiedades como de sus posibles aplicaciones experimentales y clinicas
(Metcalf, 1985; Metcalf, 1986; Clark y Kamen, 1987; Heyworth y col, 1990a).
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Si bien los CSFs muestran un solapamiento en su accién sobre las células hematopo-
yéticas (Tabla 1), sus células blanco siguen un esquema jerarquizado, que coincide
con el esquema de jerarqufas de las células del sistema hematopoyético.

FACTOR ﬁrl‘,'zi- gl:j)- gFU-— ?"FU—- %};u- al;lél— HEU— ciU-
-3 + + + | + + + t
GM-CSF + + + + + + + .
G-CSF - + + - - p R -
M-CSF - + + - - - -
Eno - - - - + t +

Tabla It Accién solapada de los Factores de crecimiento sobre los
precursores hematopoyéticos.

B.- Poblaciones "blanco" de los CSFs.

La IL-3 actda a nivel de precursores pluripotentes, muy indiferenciados dentro de la
jerarqufa del sistema hematopoyético, asf como sobre precursores mds comprometi-
dos. Se ha descrito que estimula la supervivencia de las CFU-S "in vivo" y el
crecimiento de CFU-Mix "in vitro" (Spivack y col, 1985).

El SCF, si bien no posee una fuerte actividad estimuladora por si mismo a nivel de
células cepa mieloides y linfoides, cuando se combina con GM-CSF o IL-7 tiene un
fuerte efecto sinérgico (Witte, 1990},

El GM-CSF, estimula principalmente precursores granulo-macrofdgicos (CFU-GM),
pero también puede estimular CFU-Eo y en cierta medida CFU-Mix, cuando las
concentraciones de factor presentes son elevadas. El GM-CSF estimula asimismo
precursores eritroides y megacariociticos (Metcalf y col, 1980).

El G-CSF, estimula el desarrollo de neutréfilos a partir de precursores granulociticos
(Metcalf y Nicola, 1983), aunque en presencia de otros factores actia sinergfsticamen-
te, permitiendo el crecimiento de células de otras ifneas hematopoyéticas (Heyworth
y col, 1988).

El M-CSF, estimula la divisién y proliferacién de los precursores granulo-macrofdgi-
cos (CFU-GM) hacia macréfagos. Igual que el G-CSF, el M-CSF sinergiza con otros
factores (Golde, 1990).
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La eritropoyetina es imprescindible para que los precursores eritroides (BFU-E y

CFU-e) completen su maduracion, si bien en el caso de precursores eritroides mds

inmaduros (BFU-E) es necesaria la presencia de otros factores (IL-3 y GM-CSF) para

(ilge estos proliferen "in vitro" dando lugar a colonias eritroides (Eaves y Eaves,
78).

Una gran variedad de biorreguladores (IL-1, IL-4, IL-S e IL-6) también influyen en
el crecimiento y diferenciacién de los precursores hematopoyéticos. Aunque sélo la
IL-5 es capaz de inducir la formacién de colonias "in vitro" a partir de precursores
eosinéfilos (Clutterbuck y Sanderson, 1988), todos ellos pueden actuar de forma
sinérgica con los CSFs para estimular y modular la produccidn celular. Por ejemplo
la TL-1 sinergiza tanto con M~CSF induciendo la diferenciacién y proliferacién de las
células cepa hacia macréfagos (Stanley y col, 1986), como con G-CSF, IL-3 6 GM-
CSF (Moore y Warren, 1987).

C.- Células productoras de CSFs.

La IL-3 es producida "in vitro" por células T activadas y por determinadas lineas
celulares de leucemia mielomonocftica. "In vivo", sin embargo, no ha podido ser
detectada ni siquiera en animales en los que se estd produciendo una respuesta de las
células T a antfgenos (Garland y col, 1983). Un fendmeno similar se ha descrito para
la IL-2. Puesto que la IL-3 y la IL-2 actian estimulando la proliferacién de células
cepa y células-T respectivamente, no es de extrafiar que su produccion esté
estrechamente limitada e incluso que estén sometidos a un control local.

Es de destacar que no han podido encontrarse niveles detectables de mRNA para IL-3
en estroma medular "in vitro", en condiciones en las que la hematopoyesis se estd
manteniendo por largos perfodos de tiempo (Spooncer y col, 1986). Tampoco se ha
podido detectar en estos sistemas, proteina biolégicamente activa,

El GM-CSF se ha podido detectar en suero, pudiéndose obtener moléculas
biolégicamente activas a partir de cultivos a corto plazo de diferentes tejidos (Nicola
y col, 1979). Se ha descrito, que los mayores cambios en los niveles de GM-CSF
circulante se obtienen tras una infeccién bacteriana o una inyeccién de endotoxina
bacteriana, El GM-CSF "in vitro" puede ser producido por células-T, fibroblastos y
células endoteliales estimuladas adecuadamente, poniendo de nuevo de manifiesto el
importante papel desempefiado por este factor en Ja regulacién de la respuesta de
células maduras a infecciones.

Células del estroma medular, cultivadas "in vitro", son capaces de producir niveles
detectables de GM-CSF, indicando que este factor debe jugar algtin papel en la
hematopoyesis medular (Quesenberry, 1986; Gualtieri y col, 1986).
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El G-CSF y M-CSF también son detectables "in vivo®, y al igual que el GM-CSF
pueden ser producidos "in vitro" por diferentes tipos celulares, incluyendo células del
estroma medular. Las células del estroma medular también son capaces de producir
IL-4 (Quesenberry, 1986). Asi, las células estromales del microambiente medular
disponen de la maquinaria necesaria para sintetizar una serie de moléculas regulado-
ras: GM-CSF, G-CSF, M-CSF e IL-4, pero no la IL-3.

D.- Inhibidores hematopoyéticos.

Si bien la existencia de factores de crecimiento hematopoyético no ha sido nunca
discutida, la presencia de inhibidores ha sido cuestionada durante muchos afios.

Hoy se acepta que los inhibidores estdn estructuralmente préximos a los CSFs,
interfiriendo en la produccidn o accidn de éstos, actuando mediante mecanismos de
regulacién "feedback".

Se han descrito dos moléculas inhibidoras a nivel de las células cepa. Una de ellas de
alto peso molecular (50-100 Kd) (Lord y Wright, 1984), que actida sobre poblaciones
de CFU-S altamente purificadas, sugiriendo su accién directa sobre estos precursores,

El otro inhibidor de células cepa descrito, posee bajo peso molecular, ha sido aislado
de médula de ternera fetal, e inhibe la entrada de las CFU-S en fase de sintesis
(Frindel y Guigon, 1977). Recientemente se ha demostrado su accidn "in vivo" como
inhibidor de procesos de proliferacién (Lenfant y col, 1989).

Recientemente se ha purificado un compuesto derivado de macréfagos, que inhibe de
forma reversible la proliferacién de la células cepa, denominado SCI (stem cell
inhibitor). Ensayos de inhibicién con anticuerpos y la secuencia del SCI, han puesto
de manifiesto que este factor es idéntico a una citoquina previamente descrita, el
MIP-1a (protefna inflamatoria de macréfagos). Las actividades bioldgicas del
SCI/MIP1a sugieren que es un regulador negativo primario de la proliferacién de las
células cepa hematopoyéticas (Grahan y col, 1990).

En la actualidad se estdn realizando estudios con estos inhibidores en células
humanas, debido a la gran aplicacién clinica que tendrfan, por su capacidad de
proteger la médula durante tratamientos antitumorales (Dexter y White, 1990).

Se han descrito una gran variedad de moléculas que inhiben directa o indirectamente
la granulopoyesis. Todas estas moléculas tienen una serie de caracterfsticas en comun
como son, la naturaleza quimica (generalmente son glicoprotefnas), su complejo modo
de accién (el cual puede ser altamente dependiente’ del microambiente y no estd
restringido a la granulopoyesis), sus interacciones con factores de crecimiento, su
posible sinergismo y la falta de datos en relacién a su papel fisiolégico. Entre los
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inhibidores .de la granulopoyesis cabe destacar la ferritina dcida, interferén-o y v,
prostaglandinas y factor de necrosis tumoral (Guigon y Najman, 1988).

Existen tambi€n inhibidores de la granulopoyesis de bajo peso molecular. A partir de
médula murina, se ha obtenido un pentapéptido que es un fuerte inhibidor de CFU-
GM humanas y murinas "in vitro" y de CFU-GM, CFU-S y granulocitos periféricos
"in vivo" (Laerum y Paukovits, 1984),

Se ha descrito un inhibidor especifico de las BFU-E, una glicoprotefna neutra capaz
de reducir de manera reversible la proporcién de precursores BFU-E que se
encuentran en fase de sintesis, sin afectar a las CFU-S, CFU-GM o CFU-e. Los
niveles de este inhibidor en la médula parecen estar regulados por mecanismos de
control genético, de desarrolio y fisiolégicos (Axelrad, 1990).

Otras moléculas son capaces de inhibir las BFU-E pero su accién no es especifica de
éstas. Entre ellas podemos citar al factor de necrosis tumoral-e, TGFB ("Transfor-
ming Growth Factor) e interferén-a y vy (Del Rizzo y col, 1990).

Los factores implicados en la regulacién negativa de los megacariocitos son poco
conocidos, Se sabe que el interferén-« y « inhiben el desarrollo de CFU-Meg, aunque
el interferdn + requiere la presencia de células accesorias (Guigon y Najman, 1988).

1.1.2.2.- Estroma hematopoyético,

Aunque el crecimiento "in vitro" de colonias a partir de precursores comprometidos
hematopoyéticos sélo depende de la adicién de moléculas estimuladoras, la
hematopoyesis que se desarrolla "in vivo" tiene lugar dentro de un microambiente
altamente estructurado en donde estén presentes células del estroma, no hematopoyéti-
cas.

Durante muchos afios se ha intentado clarificar, hasta que punto las células del
estroma constitufan un simple soporte en donde se localizaban las células hematopoyé-
ticas, respondiendo éstas a estfmulos externos, o si por el contrario el estroma jugaba
un papel determinante en el desarrollo y la regulacién de la hematopoyesis.

Las evidencias de que las células del estroma que forman el microambiente
hematopoyético juegan un papel directo o indirecto en la regulacion de la hematopo-
yesis, proceden de diversas lineas de investigacion:

_ Ratones mutantes. Se han producido cepas de ratén con mutaciones en los loci
W y Steel del cromosoma 5 y 10 respectivamente (W/Wv y S1/81d), que se
caracterizan por tener una anemia macrocitica, En cada una de las cepas la
anemia tiene distinto origen. En la cepa W/Wv, el microambiente hematopo-
yético es normal, pero tienen un defecto en ja poblacién de células cepa, lo
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que condpce a que no haya CFU-S (Mc Culloch y col, 1964). La anemia de
estos animales puede curarse si se les hace un trasplante de médula que
contenga células cepa normales.

Los ratones mutantes S1/Sld poseen una poblacién de células cepa normal,
pero el estroma hematopoyético es defectivo (Mc Culloch y col, 1965). La
anemia no puede curarse con un trasplante de médula, es necesario implantar
a estos animales un microambiente adecuado (bazo de un ratén normal), que
pueda ser colonizado por células cepa del receptor.

Los estudios realizados con estas cepas mutantes de ratén, demostraban que
son necesarias tanto una poblacién de células cepa como un estroma normal
para que tenga lugar una hematopoyesis correcta (Dexter y Moore, 1977).

- Cultivo de larga duracién de médula 6sea (LTBMC). La puesta a punto de

técnicas de cultivo "in vitro" de precursores hematopoyéticos pluripotentes o
comprometidos, fue un paso decisivo para el conocimiento de la estructura del
sistema hematopoyético. Sin embargo, estos ensayos no permiten el estudio
de los mecanismos de control que acontecen "in vivo" para que el sistema
hematopoyético mantenga su homeostasis, ya que durante el perfodo que dura
el cultivo las células van perdiendo gradualmente su potencial proliferativo,
de tal manera que tras 7-14 dfas, en el cultivo ya sélo pueden encontrarse
células maduras.

Gracias al desarrollo del cultivo de larga duracién de médula ésea (Dexter y
Lajtha, 1974), se pudo demostrar la importancia del estroma en la regulacién
hematopoyética (Dexter y col, 1984).

En el cultivo descrito por Dexter, sobre una capa adherente establecida, tiene
lugar la proliferacién y mantenimiento de las CFU-S. Estas CFU-S se
diferencian en el cultivo hacfa células granulociticas (Williams y col, 1977),
precursores eritroides (Testa y Dexter, 1977, Dexter y col, 1981), y bajo
condiciones apropiadas hacfa megacariocitos, plaquetas (Williams y col, 1978)
y precursores linfoides (Jones-Villeneuve y Philips, 1980).

La necesidad de un estroma funcional para que pueda mantenerse la
hematopoyesis se puso de manifiesto en varios estudios realizados: (1) Cuando
las células de médula se cultivaban en placas siliconizadas, que inhiben la
adherencia de las células, no se mantenfa la hematopoyesis (Dexter y col,
1977). (2) Las células del estroma de otros érganos, incluido el bazo, no eran
capaces de mantener la hematopoyesis (Reimann y Burger, 1979). (3} La
médula de ratones SI/Sid que tienen un microambiente defectivo, no era capaz
de formar una capa adherente funcional que mantuviera la hematopoyesis en
LTBMC. Aunque la capa formada no era funcional, mostraba una morfologfa
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pormal, lo que llevd a pensar que el defecto de la capa residia en la falta de
interaccion célula-célula.

- Implante ectdpico de médula. El implante ectépico de médula dsea bajo la

cdpsula renal, tiene como consecuencia la formacién de un osiculo que
contiene médula activa. En este caso, el estroma que se desarrolla es del
animal donador, mientras que las células hematopoyéticas provienen del
receptor. Asf, la capacidad funcional de ese estroma se medirfa directamente
polr ellgxélj;r)rlero de precursores asentados en él (Schofield, 1986b; Molineux y
col, .

El estroma interviene en la regulacién del sistema hematopoyético a través de tres
vias fundamentales:

A.- Interaccién entre células del estroma y células hematopoyéticas.
B.- A través de la matriz extracelular.
C.- Liberando factores de crecimiento hematopoyéticos,

A.- Interaccidn célula del estroma-célula hematopoyética,

El hecho de que las interacciones célula-célula fueran importantes para el manteni-
miento de la hematopoyesis, se puso de manifiesto al observar que si en un cultivo
de larga duracién de médula, se aislaban las células hematopoyéticas de la capa de
estroma utilizando cdmaras de difusién, la hematopoyesis decafa rdpidamente
(Bentley, 1981).

Mediante estudios morfoldgicos "in situ" de la médula ésea (Lichtman, 1981) y
andlisis "in vitro" de clones de células estromales (Zipori y col, 1985), se ha podido
determinar la gran heterogeneidad del estroma medular. La complejidad mostrada por
las poblaciones celulares del estroma, hace dificil el estudio de las interacciones
concretas que tienen lugar entre las células hematopoyéticas y las células del estroma.

Por ello, la aproximacién experimental seguida para el estudio de interacciones célula-
célula, es la de utilizar lfneas establecidas de células estromales, capaces de mantener
la hematopoyesis "in vitro" durante largos perfodos de tiempo (Kodama y col, 1984,
Hunt y col, 1987; Whitlock y col, 1987; Itoh y col, 1989).

La mayorfa de las lineas estromales establecidas se han obtenido a partir de cultivos
de larga duracién de médula 6sea, eliminando las células cepa hematopoyéticas, por
gjemplo mediante irradiacién (Dexter y col, 1977; Johson y Dorshkind, 1986).
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Se ha observado, que es necesaria la existencia de una interaccion entre las células
del estroma y las células cepa para que éstas puedan mantenerse "in vitro" por largos
perfodos de tiempo (Coulombel y col, 1981).

Si se afiaden CSFs a un cultivo de larga duracién, tiene lugar una maduracidn de las
células cepa, sin embargo, aquellas células cepa que estdn en intimo contacto con la
capa de estroma, se encuentran protegidas del efecto de los CSFs, no siendo inducidas
a diferenciar. Esto, apoya la hipdtesis de "nicho hematopoyético" propuesto por
Schofield (Schofield, 1978).

Los "nichos" representan dominios reguladores de células cepa. Asf, la médula estarfa
compartimentalizada en unidades funcionales altamente delimitadas, poniéndose de
manifiesto la gran importancia de la existencia de interacciones entre células cepa y
células del estroma. Si las células cepa pierden el contacto con el estroma,
abandonando el "nicho hematopoyético”, quedan expuestas a toda una serie de influjos
microambientales, capaces de inducir la diferenciacién de las células cepa.

B.- Matriz extracelular,

El estroma medular estd compuesto por diferentes poblaciones celulares (macréfagos,
células reticulares, células endoteliales etc.), as{ como por matriz extracelular,

Los componentes mds estudiados de la matriz extracelular son los proteoglicanos.
Los proteoglicanos son sintetizados por células de tejidos hematopoyéticos, y
principalmente por células del estroma (Minguell y Tavassoli, 1989). Una vez
sintetizadas, estas moléculas migran a la membrana celular permaneciendo allf durante
un perfodo de tiempo, transcurrido el cual son liberados al espacio extracelular.

El interés sobre estas moléculas surgié al observarse que ciertos proteoglicanos
estaban localizados en 4reas concretas del bazo, en donde estaba teniendo lugar una
fuerte actividad hematopoyética (Mc Cuskey y col, 1972).

Los proteoglicanos estdn implicados en la regulacién de procesos de crecimiento y
diferenciacién, principalmente del sistema hematopoyético (Gordon y col, 1987
Bentley y col, 1988). De hecho, se ha observado que el glicosaminoglicano hepardn
sulfato, puede unir de forma selectiva factores de crecimiento hematopoyéticos,
presentdndoselos después a los precursores (Roberts y col, 1988).

Otra protefna bien caracterizada de la matriz extraceluiar, la hemonectina, estd
implicada en procesos de unién especfica de granulocitos durante el desarrollo tanto
fetal como post-natal (Campbell y col, 1987; Peters y col, 1990).
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Los Procesos de maduracién de precursores de la linea eritroide estdn asociados con
cambios en los receptores de fibronectina (Vuillet-Gaugler y col, 1990), indicando
el papel que ésta juega en la regulacién de células eritroides.

Los precursores hematopoyéticos sintetizan niveles altos de condroitin sulfato, el
cual se postula que interviene favoreciendo la unién precursores-células del estroma
(Zuckerman y Wicha, 1983).

-

C.- Liberacién de factores de crecimiento hematopoyético,

Se ha descrito que las células del estroma de cultivo de larga duracién de médula dsea
producen CSFs (Heard y col, 1982; Gualtieri y col, 1982; Shadduck y col, 1983).

Cabe pensar que los factores de crecimiento hematopoyético son producidos
localmente por células del estroma, uniéndose inmediatamente a receptores de
membrana de precursores cercanos. El factor unido al receptor se internaliza
posteriormente en el precursor (Tushinski y col, 1982).

La produccién de factores de crecimiento hematopoyético podria estar regulada de tal
manera, que sélo se produjese la cantidad de factor necesaria para saturar los
receptores presentes en los precursores, lo que explicarfa el hecho de que no se
encuentren concentraciones altas de estos factores en los sobrenadantes de los cultivos
de larga duracién de médula ésea (Tavassoli y col, 1990).

1.2.- EFECTO DE LA RADIACION SOBRE EL SISTEMA HEMATOPOYE-
TICO.

1.2.1.- Sindromes causados por la radiacién.

Dentro de las miltiples clasificaciones que pueden establecerse sobre los efectos
biolégicos de las radiaciones ionizantes, la divisién entre efectos estocdsticos y
efectos deterministas tiene para nosotros especial interés, al permitirnos delimitar
nuestro campo de trabajo, La distincién entre ambos tipos de efectos atiende a la
naturaleza del dafio producido. Asi, los efectos deterministas se definen como aquellos
cuya gravedad es funcién de la dosis de radiacién recibida y en los cuales existe una
dosis umbral, por debajo de la cual no se manifiestan efectos.

En este grupo se incluyen los diferentes sindromes de radiacién. El primero de ellos,
el Sindrome del Sistema Nervioso Central, se produce tras dosis muy elevadas de
radiacién (10-15 Gy). La muerte del individuo tiene lugar pocas horas después de la
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exposicion a la radiacién, como consecuencia de un dafio cardiovascular y neuroldgico
SEVEro.

Légicamente con estas dosis no s6lo se ve afectado el sistema nervioso central, Otros,
como el sistema gastrointestinal o €l sistema hematopoyético, también sufren un dafio
severo que les conducird a una disfuncién. Sin embargo, al producirse la muerte en
un perfodo de tiempo muy corto, estos efectos no liegaran a ponerse de manifiesto
(Hall, 1973).

Con dosis de radiacién inferiores (5-10 Gy) la muerte del individuo tiene lugar a los
pocos dfas, como consecuencia del Sfndrome Gastrointestinal.

La radiacién, al afectar a las células cepa de las criptas del epitelio intestinal,
reduciendo su nimero, disminuye el aporte de nuevas células maduras conduciendo,
en dltimo término, a la despoblacidn del tracto gastrointestinal y por tanto a la muerte
del individuo (Hall, 1973).

Por ltimo, con dosis moderadas de radiacién (2-10 Gy) se produce el denominado
Sindrome Hematopoyético o de la Médula dsea.

El sfndrome hematopoyético se caracteriza por una aplasia parcial o total del tejido
hematopoyético, dependiendo de la dosis de radiacién recibida, provocando la muerte
del individuo en un perfodo de tiempo no superior a los 60 dfas.

La pérdida de precursores hematopoyéticos, tanto pluripotentes como comprometidos,
produce un descenso en el mimero de células maduras en sangre periférica, lo que
conlleva la aparicién de infecciones oportunistas, deterioro del sistema inmune, etc.
(Hendry, 1985; Schofield, 1986a).

1.2.2.- Sensibilidad de los precursores hematopoyéticos a radiaciones ionizantes,

La sensibilidad de los precursores hematopoyéticos, en términos de pérdida de su
capacidad de proliferacién, se determina mediante las llamadas curvas de superviven-
cia. En radiobiologfa se utilizan, entre otros, dos pardmetros para describir las curvas
de supervivencia celular, D, y n, ambos caracterfsticos del conocido modelo
multiblanco simple impacto {Silini, 1975).

D, viene determinada por la pendiente de la zona exponencial de la curva, e indica
la dosis de radiacién requerida para reducir la supervivencia a un 37% en la zona
exponencial, n, mimero de extrapolacién, estd relacionado con la capacidad de
acumular y reparar dafio subletal.
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Desde hace tres décadas, cuando Till y Mc Culloch determinaron por primera vez la
radiosensibilidad de las CFU-S (Till y Mc Culloch, 1961), se han realizado
numerosas determinaciones de los pardmetros D, y n, de distintos precursores
hematopoyéticos y en muy distintas condiciones de experimentacion.

De estos trabajos se deduce que la supervivencia de las CFU-S no es dependiente de
la cepa'de ratén, que se ve poco afectada por la tasa de dosis, y que sin embargo es
dependiente del tipo de radiacion utilizado (Dy=1,0 Gy para rayos v y 0,77 Gy para
rayos X).

La radiosensibilidad también se ve afectada por el érgano origen de la poblacién de
CFU-S (Las CFU-S de higado fetal se muestran mds radio-resistentes (D,=1,5 Gy)
que las CFU-S de bazo y médula &sea), y por la fase del ciclo celular en la que se
encuentre la CFU-S (Hendry, 1972),

En cuanto a la radiosensibilidad de los precursores comprometidos, mientras que los
precursores eritroides tienen una sensibilidad similar a la de las CFU-S (D,=0,74 Gy,
rayos-X), los precursores de la linea granulo-macrofdgica son mds radioresistentes
(D,=1,8 Gy) (Wagemaker y col, 1979; Hendry, 1985; Imai y Nakao, 1987).

Estudios realizados en humanos, muestran que sus CFU-GM tienen una radiosensibili-
dad muy parecida a las CFU-GM de ratén (Testa y col, 1985).

1.2.3.- Recuperacién hematopoyética esponténea tras una irradiacion.

Siempre que la irradiacién no suponga la desaparicién de todas las células cepa
hematopoyéticas del individuo, lo que sdlo ocurre a dosis muy elevadas (superiores
a 15 Gy), la poblacién de CFU-S superviviente comienza tras 24 6 48 horas a
repoblar su compartimiento, con un tiempo medio de duplicacién de 28 horas en el
fémur y de 16 horas en el bazo, para dosis de radiacién superiores a 3,0 Gy (Lajtha
y col, 1971). Cuanto menor sea la dosis de radiacién, mayor serd el tiempo medio de
duplicacién, El tiempo medio de duplicacién de 28 horas es similar al que poseen las
CFU-S no irradiadas, trasplantadas a un receptor primario y probablemente
representan los valores dptimos para situaciones de repoblacién hematopoyética.

Después de la fase regenerativa, las CFU-S alcanzan valores préximos al control, sin
que existan evidencias de superacion de los valores normales, ni en bazo ni en fémur,
Este comportamiento sugiere la ausencia de dafio residual en la CFU-S tras la
irradiacién. A este respecto existen opiniones contradictorias. Algunos autores han
descrito una menor capacidad de la CFU-S tras una irradiacién para regenerar la
hematopoyesis de ratones receptores previamente irradiados (Croizat y col, 1970).
Asimismo, en ratones irradiados con dosis de 5,0 Gy se ha descrito que las CFU-S
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30 dfas después de la irradiacién se encuentran por debajo de los valores control
(50% del valor control) (Grande y col, 1990).

En relacidn a las CFU-GM, tres dfas después de la irradiacién (4,5 Gy), los valores
de estos precursores son incluso inferiores a los de la CFU-S, lo que sugiere que la

recuperacion de las CFU-GM se inicia una vez se ha disparado la recuperacién de las
CFU-§ (Testa y col, 1974).

Durante el perfodo de regeneracidén, las curvas de CFU-GM y CFU-§ muestran
perfiles muy semejantes. Sin embargo, al ser el tiempo de duplicacién de las CFU-
GM (24 horas) ligeramente inferior al de las CFU-S (28 horas), los precursores CFU-
GM alcanzan sus valores normales antes que las CFU-S.

En bazo, los patrones de recuperacién son diferentes. Cinco dfas después de una
irradiacién con 4,5 Gy, los valores de CFU-GM en bazo se encuentran un orden de
magnitud por encima de las CFU-S, y en el dfa 15 post-irradiacién los niveles son
superiores a los normales, si bien vuelven lentamente a los valores control en dfas
posteriores (Testa y col, 1974).

Respecto a los precursores de la linea eritroide, estos descienden al 50% del valor
control tras 1,5 Gy, recuperdndose posteriormente hasta superar los valores control
los dfas 7-10, perfodo en el que los valores de CFU-S atin son subdptimos (Hendry
y Lord, 1983; Testa y col, 1985). Esto demuestra la existencia de procesos de
amplificacién extra por parte de los precursores eritroides, para asegurar que los
niveles de eritrocitos en sangre van a ser los adecuados incluso aunque los niveles de
CFU-S estén disminuidos.

1.2.4.- Terapia hematopoyética.

Légicamente, aunque el sistema hematopoyético tiene una cierta capacidad intrinseca
de recuperacién, ésta no es suficiente en casos en los que una gran parte de los
precursores hematopoyéticos han sido esterilizados proliferativamente por un agente
citotéxico, 1o que ha hecho necesario desarrollar toda una serie de terapias de apoyo.

Este es el caso del trasplante de médula dsea, aunque por su complejidad y
agresividad puede no resultar siempre el mds adecuado a aplicar. Asf, hay que tener
en cuenta los riesgos de rechazo injerto contra huesped y las limitaciones de encontrar
un donante adecuado, asf como la edad de los receptores (Blume, 1986).

Al ser la aparicién de infecciones oportunistas y de hemorragias una de las causas
principales de muerte tras la irradiacion, se intenté solventar este problema mediante
transfusiones. Los resultados alcanzados con estas terapias no han sido muy
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satisfactorios para el caso de granulocitos, aunque resultan temporaimente eficaces
para eritrocitos y plaquetas.

En los tltimos afios, la investigacidn en este campo ha ido fundamentalmente dirigida
al estudio de compuestos capaces de proteger y/o estimular a los precursores
hematopoyéticos pluripotentes que sobreviven a la irradiacién, acelerando de esta
manera la recuperacién hematopoyética, y por tanto disminuyendo el riesgo de
aparicién de infecciones oportunistas y hemorragias (Neta y Oppenheim, 1988;
Butturini y col, 1988).

1.3.- MODIFICADORES DE 1.A RESPUESTA BIOLOGICA.

Los modificadores de 1a respuesta biolégica (MRB) han sido definidos como "agentes
capaces de modificar la relacién entre un tumor y su huesped, mediante la manipula-
cién de la respuesta biolégica de éste hacia las células tumorales, consiguiendo
resultados terapetiticos efectivos".

En base a los conocimientos actuales, se acepta que los MRB pueden actuar de dos
formas bien definidas. De una parte, como potenciadores de las funciones antitumora-
les de algunas células del sistema inmune, y por otra, restaurando las poblaciones
celulares afectadas por los tratamientos cldsicos de quimio- y radio-terapia. Nuestro
interés se centra en éste viltimo punto.

Una de las limitaciones en el uso de tratamientos antitumorales se encuentra a nivel
del tejido hematopoyético. La gran sensibilidad de éste conduce a estados patolégicos
de linfopenia, granulocitopenia y trombopenia, tras la quimio- radio-terapia. Aquellas
drogas que estimulen o protejan el sistema hematopoyético van a permitir un
tratamiento antitumoral mds drdstico y por tanto mds eficaz, ya que la eficacia estd
directamente relacionada con la intensidad del tratamiento aplicado,

Debido al gran mimero de MRB descritos hasta el momento, es diffcil su clasifica-
cién, basdndose ésta segiin los autores en su naturaleza quimica, sus propiedades o
su mecanismo de accidn.

1.3.1.- Factores de crecimiento hematopoyético.

Debido a que los factores de crecimiento hematopoyético, y en concreto CSFs e ILs,
estimulan la proliferacidén de células cepa hematopoyéticas "in vitro" (Apartado
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1.1.2.1), se ha despertado un gran interés en su potencial aplicacién para acelerar la
recuperacién hematopoyética después de tratamientos de quimio- radio-terapia.

En la actualidad, la mayoria de los factores de crecimiento hematopoyético descritos
han sido clonados, y por tanto se dispone de ellos en forma recombinante (rIL-3,
1GM-CSF, rG-CSF, tM-CSF, 1IL-1, SCF).

Los estudios sobre estos factores han abarcado desde trabajos en animales de
experimentacién (ratones, perros y monos), hasta su aplicacién clinica en humanos
sometidos a tratamientos antitumorales (Testa y Dexter, 1989; Glaspy y Golde, 1990),
incluyendo también accidentes radiolégicos como el de Brasil (Butturini y col, 1988}
o Chernobil (Gale y Butturini, 1990).

1.3.1.1.- Interleuquing 3 (JL.-3).

La IL-3 con un rango de actividad mayor que el descrito para otros CSFs, parece ser
el estimulador m4s eficaz de la trombopoyesis (Leary y col, 1987).

Ratones normales tratados con IL-3, muestran un incremento de precursores
pluripotentes y comprometidos en bazo, si bien en la médula ésea el nimero de estos
precursores disminuye (Kindler y col, 1986). Este hecho puede ser debido a una
migracién de precursores hematopoyéticos desde la médula hacia el bazo como
consecuencia del tratamiento con IL-3 (Lord y col, 1986).

El valor de células maduras en sangre periférica estd incrementado en ratones tratados
con IL-3, observdndose incremento de monocitos, neutréfilos y eosindfilos.

En ratones sometidos a dosis subletales de radiacién, la IL-3 es capaz de incrementar
significativamente los niveles de precursores hematopoyéticos. Sin embargo, no se ha
observado incremento en la supervivencia de ratones irradiados con dosis potencial-
mente letales, como consecuencia del tratamiento con IL-3.

Estudios clinicos realizados recientemente (Ganser y col, 1990) apuntan que la IL-3

es capaz de estimular la mielopoyesis, trombopoyesis y en menor grado la eritropoye-
sis en pacientes con mielosupresién medular,

1.3.1.2.- Eactor estimulante de colonias granulo-macrofdgicas (GM-CSF),

El GM-CSF ha sido, junto con el G-CSF, el factor de crecimiento hematopoyético
més utilizado en ensayos clinicos y en accidentes nucleares.

El factor GM-CSF si bien actda preferentemente sobre los precursores de la lfnea
granulo-macrofdgica, se ha observado que tiene un amplio rango de accidn,
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Estudios realizados en animales de experimentacién, ponen de manifiesto €l efecto
estimulador del GM-CSF sobre la mielopoyesis. Los niveles de precursores
pluripotentes y comprometidos se ven fuertemente aumentados en el bazo, si bien a
nivel de médula dsea hay una bajada significativa de éstos (Metcalf y col, 1987). A
nivel de células maduras, los granulocitos y los macréfagos aumentan su actividad
funcional como consecuencia del tratamiento con GM-CSF (Metcalf, 1986).

Recientemente se ha descrito, que el GM-CSF juega un papel regulador en la
trombopoyesis "in vitro", si bien este efecto no se reproduce "in vivo" (Ishibashi y
col, 1990).

El GM-CSF cuando se administra I dia antes 6 1 dfa después de una irradiacién
potencialmente letal, muestra una ligera actividad radioprotectora, con incrementos
en la supervivencia de los animales del 30% (Talmadge y col, 1989). La administra-
cién de GM-CSF a animales sometidos a dosis de radiacién subletales, acelera la
recuperacién hematopoyética en los mismos (Neta y Oppenheim, 1988).

Estudios realizados tanto en animales de experimentacién como en humanos, muestran
que el GM-CSF es capaz de reducir el perfodo de neutropenia que sigue a tratamien-
tos de quimio- radio-terapia (Mayer y col, 1987; Vadham-Raj y col, 1990). Puesto
que los neutrdéfilos son fundamentales en la defensa del individuo frente a infecciones
microbianas, el GM-CSF se presenta como posible agente terapeutico para disminuir
el riesgo de infecciones oportunistas, tan frecuentes tras tratamientos antitumorales.
Distintos autores han confirmado esta posibilidad, mostrando que la administracién
de GM-CSF reduce la incidencia de infecciones en pacientes mielosuprimidos
(Vadham-Raj y col, 1987), y en ratones sometidos a trasplante de médula désea
(Bleiberg y col, 1990).

El GM-CSF no sélo es capaz de aumentar los niveles de neutrdfilos, sino que también
incrementa los valores de monocitos y eosinéfilos en pacientes con anemia apldstica
o SIDA (Clark, 1988; Champlin y col, 1989).

Este factor también ha sido aplicado en pacientes sometidos a trasplante autélogo de
médula 8sea, con objeto de acelerar la recuperacién hematopoyética en estos pacientes
(Nemunaitis, 1988).

Si bien en la mayorfa de los estudios clinicos el GM-CSF ha sido administrado por
via intravenosa, sus efectos son muy similares si se administra subcutdneamente. 1a
toxicidad producida por este CSF parece ser dosis dependiente.

1.3.1.3.- Factor estimulante lonias granulocfti

El G-CSF "in vitro" estimula la proliferacién y diferenciacién de precursores hacia
neutréfilos. "In vivo", se ha confirmado este mismo efecto en ratones (Souza, 1950),
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hamsters (Cohen y col, 1987), primates no humanos (Welte y col, 1987) y humanos
(Bronchud y col, 1988).

A nivel de precursores hematopoyéticos, €l tratamiento "in vivo" con G-CSF produce
una reduccion de éstos en la médula, si bien los valores en bazo se ven fuertemente
incrementados en ratones tratados con el factor (Metcalf y Nicola, 1983; Pojda y col,
1990). Aunque no estd claro si el aumento observado en la hematopoyesis esplénica,
es consecuencia de una migracidén de precursores desde la médula, ésta es la hipStesis
md4s aceptada.

Recientemente se ha obtenido un G-CSF mutante, por deleccién de distintas
secuencias de aminodcidos, denominado KW-2228, el cual presenta mayor actividad
estimuladora que el rG-CSF, a dosis subdptimas (Okabe y col, 1990).

El G-CSF posee capacidad radioprotectora. La administracién "in vivo" de G-CSF,
eleva de manera significativa la supervivencia de ratones irradiados con dosis
potencialmente letales (Uckun y col, 1990; Tanikawa y col, 1990), Este efecto es
fuertemente dependiente de la dosis, no presentando actividad radioprotectora a dosis
bajas (0,02 - 2 up/ratén). Sin embargo, dosis altas (40 ug/ratén) administradas antes
de la irradiacién, producen un incremento significativo de la supervivencia en ratones
irradiados. Si el G-CSF se administra después de la irradiacién no induce radioprotec-
cién (Neta y Oppenheim, 1988).

El G-CSF no s6lo es capaz de aumentar la supervivencia del animal tras dosis altas
de radiacién, sino que también se ha observado que el tratamiento con G-CSF de
ratones irradiados subletalmente, provoca una recuperacion hematopoyética mds
rdpida. Esta recuperacion se pone de manifiesto a nivel de gldbulos rojos, gldbulos
blancos y plaquetas, as{ como a nivel de precursores pluripotentes y comprometidos
de médula dsea (Patchen y col, 1990).

En clinica, el G-CSF ha sido utilizado en todos aquellos casos en los que era
necesaria una recuperacién rdpida de los neutrdfilos. Se han observado reducciones
en los perfodos de neutropenia, como consecuencia del tratamiento con G-CSF, en
pacientes que habfan recibido tratamientos severos de quimioterapia, en enfermos con
neutropenia congénita, leucemia, sindromes mielodispldsicos o SIDA (Masaoka y col,
1989; Negrin y col, 1990).

1.3.1.4.- Factor estimulante de colonias macrofigi M-CSF

El M-CSF estimula a los macréfagos para que éstos liberen factor de necrosis tumoral
(TNF) e interleuquina 1 (IL-1), Estas interleuquinas son mediadores, "in vivo", de
la liberacién de GM-CSF, IL-3 y G-CSF en los tejidos, por lo que se piensa que el
M-CSF debe actuar de manera indirecta incrementando el contenido de neutréfilos,
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En pacientes sometidos a quimio-terapia o con neutropenia crdnica, el tratamiento con
M-CSF preduce un incremento transitorio y de pequefia magnitud en el nimero de
neutréfilos (Motoyoshi y col, 1986; Komiyama y col, 1988).

Incluso cuando el factor es utilizado a dosis bajas, se ha detectado una cierta
toxicidad, con aparicién de fiebre y otros efectos secundarios no deseados.

El papel del M-CSF en clinica ain no est4 claro, aunque parece ser mds eficaz en
situaciones en las que se requiere un aumento de las defensas del huesped frente a
pardsitos intracelulares y en pacientes con cancer.

1.3.1.5.- Inferleuguina 1 (IL-1),

La IL-1 juega un papel primordial en la activacién de linfocitos T y B, induce
neutrofilia en sangre periférica (Moore y Warren, 1987; Stork y col, 1988), estimula
la sfntesis de CSFs "in vivo" e "in vitro" (Zucali y col, 1986), actiia conjuntamente
con otros CSFs estimulando a los precursores hematopoyéticos pluripotentes
(Mochizuki y col, 1987; Bagby, 1989), y aumenta la recuperacién mieloide después
de tratamientos antitumorales cldsicos (Stork y col, 1989).

Estudios realizados en animales de experimentacién muestran que la administracién
de IL-1 antes de una irradiacién potencialmente letal, produce un aumento significati-
vo de la supervivencia de los animales (Schwartz y col, 1987; Schwartz, 1989).
Después de la irradiacidn, los animales tratados con IL-1 presentan niveles superiores
a los control, tanto de precursores pluripotentes como comprometidos (Schwartz y
col, 1988).

Los distintos efectos mielopoyéticos de la IL-1, su sinergismo con otras moléculas
reguladoras y su capacidad de acelerar la recuperacién hematopoyética en casos de
mielosupresion, hacen que este factor presente gran interés como agente mielopoten-
ciador, en casos de dafio hematopoyético medular como consecuencia de tratamientos
antitumorales.

1.3.2.- Radioprotectores.

En los dltimos afios, se han descrito toda una serie de sustancias de naturaleza muy
diversa, capaces de estimular o proteger al sistema hematopoyético frente a una
irradiacion externa.
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1.3.2.1.- Aminotioles

Hasta el momento, la molécula que ha presentado un mayor efecto radioprotector es
el aminotiol WR2721. Este compuesto es un andlogo de la $-mercaptoetilamina
(MEA) con un grupo tiol sustituido; 4cido S-2-(3-aminopropilamino)etilfosforotioico.

Esta molécula ha puesto de manifiesto la importancia que tienen en la radioproteccién
aquellos compuestos que poseen cubiertos los grupos sulfuro y tienen adiciones en los
grupos nitrogenados.

Su administracién "i.p." a ratones irradiados produce una elevada radioproteccion,
la cual tiene una duracidon de mds de tres horas (Yuhas, 1978). Ademds, se ha
demostrado su eficacia en una gran variedad de especies.

1.3.2.2.- Extractos de plantas medicinales,

A partir de distintas plantas medicinales, se han obtenido una serie de extractos
naturales con actividad radioprotectora sobre el sistema hematopoyético.

El extracto de Ginseng obtenido de una planta medicinal de la familia Acanthopanax
senticosus Harms, protege a los animales del dafio producido por la radiacién en la
médula dsea, acelerando la recuperacién hematopoyética (Takeda y col, 1981).

El extracto de Shigoka obtenido de una planta de la misma familia que el Ginseng,
ha mostrado capacidad radioprotectora en animales sometidos a dosis potencialmente
letales de radiacidn. Asimismo, es capaz de estimular los precursores pluripotentes
en animales subletalmente irradiados (Miyanomae y Frindel, 1988).

1.3.2.3.- Polisacdridos.

En esta introduccién merecen una atencién especial, los radioprotectores de naturaleza
polisacarfdica, por la semejanza con el MRB objeto de esta tesis.

En general los polisacdridos, tanto puros como complejos (glicoprotefnas, lipopolisa-
cdridos, etc.), ocupan un papel importante dentro del grupo de los modificadores de
la respuesta bioldgica. _

A.- Lipopolisacdridos bacterianos (LPS).

Los polisacdridos de origen bacteriano (LPS), constituyen moléculas radioprotectoras
cldsicas, caracterizadas ya en el afio 1958 como productos capaces de actuar sobre el
sistema hematopoyético, favoreciendo la recuperacién de éste tras ser dafiado por
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radiaciones (Smith y col, 1958). En estos primeros estudios, no sélo se describi¢ al
LPS como un agente radioprotector, sinc que se puso de manifiesto la importancia
que tenfan aquellas sustancias con capacidad de estimular el sistema hematopoyético
en el campo de los tratamientos antitumorales, Asimismo, se determind que la eficacia
del tratamiento aplicado era fuertemente dependiente del tiempo transcurrrido entre
la aplicacion del tratamiento antitumoral y la administracién del LPS. Este hecho ha
sido confirmado en estudios posteriores con moléculas de muy distinta naturaleza (IL-
s; CSFs; glucanos etc.).

Pese a la capacidad radioprotectora del LPS, su aplicacién clinica es muy limitada,
ya que presenta una alta toxicidad produciendo toda una serie de efectos secundarios
no deseados (Sparks y col, 1973).

B.- Dextrdn sulfato.

El dextrdn sulfato, un polianién heparinoideo sintético, es capaz de inducir
radioproteccién en animales, siendo este efecto altamente dependiente de la dosis de
dextrdn sulfato y del momento de la administracién. El mdximo efecto radioprotector
se obtiene tras la administracién "i.p." de 50 mg/Kg de dextrdn sulfato, tres dfas
antes de la irradiacidn (Ross y Pecke, 1986a; Ross y Peeke, 1986b),

C. Glucanos,

A partir de la pared celular de levaduras, se han aislado un gran nimero de
poliglicanos con capacidad radioprotectora (Patchen y col, 1984a). Entre ellos se
encuentra el glucano-P, que ha sido el mds estudiado (Di Luzio, 1985).

El glucano-P es un MRB aislado de la pared celular de la levadura Saccharomyces
cerevisiae.

La administracién intravenosa de glucano-P a ratones normales, produce una fuerte
estimulacién de la hematopoyesis en bazo, tanto a nivel de precursores pluripotentes
como comprometidos, si bien la hematopoyesis medular no se ve alterada (Patchen
y Lotzova, 1980).

En ratones sometidos a dosis de radiacién subletal, el tratamiento con glucano-P
acelera la recuperacién hematopoyética a nivel de precursores pluripotentes y
comprometidos, independientemente de que el tratamiento se realice antes o después
de 1a irradiacién (Pospisil y col, 1982; Patchen y col, 1984b),

El glucano-P también actia a nivel de sistema inmune, aumentando las respuestas
tanto humorales como celulares de éste, as{ como sobre el sistema reticuloendotelial,
El aumento de la funcionalidad del sistema reticuloendotelial se va a traducir en un
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aumento de la resistencia a infecciones inespecificas (Reynolds y col, 1980; Di Luzio,
1983).

Ambos efectos del glucano, la estimulacién de la hematopoyesis y el aumento de las
defensas frente a infecciones inespecificas, hacen de él un producto con uso potencial
en clfnica para prevencion y terapia de dafios causados por tratamientos de quimio-
radio-terapia.

Sin embargo, su uso en clfnica estd muy restringido, ya que por la naturaleza
particulada del producto, presenta efectos secundarios como formacién de granulomas
y hepatoesplenomegalia (Deimann y Fahimi, 1980).

Se ha descrito un glucano con la misma estructura que el glucano-P, pero en forma
soluble, el glucano-F. El glucano-F tiene los mismos efectos que el glucano-P sobre
el sistema hematopoyético, tanto en animales normales como irradiados, pero su
condicion de molécula soluble hace que no produzca efectos secundarios nocivos
(Patchen y Mac Vittie, 1986a; Patchen y Mac Vittie, 1986b).
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OBJETIVOS

Nuestro principal objetivo en esta tesis, fue evaluar Ia capacidad de un Modificador
de la Respuesta Biolégica de naturaleza polisacdrido-proteina (AM3 y AMS), para
estimular la hematopoyesis murina.

Para alcanzar este objetivo, abordamos una serie de aproximaciones experimentales,
tendentes a obtener informacién sobre diferentes aspectos relacionados con la via de
administracién del producto, el érgano hematopoyético implicado, su actividad sobre
los distintos compartimientos, capacidad radioprotectora etc.. Lo que se concretd en
los siguientes objetivos parciales:

- Cuantificar la respuesta hematopoyética tras la administracién del producto,
en funcién de su forma galénica y por tanto de su vfa de administracién (AM3
via oral, y AMS via intravenosa).

- Caracterizar la capacidad del producto para estimular la hematopoyesis de
animales no irradiados, analizando su accién sobre los distintos compartimien-
tos (precursores pluripotentes y comprometidos).

- Comprobar si su accién estimuladora es érgano dependiente, o si por el
contrario el producto es capaz de actuar tanto sobre la hematopoyesis medular
como sobre la hematopoyesis esplénica.

- Evaluar su capacidad radioprotectora en animales sometidos tanto a dosis
potencialmente letales como subletales de radiacién.

- Analizar su efecto estimulador sobre la hematopoyesis que tiene lugar en los
cultivos de larga duracién de médula 6sea, tras su administracidn "in vitro",
y si esta estimulacién es compatible con la permanencia del cultivo.

- Examinar i su actividad estimuladora estd mediada por alguno de los factores
de crecimiento hematopoyéticos (CSFs) descritos hasta el momento.

La consecucién de estos objetivos parciales, no sélo nos permite caracterizar en
profundidad la actividad estimuladora sobre el sistema hematopoyético del MRB,
objetivo de esta tesis, sino que también supone la base para la implantacién de una
metodologfa de trabajo en el andlisis de nuevos firmacos potencialmente activos sobre
el sistema hematopoyético.



MATERIALES
Y METODOS
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3.1.- MODIFICADORES DE LA RESPUESTA BIOLOGICA.

El Modificador de Ia Respuesta Biolégica (MRB) objeto del trabajo presentado en esta
tesis, ha sido proporcionado por Laboratorios Andrémaco S.A.(Patente Espafiola de
Procedimiento n°® P 9003173).

El firmaco, es una asociacién no covalente polisacdrido-protefna, formada por un
polisacdrido glucomanano de peso molecular proximo a 150 Kd, procedente de la
pared celular de Cédndida utilis, y una protefna de almacenamiento de semillas no
germinadas maduras de Ricinus communis, de peso molecular de 11 Kd, obtenido tras
un proceso fermentativo-extractivo,

Este compuesto ha sido utilizado en dos formas galénicas diferentes:

AM3: Asociacién no covalente polisacdrido-protefna adsorbida en una matriz
inorgdnica de sulfato-fosfato cdlcico, compuesto en forma de adsorbato, 1o que
permite su administracién vfa oral,

AMS: Asociacidn no covalente polisacdrido-protefna en forma soluble, ya que no se
encuentra absorbida en matriz inorgdnica, permitiendo que su administracién
sea via intravenosa,

3.2.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

El trabajo experimental presentado en esta memoria se llevéd a cabo con ratones
macho adultos, de la especie Mus musculus, producidos en el estabulario de la U.O.
de Efectos Bioldgicos del Instituto de Proteccién Radiolégica y Medio Ambiente del
CIEMAT.

Excepto en los casos que se indica, se utilizé la cepa hfbrida F1 resultado del cruce
de hembra C57BI con macho Balb/C 6 la cepa pura C57Bl. En estudios especificos
sobre IPS, se utilizé la cepa C3H/Hel (IFFA Credo).

Los animales fueron mantenidos a 22°C de temperatura ambiente y 50% de humedad,
con fotoperfodos de luz-oscuridad de 12 horas, agua y pienso Sandermus (Sanders)
"ad libitum". Los ratones no producidos en el estabulario (C3H/HelJ), permanecieron
en cuarentena al menos durante 15 dfas antes de ser utilizados para experimentacion.
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La edad de los ratones utilizados dependid del ensayo, Asf{, para la cuantificacién de
precursores hematopoyéticos se utilizaron ratones de 11-14 semanas de edad. Para
realizar los cultivos de larga duracidn de médula 6sea los ratones donadores fueron
de 8 semanas.

Los animales receptores para el ensayo "in vivo" de formacién de colonias en bazo
(CFU-S) tenfan una edad comprendida entre 12 y 24 semanas.

3.3.- SUSPENSIONES CELULARES.

Las suspensiones celulares utilizadas en los distintos protocolos experimentales,
procedfan del bazo, médula dsea o sangre periférica de tres ratones donadores.

La extraccién de la médula ésea y el bazo se realizé en condiciones asépticas, tras el
sacrificio del animal por dislocacién cervical. Para la extraccidn de sangre periférica,
el animal fue previamente anestesiado con eter etflico.

3.3.1.- Suspensiones celulares de médula dsea.

En la preparacién de suspensiones de médula ésea se utilizaron unicamente fémures.
Con ayuda de una jeringa con aguja, se pasé Medio Iscove Modificado por Dulbecco
(IMDM) (Gibco) por el interior del hueso para extraer de esta manera la médula dsea.
Posteriormente, para eliminar los agregados celulares, la suspensi6n se dispersé con
una jeringa con aguja de 0,5 x 16 mm.

3.3.2.- Suspensiones celulares de bazo.

Los bazos extraidos quirdrgicamente, eran sumergidos en IMDM y con ayuda de un
homogeinizador Potter, se disgregaron eliminando su cubierta conectiva. Al igual que
en la médula ésea, 1a suspensién de bazo se pasd finalmente por una jeringa con aguja
de 0,5 x 16 mm, para eliminar los agregados celulares.

3.3.3.- Suspensiones celulares de sangre periférica.

La sangre periférica fue obtenida del seno retroorbital de los ratones, con ayuda de
una pipeta Pasteur con heparina al 1% libre de conservanies (Lab. LEO, S.A.)}.
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Todas las suspensiones celulares se mantuvieron en bafio de hielo (0-4°C) desde su
preparacion hasta su uso.

La concentracién de células nucleadas en cada tipo de suspension se determind
utilizando un contador de partfculas Coulter (Counter Coulter ZM), seleccionando un
rango de tamafio de particulas entre 4 y 12 um de diametro.

A la suspensién celular diluida en electrolito Isotén II (Coulter) se le afiadidé saponina,
para lisar las células no nucleadas (10 pl de saponina por ml de isotdn)

3.4.- CUANTIFICACION DE PRECURSORES Y CELULAS HEMATOPO-
YETICAS.

La capacidad para estimular el sistema hematopoyético de los MRB descritos, se ha
determinado analizando el efecto de éstos a nivel de precursores y células hematopo-
yéticas.

3.4.1.- Unidad formadora de colonias endégenas en bazo (E-CFU).

Mediante el ensayo de formacién de colonias endégenas en bazo (E-CFU) (Till y Mc
Culloch, 1963), se puede estimar el nimero de precursores hematopoyéticos
pluripotentes que sobreviven a una irradiacién subletal. El ensayo se basa en la
capacidad de las células cepa supervivientes, para formar colonias macroscopicas en
la superficie del bazo del animal irradiado.

IRRADIACION SUBLETAL
55600665 Gy

=
DS

9 DIAS

&2
E-CFU

Figura 4: Ensayo de formacion de colonias enddgenas en bazo (E-
CFU).
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Ratones de ias cepas C57Bl, 6 F1(C57BIxBalb/C)(al menos 10 por lote) se irradiaron
subIetalm.ente (5,3; 6,0 6 6,5 Gy). Nueve dfas después de la irradiacién los animales
eran sacrificados y tras fijar los bazos con Bouin, se contS el nimero de colonias

macroscdpicas formadas en su superficie con ayuda de un microscopio estereoscépico
Nikon (SMZ-2) (Figura 4).

3.4.2.- Unidad formadora de colonias exdgenas en bazo (CFU-S)

El ensayo de la Unidad formadora de colonias en bazo (CFU-S) fué descrito por Till
y Mc Culloch ya en 1961 (Till y Mc Culloch, 1961), Durante afios, la CFU-S se ha
considerado el precursor hematopoyético mds indiferenciado que se ha conseguido
cultivar (Lord y Schofield, 1985).

A diferencia de otros precursores hematopoyéticos, la CFU-S se ensaya "in vivo",
mediante la inyeccién intravenosa de un mimero apropiado de células hematopoyéticas
a un ratén receptor isogénico, irradiado previamente con una dosis que esterilice su
sistema hematopoyético.

RATON DONADOR

|
' '

oy [ —g SANGRE
BAf () MEi DU:'_:;& oSEd  PERIFERICA

SUSPENSION — SUSPENSION — SUSPENSION

CELULAR CELULAR CELULAR
2.0 Gy 1
INYECCION v, "DFE LA
ot SUSEENSION CELULAR
RATON RECEPTOR A ENVSAYAA
9 DIAS

D
CFU-§

Figura 5: Ensayo de formacién de colonias exogenas en bazo (CFU-
S).
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Los ratones receptores, de 12 a 24 semanas de edad, fueron irradiados con una dosis
de 9,0 Gy. Con esta dosis se asegura la supervivencia del animal durante los 9 dfas
que dura el ensayo, impidiéndose a su vez la formacién de colonias de origen
enddgeno. 1a edad de los ratones receptores (12-24 semanas), no influye en la
eficiencia del ensayo (Maganto, 1985).

Tras la irradiacién se procedié al trasplante de la suspensién hematopoyética a
analizar, El intervalo de tiempo entre ambas etapas nunca fue superior a 4 horas.

Transcurridos 9 dfas desde el trasplante, los animales se sacrificaron y se procedié
a la extraccién del bazo, pudiéndose apreciar en su superficie nédulos redondeados
u ovales tras su fijacién en Bouin (Figura 5).

El contaje de colonias CFU-S se realizé con ayuda de un microscopio estereoscépico
(Nikon, SMZ2). En todos los experimentos se utilizaron al menos 10 ratones
receptores por lote,

3.4.3.- Unidad formadora de colonias granulo-macrofdgica (CFU-GM).

Los precursores CFU-GM, que dan lugar a colonias de granulocitos y macréfagos,
fueron los primeros precursores hematopoyéticos crecidos "in vitro"” en un ensayo
clonal (Bradley y Metcalf, 1966).

Es uno de los ensayos més utilizados, pudiendo llevarse a cabo sobre distintas
matrices semisSlidas (metilcelulosa, agar o gel de coldgeno), con medio sintético
suplementado con suero fetal bovino o suero de caballo y en presencia de factores
estimulantes de colonias.

En nuestro caso, los cultivos de CFU-GM se realizaron sobre matriz semisélida de
agar (Bactoagar, Difco. Concentracién final 0,3 %), utilizando como medio de cultivo
IMDM suplementado con 25% de suero de caballo, previamente inactivado (bafio a
56°C durante 30 minutos). La fuente de factores estimulantes de colonias utilizada,
fue medio condicionado de bazo (SCM) (Metcalf y Johnson, 1978) o medio
condicionado de la linea mielomonocitica Wehi-3b (WCM) (Dexter y col, 1980) (10%

viv).

Una vez mezclados los componentes arriba mencionados con Ja suspensién celular
preparada en IMDM, se sembré 1 ml por placa de cultivo de 35 mm (Nunc). Entre
5y 10 placas fueron sembradas por lote (Figura 6).

Con objeto de facilitar 1a gelificacién del agar las placas se mantuvieron en el
frigorifico duante 10 minutos, incubdndose posteriormente a 37°C, 5% de CO2 y

95% de humedad.
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Figura 6: Cultive de precursores granulo-macrofigicos (CFU- GM).

La colonias CFU-GM se contaron tras 7 dfas de incubacién, con ayuda de un
microscopio (Olympus stereo-zoom), Sé6lo fueron consideradas colonias aquellas
agrupaciones que contaban con mds de 50 células.

El andlisis de la composicién celular de las colonias se realizé tras su tincién con
hematoxilina eosina (Grande, 1988).

3.4.4.- Unidad formadora de "burst" eritroides (BFU-E).

La BFU-E requiere para su crecimiento "in vitro" dos tipos de factores estimulantes:
actividad promotora de "burst" (BPA), necesaria para que el cultivo prolifere en los
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primeros estadfos del desarrollo de las colonias y eritropoyetina (Epo), necesaria para
que tenga lugar una maduracién completa de las células eritroides (Axelrad y col,

1973).

El protocolo seguido para el cultivo de BFU-E fue una modificacién del descrito por
Metcalf (Metcalf y col, 1979; Tejero y col, 1984).

RATON DONADOR

o =
6AZ0 MEDULA OSEA
SUSENSION SUSPENSION

ELULAR CELULAR

l 15% SUERD FETAL BOVINO
15% SUERD DE CABALLO
10% SEROALBUMINA BOVINA (10%)
10% MEDIO CONDICIONADO WEH!
0% METHLCELULOSA 1% conc. linal
2 U ERITROPOYE TINA

0.3 mPOCILLD “}

7-8 DINS DE INCUBAGION
37 °C, 5% OO, Y 95% HUMEDAD

CONTAJE DE COLONIAS BFU-E

Figura 7: Cultivo de precursores eritroides (BFU-E).

El cultivo de BFU-E se realizé sobre matriz semisélida de metilcelulosa (Dow). Esta
se preparé en medio IMDM a una concentracion del 2.5%, suplementdndose con
0.25% de a-tioglicerol 0.01M (Fluka S.A.), 2% de L-glutamina 0.2M (Flow)y 2%

de selenito sédico 10°M (Sigma).
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En un tubo estéril conteniendo 15% de suero de caballo, 15% de suero fetal bovino,
10%_: de medio condicionado Wehi-3b (como fuente de BPA), 10% de seroalbiimina
bovina (Sigma), 2 U/ml de eritropoyetina (Terry Fox Laboratory, Vancouver.
Canada) y 40% de metilcelulosa previamente suplementada (concentracién final 1%),
se anadié la suspensién celular preparada en medio IMDM a la concentracién
adecuada. La mezcla se homogeneizé con ayuda de una jeringa con aguja de 0,8 x
40 mm, sembrdndose 0,3 ml por pocille, en una placa de cultivo de 24 pocillos
(Costar) (Figura 7).

La incubacidn se realizé a 37°C, 5% de CO, y 95% de humedad, siendo la

estabilidad de estas condiciones durante el tiempo que dura el cultivo, critica para el

buen crecimiento y hemoglobinizacién de las colonias BFU-E, Transcurridos 7-8 dfas,

2; ;ontaron las colonias con ayuda de un microscopio invertido Diaphot-TMD
ikon).

3.4.5.- Células maduras circulantes.

Los valores de hematocrito se determinaron con ayuda de una centrffuga Radial
{Orto),

El contaje de leucocitos se realizé en el contador de partfculas Coulter, diluyendo la
sangre en electrolito Isotén II, el cual contenfa saponina para lisarfas células no
nucleadas,

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

El cultivo de larga duracién de médula ésea permite reproducir "in vitro® la
hematopoyesis medular, ya que andlogamente a lo que ocurre “in vivo", sobre un
microambiente permisivo formado por distintas poblaciones de células del estroma
tiene lugar la proliferacién y diferenciacién de los distintos precursores hematopoyéti-
cos. En el LTBMC se mantiene la hematopoyesis por perfodos superiores a 40
semanas, durante los cuales se pueden cuantificar periédicamente los procesos de
proliferacién y diferenciacién sufridos por los distintos precursores hematopoyéticos.

El protocolo de cultivo de Larga Duracién de Médula Osea utilizado fue el descrito
por Dexter (Dexter y col, 1977).

La médula, procedente de 1 tibia y 1 fémur de ratones hibridos de 8 semanas de
edad, se perfundié directamente en frascos de cultivo de 25 cm2 (Nunc) con 10 ml
de medio de cultivo Ficher (Gibco) suplementado con 20% (v/v) de suero de caballo,
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previamente inactivado, y 10° M de hemisuccinato sédico de hidrocortisona (Sigma).

Ereviamente a su incubacién a 33°C, los frascos fueron gaseados con CQ, al 5% en
aire (Figura 8).

Semanalmente se cambid la totalidad del medio, sustituyéndolo por medio de cultivo
fresco.

DR

RATON DONADOR RATON DONADOR

FEMUR T1BIA
- MEDIO DE CULTIVO FISCHE)
SEMANA 0 Y 05 S5 o Ao
106 M HIDROCORTISONA

CAMBIC SEMANAL DE LA
TOTALIDAD DEL MEDIO

SEMANA 4 "““‘"“j'

l *T RIPSINIZACION
SOBRENADANTE CAPA ADHERENTE

lCENFHJFUGACIaN 1500rpm & FNUTOS

9

SUSPENSION SUSPENSION
CELULAR CELULAR

|

ANALISIS DE PRECURSORES HEMATOPOYETICOS

Figura 8: Cultivo de larga duracién de médula ésea (LTBMC).

3.5.1.- Obtencidn de suspensiones celulares a partir de LTBMC.

En este cultivo la actividad hematopoyética se localiza fundamentalmente en la capa
adherente. En dicha capa, las células del estroma generan un microambiente adecuado
para que tenga lugar la proliferacién y diferenciacién de los distintos precursores
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hematopoyéticos, los cuales a medida que se van generando migran al sobrenadante
(capa no adherente).

La valoracién de las diferentes poblaciones hematopoyéticas se hizo tanto en el
sobrenadante como en la capa adherente (Figura 8).

En el primer caso, tras agitar suavemente la botella se procedié a la extraccidn del
sobrenadante con ayuda de una pipeta esteril. Tras la determinacién de la concentra-
cidn celular, esta suspensién se centrifugé a 1500 rpm, resuspendiéndose el sedimento
obtenido en IMDM para posibilitar 1a cuantificacién de los precursores hematopoyéti-
cOS presentes.

La capa adherente se retird mediante la adicién de tripsina. La tripsinizacién fue
detenida, una vez levantada la capa, afiadiendo medio IMDM suplementado con 10%
de suero de caballo. La suspensién asf obtenida se pasé a través de una jeringa con
aguja (0,5 x 16 mm) para eliminar los agregados celulares existentes.

La preparacién de la suspensién celular de la capa adherente, para posteriormente
cuantificar los precursores hematopoyéticos, se realizd igual que en el caso del
sobrenadante, mediante centrifugacién y resuspensién del sedimento resultante en
medio IMDM.,

3.5.2.- Determinacién de la presencia de actividad estimuladora de colonias
(CSA) en el sobrenadante de LTBMC.

Fundamentalmente son tres los métodos utilizados para detectar presencia de CSAs:

- Ensayos clonales en matriz semisdlida, analizdndose bien el nimero de
colonias o el tamafio de éstas.

- Ensayos de proliferacién celular en suspensiones celulares (Incorporacién de
Timidina tritiada).

- Estudios de supervivencia celular en cultivos en suspension,

En este trabajo, se ha estudiado la presencia de GM-CSA en los sobrenadantes libres
de células procedentes de los cultivos de larga duracién de médula dsea, utilizando
el ensayo clonal de formacién de colonias CFU-GM.

El ensayo tiene su base en el cultivo convencional de CFU-GM (apartado 3.4.3). La
suspensién celular preparada en medio IMDM, se suplementé con 25% de suero de
caballo inactivado. En estos cultivos el medio condicionado que aporta los factores
estimulantes necesarios (antes WEHI 6 SCM), fue sustituido por el sobrenadante del
LTBMC libre de células, a una concentracién final del 5 al 30% (v/v) (Figura 9).



-44.

En algunos casos, los sobrenadantes tanto de cultivos control como tratados, fueron
concentrados cinco veces. Para ello se llevé a cabo la ultrafiltracién de los sobre-
nadantes, utilizando una membrana de filtracién Amicon que retiene todas aquellas
moléculas con peso molecular superior a 10.000 daltons.

a CULTIVO LTEMC
428 SEMANA

[

SOBRENADANTE
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rresmme e ok e FRIERY
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CONTAJE DE COLONIAS CFU-GM

Figura 9: Ensayo de actividad estimuladora de colonias (GM-CSA)en
los sobrenadantes de LTBMC.

3.5.3.- Inhibicién del GM-CSA presente en el sobrenadante de LTBMC con
antisuero anti GM-CSF,

En aquellos sobrenadantes que mostraron actividad estimuladora de colonias, se
procedié a la caracterizacién del tipo de factor hematopoyético responsable de esta

actividad,
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La aproximacién en este campo, se centré en el Factor estimulante de colonias
granulo-macrofdgicas (GM-CSF), analizdndose la inhibicién de su actividad, tras el
tratamiento de los sobrenadantes con suero especifico anti GM-CSF.,

Los sobrenadantes de LTBMC, fueron incubados con distintas diluciones de antisuero
anti GM-CSF durante 4 horas a 4°C. Transcurrido el periodo de incubacién, el
sobrenadante fue suplementado con suero de caballo (25 %), afiadiéndose la suspensién
celular de médula sea preparada en medio IMDM y agar (concentracién final 0,3%).
La siembra de la mezcla se realizdé en una placa de 24 pocillos (Costar), sembrindose
0,3 ml/ pocillo (3 pocillos por muestra). La incubacién se realizé a 37°C, 5% de CO,
y 95% de humedad durante 7 dfas, transcurridos los cuales se cuantificaron con ayuda
de un microscopio (Olympus stereo-zoom) las colonias CFU-GM .

Como control positivo, se utilizé rGM-CSE (50U/ml), el cual era procesado en
paralelo a las muestras de sobrenadante (Figura 10),

SOBRENADANTE DE LTBMC (10%)
& 1GM-CSF {50U/ml)

A A

I

11000 11400 1100 150
ANTISUERO ANTI GM~CSF {Dilucién)

I | | | I
Y

AAARE

lytylylyiy!

4 HORAS A 4°C

I

N

+
25% SUERO DE CABALLO
0,3% AGAR
SUSPENSION CELULAR

T T

DETERMINACION DEL N2 DE COLONIAS CFU-GM

<

Figura 10: Protocolo de neutralizacién de GM-CSA con suero
especffico anti GM-CSF.
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3.6.- IRRADIACION

En este trabajo, la irradiacién ha sido utilizada con dos objetivos diferentes:

- Como herramienta experimental, necesaria para la cuantificacién de precurso-
res pluripotentes (E-CFU y CFU-S),

- Para evaluar la capacidad de los MRB para paliar el dafio hematopoyético
causado por la radiacién,

3.6.1.- Equipo de irradiacién.

La irradiacién de los animales se Ilevé a cabo con un equipo de rayos X MG323 de
Philips, en la instalacién radiactiva IR-04 del CIEMAT, siguiendo los criterios y
normas de Proteccién Radiolégica que recoge la legislacién (Reglamento sobre
Instalaciones Nucleares y Radiactivas, 21/7/72; Reglamento sobre proteccidn sanitaria
contra radiaciones ionizantes 12/8/82-25/11/87).

Las condiciones de irradiacién fueron de 300 KV y 12,8 mA, siendo la filtracién
inherente nominal del tubo de 2,2 mm Be +3 mm Al y la filtracién adicional de 0,4
mm Sn, 0,25 mm Cu y 1 mm Al, La capa hemirreductora (HVL) resultante fue de
3,2 mm Cu,

Para su irradiacién, los animales en grupos no superiores a 25, fueron introducidos
en recipientes de metacrilato disefiados y construidos para este propésito en el
CIEMAT. Durante el perfodo de irradiacién el recipiente se encontraba situado en una
mesa giratoria, situada a 43 c¢m del foco de irradiacién, consiguiéndose una tasa de
dosis uniforme de 1,05 Gy/min, resultando las variaciones de la dosis absorbida en
los animales, inferior al 2%.

3.6.2.- Dosimetrias.

La medida de exposicién, necesaria para determinar la tasa de dosis absorbida en
tejido, se realizé con el dosimetro Farmer 2570 de Nuclear Enterprises y la cdmara
de ionizacién de 0,6 cm3 modelo 2571 de la misma firma.

La cdmara fué calibrada en el laboratorio de Nuclear Enterprises y posteriormente,
en el Laboratorio Oficial de Calibracién de la Divisién de Metrologfa del CIEMAT,
a una calidad de 100 KV y capa hemirreductora de 4,03 mm Al
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La estabilidad de la cdmara se comprobé mensualmente por el operador de la IR-04,
mediante una fuente de 90Sr tipo 2503/3 (Nuclear Enterprises).

3.6.3.- Respuesta hematopoyética a la radiacién,

En el rango de dosis de radiacién entre 2,0 y 10,0 Gy, tiene lugar el sindrome
hematopoyético o de la médula ésea, que provoca la muerte del individuo pocas
semanas después de la irradiacién.

En este apartado se contemplan dos tipos de estudios, los relacionados con la
supervivencia del animal tras una irradiacién potencialmente letal y la recuperacion
hematopoyética tras dosis subletales.

En los estudios de supervivencia, las dosis administradas fueron de 7,6 Gy (LD90/30:
Dosis de radiacién que provoca la muerte del 90% de los animales a 30 dfas). Los
animales, 10 por lote, se mantuvieron tras la irradiacién en jaulas individuales,
administrdndoseles agua y pienso esteril "ad libitum", durante los 30 dfas que durd
el ensayo.

En los estudios de recuperacién hematopoyética tras dosis subletales de radiacién
(entre 3,0 y 6,5 Gy), se analizaron las cinéticas de recuperacion de distintos
precursores procedentes de diferentes érganos hematopoyéticos.

3.7.- ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos experimentales que se presentan en el capitulo de resultados, son la media
de al menos tres experimentos.En todos los casos este valor medio va acompafiado
del error estandar,

La determinacién de la existencia o no de diferencias significativas entre los valores
de los lotes control y los lotes tratados en los distintos experimentos, se realizé
mediante el test estadfstico de Student. Dicho método es vdlido para muestras de
pequefio tamafio, como las utilizadas en este trabajo.

A partir del valor de "t" se calculd el nivel de significacién (p), estableciéndose el
criterio;

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



RESULTADOS
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4.1,- ESTIMULACION HEMATOPOYETICA INDUCIDA POR AM3.

El estudio de la capacidad de un determinado compuesto para estimular el sistema
hematopoyético, se realiza con frecuencia en animales sometidos a una agresion. En
estas condiciones el sistema hematopoyético al estar deplecionado, es mds susceptible
a ser estimulado.

El sistema hematopoyético tiene una cierta capacidad de recuperacién espontinea
frente a las radiaciones ionizantes, al menos dentro de un rango de dosis de radiacidn.
Légicamente cualquier agente que promueva esta recuperacion, va a presentar una
actividad radioprotectora de indudable interés en clinica.

Los resultados que se describen en este apartado, se refieren al efecto del AM3 sobre:

- Precursores hematopoyéticos pluripotentes endégenos en bazo (E-CFU) tras
una irradiacién subletal.

- Recuperacién hematopoyética de precursores tanto pluripotentes como
comprometidos, de médula 6sea y bazo, tras una irradiacién subletal,

- Supervivencia de animales sometidos a dosis de radiacién potencialmente
letales.

4.1.1.- Efecto del tratamiento con AM3 sobre el niimero de colonias enddgenas
en bazo (E-CFU).

La evaluacién de la capacidad estimuladora del AM3 sobre los precursores
hematopoyéticos pluripotentes, se abordé mediante el ensayo de formacién de colonias
enddgenas (E-CFU).

Puesto que el mimero de E-CFU supervivientes en bazo, es inversamente proporcional
a la dosis de radiacién aplicada, a una dosis de radiacién determinada, el incremento
en el nimero de E-CFU como consecuencia del tratamiento con AM3, reflejarfa su
capacidad para estimular este precursor.
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Se establecié como factor de recuperacién de E-CFU al cociente entre el mimero de
colonias que aparecen en la superficie del bazo de ratones irradiados y tratados con
AM3, y el nimero de colonias presentes en el bazo de ratones contro] irradiados,
multiplicado por 100.

En este apartado, también se describen los resultados relacionados con la influencia
que sobre esta capacidad estimuladora tenfan variables tales como, nimero de dosis
de AM3 administradas, pauta de administracién del producto, dosis de radiacién
subletal y cepa de ratén utilizadas.

La dosis de AM3 a administrar se fijé en 150 mg/Kg/dfa, a partir de resultados
previos de Laboratorios Andrémaco. Estos datos sugerian también un cierto efecto
estimulador del AM3 sobre el sistema hematopoyético, cuando éste se administraba
después de la irradiacion.

4.1.1.1.- Infiuencia del mimero de dosis de AM3 administradas,

Con objeto de evaluar el mimero de dosis de AM3 necesarias para inducir la méxima
estimulacién de precursores pluripotentes, asi como la influencia de este pardmetro
en el efecto producido, ratones adultos de la cepa C57BI fueron irradiados con 6,0
Gy, inicidndose una hora después de la irradiacidn el tratamiento con AM3. Este
consistié en Ia administracién "vfa oral" de una dosis al dfa de 150 mg/Kg de AM3
durante 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 6 9 dfas, 6 la misma dosis administrada dos veces al dfa
durante 4 y 5 dfas (Figura 11).

Los ratones control recibieron un volumen equivalente de agua, durante e] tiempo que
durg el tratamiento con AM3.

Como puede observarse en la Tabla II, sélo se obtuvo un factor de recuperacién
significativo (156%) cuando el AM3 fue administrado durante 6 dfas consecutivos,
con una dosis al dfa. Por el contrario, la administracién de dos dosis diarias durante
4 dfas, provocd un efecto negativo, disminuyendo el nimero de E-CFU en el lote
tratado en relacién al control (60%).

A partir de estos resultados, se establecié como tratamiento Gptimo la administracién
de 150 mg/Kg/dfa de AM3 durante 6 dfas, utilizindose esta dosificacién en estudios
posteriores.
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Figura 11: Protocolo para evaluar la influencia del nimero de dosis
de AM3 administradas sobre la estimulacién de precursores pluripoten-
tes E-CFU.
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2 4 53 10,8 60"
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Tabla II: Influencia del mimero de dosis de AM3 en la estimulacién
de E-CFU. (* Incremento significativo respecto al control (p <0,05).
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4,1.1.2.- Influencia de la pauta de administracién de AM3.

Debido a que la pauta de administracién utilizada, tratamiento con el producto antes
o después de la irradiacién, suele ser critica en el efecto observado (Patchen y col,
1984b), se procedié a evaluar la influencia de esta variable sobre el factor de
recuperacién de E-CFU inducido por AM3.

Para ello, ratones C57BI fueron tratados con 150 mg/Kg/dfa de AM3 durante 6 dfas,
bien antes o después de ser irradiados con 6,0 Gy, determindndose posteriormente el
niimero de E-CFU (Figura 12).

AM3 (150ma/Kg) C57BL
(1 DOSIS/DA)
;
NG IHORAl N
DA 0 4D DN DI O
1 1 HORA
T N
AM3 (150mgrkg)
(1 DOSIS/ON)
;
DAS et N
DiA 9 ) o D4 9
E-CFU E~CFU

Figura 12: Protocolo para evaluar la influencia de la pauta de adminis-
tracién de AM3, sobre la estimulacién de precursores pluripotentes E-
CFU.

Los resultados, recogidos en la Tabla III, indicaron que el tratamiento con AM3 tanto
antes como después de la irradiacién di6 lugar a un incremento en el nimero de
colonias endégenas en bazo. En ambos casos los incrementos observados son
estadfsticamente significativos en relacién a los controles, irradiados y no tratados.
Cuando los comparamos entre s, no muestran diferencias significativas, por lo que
no es posible atribuir efecto alguno a la pauta de administracion.
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TRATAMIENTO E-CFU/BAZO Ao Dt N
CONTROL 10,5 10,4 100
PRE-IRRADIACION 14,4 108 137°
POST-IRRADIACION 16,4 117 166 *

Tabla III: Influencia de la pauta de administracién sobre la estimula-

cién de E-CFU inducida por AM3.

4.1.1.3.- Influencia de la dosis de radiacién,

En el ensayo de formacidn de colonias enddgenas en bazo, la dosis subletal de
radiacién administrada, condiciona el nimero de E-CFU presentes en el bazo a los
9 dfas, ya que cada E-CFU representa un precursor pluripotente que ha sobrevivido
a la irradiacién, Asf pues, cuanto mayor sea la dosis de radiacién menor serd el
nimero de precursores que sobreviven y por tanto, el nimero de E-CFU formadas
en la superficie del bazo. Este hecho podrfa alterar el factor de recuperacion

promovido por el tratamiento con AM3.

Con objeto de evaluar la influencia de este pardmetro, ratones adultos C57Bl fueron
irradiados con distintas dosis subletales de radiacién (5,5; 6,0 6 6,5 Gy), tratdndose
después de la irradiacién con AM3, 150 mg/Kg/dfa durante 6 dfas, cuantificindose

posteriormente el nimero de E-CFU (Figura 13).

S

Gy

&6,5 Gy

l 1 HORA

556Gy 6

Y

E}N\

oo

5

ebsmo

AM3 (150maiigl.
i1 DOSISION)

DiA 0

v
DA 5 b @'\/

|

D g aEFE
E-CFU

Figura 13: Protocolo para evaluar la influencia de la dosis de
radiacién sobre el efecto estimulador del AM3 sobre las E-CFU.
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En los resultados obtenidos se observd, como era previsible, que a medida que se
aumenté la dosis de radiacién el nimero de E-CFU disminufa, no observdndose, sin
embargo, diferencias significativas en los factores de recuperacién, como consecuen-
¢ia de la dosis de radiacién empleada (Tabla IV).

DOSIS DE RADIACION
Gyl 55 Gy 6,0 Gy 6,6 Gy
TRATAMIENTO
CONTROL 13,2 T1.0 10,5 0.4 79 14
POS T~IBRADIACION 226 15 164 £29 13,0 £13
7yt (156" f64)*

Tabla IV: Influencia de la dosis de radiacién en la estimulacidn
inducida por el tratamiento con AM3 sobre las E-CFU. Entre
paréntesis se indican los factores de recuperacién. (*) p<0,035.

4,1.1.4.- Influencia de la cepa de ratdn,

Por motivos puramente experimentales y de disponibilidad de animales, nos
planteamos evaluar la influencia de la cepa de ratén (cepa pura o cepa hibrida) sobre
el efecto estimulador del AM3 a nivel de E-CFU.

& 6.5 Gy

FRC57BL x BALB/C)
& C578L

l 1 HORA

oo PR @’\/

AM3 (150maKg!
{7 DOSIS/0A) :

o g

Y

oms hh——ﬂ@\J

|

DA 3 P
E-CFU

Figura 14: Protocolo para evaluar la influencia de 1a cepa de ratdn, en
Ia estimulacién inducida por el tratamiento con AM3 sobre las E-CFU.
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En este caso, ratones adultos de las cepas C57BL 6 FI1(C57BlxBalb/C) fueron
tratados, después de someterlos a una dosis de radiacién subletal (6,5 Gy), con 150
mg/Kg/dfa de AM3 durante 6 dfas, analizdndose posteriormente el mimero de E-CFU
(Figura 14).

Como se muestra en la Tabla V, los factores de recuperacién de E-CFU producidos
por el tratamiento con AM3, no se vieron afectados por la cepa de ratén utilizada,
con valores de 164% y 169% para C57BL e hibridos respectivamente.,

— -
CEPA DE RATON
C578L FI{C578L x BALB/C/
TRATAMIENTO
CONTROL 79 t14 83 +05
POS F-IRRADIACION 13,0 £1.3 14,0 0,4
(164)" GE

Tabla V: Influencia de la cepa de rat6n, sobre la estimulacidn de E-
CFU inducida por el tratamiento con AM3. Entre paréntesis se indican
los factores de recuperacién. (*) p<0,05.

4.1.2.- Efecto del tratamiento con AM3 sobre la recuperacién hematopoyética
en ratones subletalmente irradiados.

Cuando un animal de experimentacién es sometido a una irradiacion subletal (3-5
Gy), se produce una elevada mortalidad de sus precursores hematopoyéticos. En
concreto, con dosis de 4,5 Gy, el mimero de células cepa (CFU-S) y precursores
granulo-macrofégicos (CFU-GM) se reduce respectivamente al 0,3 y 0,4% respecto
a los valores en animales control, no irradiados, (Guzman y Lajtha, 1979). Si bien
durante el primer dfa post-irradiacién todavfa se observa una reduccion del mimero
de precursores, posteriormente éstos inician una etapa de regeneracién exponencial,
que se mantiene durante 13 a 15 dfas hasta alcanzar un platé que se situa aproximada-
mente a un 80% de los valores obtenidos para ratones no irradiados.

En este contexto, se evalud el efecto del AM3 sobre la cinélica y nivel de recupera-
ci6n de distintos precursores hematopoyéticos tras una dosis de radiacién de 5,0 Gy.
Como representante del compartimiento de células pluripotentes se eligi6 a la CFU-S
y como precursor comprometido se analizé la CFU-GM. Asimismo, se determind el
efecto del AM3 sobre la celularidad total de los érganos hematopoyéticos.

El protocolo utilizado se muestra en la Figura 15. Una hora después de la irradiacién
se inicié el tratamiento con AM3 (150 mg/Kg/dfa), evaludndose la recuperacién
hematopoyética a distintos tiempos post-irradiacion, hasta un perfodo de 30 dfas.
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Figura 15: Protocolo para evaluar el efecto del AM3 sobre la
recuperacién hematopoyética tras una irradiacién subletal.

La cinética de recuperacién de la médula 6sea, a nivel de precursores pluripotentes
y comprometidos, fue muy similar en ratones control y tratados con AM3, no
observindose diferencias significativas entre ellas (Figura 16 y 17). En ambos lotes,
la recuperacién de precursores pluripotentes y comprometidos fue incompleta,
mostrando niveles del 30% respecto al valor control sin irradiar, 30 dfas después de
la irradiacién. Asimismo, la recuperacién de la celularidad de la médula 6sea tampoco
se vié favorecida como consecuencia del tratamiento con AM3 (Figura 18).

En lo que respecta a la hematopoyesis esplénica, debido a dificultades experimentales,
al existir un porcentaje excesivamente bajo de precursores tras la irradiacidn, las
primeras cuantificaciones de éstos se realizaron el dfa 10, analizdndose en este drgano
inicamente precursores pluripotentes (CFU-S).

Al igual que en la médula 6sea, no se observaron diferencias significativas en Jas
cinéticas de recuperacién de celularidad de bazo entre ratones tratados con AM3 y
controles irradiados no tratados (Figura 19).

Sin embargo, a nivel de CFU-S esplénicas en el lote tratado con AM3, se observé un
incremento significativo (158%) diez dfas después de la irradiacion (Figura 20). Los
andlisis realizados en dfas posteriores no mostraron diferencias en los niveles de CFU-
S entre el lote control y el tratado con AM3.
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Figura 16: Cinética de precursores CFU-S de médula ésea, tras una
irradiacién subletal (5,0 Gy), en ratones control o tratados con AM3.
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Figura 17: Cinética de precursores CFU-GM de médula dsea, tras una
irradiacién subletal (5,0 Gy), en ratones control o tratados con AM3.
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Figura 18: Cinética de celularidad de médula 6sea, tras una irradiacién
subletal (5,0 Gy), en ratones control o tratados con AM3,
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Figura 19: Cinética de celularidad de bazo tras una irradiacion subletal
(5,0 Gy), en ratones control o tratados con AM3.
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Figura 20: Cinética de precursores CFU-S de bazo, tras una irradia-
cién subletal (5,0 Gy), en ratones control o tratados con AM3.

4.1.3.- Efecto del tratamiento con AM3 sobre la supervivencia de ratones
irradiados con dosis potencialmente letales.

Como se ha mencionado anteriormente, €l sfndrome hematopoyético surge tras una
irradiacién global con dosis entre 2 y 10 Gy. A estas dosis, la supervivencia del
animal estd condicionada entre otras causas, por la capacidad de recuperacién del
sistema hematopoyético. Asf, la capacidad del AM3 para incrementar el nimero de
precursores pluripotentes (E-CFU), podrfa verse reflejada en un aumento de la
supervivencia de animales sometidos a irradiacién potencialmente letal.

Para evaluar esta hip6tesis, ratones macho adulto fueron irradiados con 7,6 Gy, dosis
que provoca la muerte del animal por sindrome hematopoyético, aunque no la total
desaparicidn de los precursores pluripotentes.

Una hora después de la irradiacién se inicié el tratamiento con AM3, que consistio
en la administracién diaria "vfa oral", de 150 mg/Kg, durante seis dfas consecutivos.
Como en experimentos anteriores, el lote control fue irradiado con la misma dosis y
recibié un volumen de agua equivalente al de AM3 (Figura 21).

Como se observa en la Figura 22, bajo las condiciones experimentales utilizadas en
este estudio, no se observaron diferencias significativas en los niveles de superviven-
cia de los animales tratamiento con AM3 y la del lote control.
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Figura 21: Protocolo para evaluar el efecto del AM3 sobre supervi-
vencia de ratones irradiados con dosis potencialmente letales.

Este resultado supone, que el protocolo de tratamiento con AM3 6ptimo para
estimular los precursores pluripotentes en animales sometidos a una irradiacién
subletal, no ofrece una respuesta positiva frente a dosis de radiacién potencialmente
letales.
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Figura 22: Efecto del tratamiento con AM3 sobre la supervivencia de
animales irradiados con dosis potencialmente letales.
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4.2.- ESTIMULACION HEMATOPOYETICA INDUCIDA POR AMS.

El hecho de que el tratamiento "via oral” con AM3 produjera una estimulacién
significativa de los precursores hematopoyéticos pluripotentes, hacfa pensar que el
tratamiento "i.v." con su forma soluble, €l AMS5, provocarfa una mayor estimulacién
hematopoyética, que facilitarfa profundizar tanto en los diversos efectos asociados a
la administracién del producto, como en su mecanismo de accién.

Aunque los mecanismos a través de los cuales un MRB actia cuando es administrado
"yfa oral”, no tienen porque coincidir con los implicados cuando se administra
intravenosamente, tampoco debe descartarse a priori esta opeidn,

En cualquier caso, 1a informacién que se obtenga con el producto soluble, sirve como
punto de partida para interpretar lo que ocurre tras el tratamiento "via oral”.

Ademds, existen otros aspectos précticos asociados a la via de administracién
empleada, que facilitan la labor experimental. La administracién "i.v." de un
compuesto permite una mejor y mds sencilla dosificacidn, ya que no hay que olvidar
que estamos trabajando con ratones. Es importante, as{ mismo, destacar que frente
a la necesidad de administrar multiples dosis de AM3, "vfa oral", datos encontrados
en la bibliograffa apuntan que aquellos compuestos administrados "i.v." son activos
tras la administracién de una dosis unica.

4,2.1.- Determinacién de la dosis éptima.

Como en el caso del AM3, los primeros experimentos estuvieron dirigidos a conocer
la dosis de AMS5 capaz de producir la méxima estimulacién hematopoyética, Para
ello, se realizaron dos tipos de ensayos, estableciéndose la relacién dosis-repuesta
entre:

- Dosis de AM5 administrada y estimulacién de precursores pluripotentes
endégenos en bazo (E-CFU) de ratones subletalmente irradiados.

_ Dosis de AMS administrada y estimulacién de precursores pluripotentes y
comprometidos en médula 6sea y bazo de ratones no irradiados.

4,2.1.1.- Ensayos de formacién de colonias endégenas en bazo (E-CFU),

Al igual que en el caso del AM3, mediante el ensayo de formacién de colonias
endégenas en bazo (E-CFU), se cuantificé la capacidad del AMS5 para incrementar el
mimero de precursores pluripotentes, en ratones sometidos a una irradiaci6n subletal.
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Asf, tras la irradiacién de ratones adultos F1(C57BIxBalb/C) con 6,0 Gy, se les
administr "i.v." una dosis unica de AM5 (0,1; 0,2 é 0,4 mg/Kg). La administracién
se realiz6 1 dfa 6 1 hora antes de Ia irradiacién ¢ bien 1 hora después de la
irradiacién, Posteriormente se cuantificaron las B-CFU (Figura 23).
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Figura 23: Protocolo para evaluar la influencia de la dosis de AMS
sobre el nimero de colonias endégenas en bazo.

Como se muestra en la Figura 24, el mayor factor de recuperacién de E-CFU se
obtuvo cuando el tratamiento se realizé 1 hora antes de la irradiacién, siendo el
incremento observado proporcional a la dosis de AMS administrada.

Cuando el tratamiento con AMS se realizé 1 dfa antes de la irradiacién, Gnicamente
dosis de 0,4 mg/Kg produjeron un incremento de E-CFU (Figura 24).

Debe destacarse el hecho de que la administracién de AM5 (0,2 6 0,4 mg/Kg) 1 hora
después de la irradiacidn, fuera capaz de aumentar el mimero de E-CFU en bazo.
Este fenémeno ya habfa sido observado con AM3, si bien los factores de recuperacion
fueron muy superiores con AMS (600% respecto al valor control frente a 156% con
AM3).
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Figura 24: Efecto de diferentes dosis de AM3, y distintas pautas de
administracién sobre el nimero de E-CFU,

4.2.1.2.-_ Ensayos en ratones no irradiados,

Paralelamente a los ensayos de formacién de colonias end6genas en bazo, se analizé
el efecto del tratamiento con AM5 sobre la hematopoyesis de ratones no irradiados,
en funcién de la dosis de éste administrada.

En este caso, la posible respuesta se independiza de las variables asociadas a la
agresién, simplificando el trabajo experimental. En contrapartida, podria esperarse
una menor estimulacién, debido a que la hematopoyesis en condiciones normales estd
sometida a una estricta regulacién, que tiende a mantener constante el nivel de los
distintos precursores. Pese a ello, y a partir de resultados recogidos en la bibliografia,
se pone de manifiesto que el andlisis de precursores hematopoyéticos en ratones no
irradiados es buen indicador de la capacidad estimuladora de un determinado
compuesto y que ésta representa una aproximacion vilida sobre sus efectos
radioprotectores.

En ensayos realizados en ratones F1(C57BlxBalb/C}, distintas concentraciones de
AMS (0,1; 0,2 6 0,4 mg/Kg) fueron administradas intravenosamente, determindndose
5 dias mds tarde tanto la celularidad como el contenido en CFU-S8 y CFU-GM en
médula 6sea y bazo (Figura 25). La eleccién del dfa 5 se realizé en base a resultados
descritos en la bibliograffa para otros MRB.
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Figura 25: Protocolo para evaluar la influencia de la dosis de AMS5
sobre la estimulacién hematopoyética en ratones no irradiados.

En cuanto a la hematopoyesis en médula dsea, dosis de 0,1 mg/Kg provocaron un
incremento significativo en el contenido de CFU-S (140% respecto al valor control),
si bien el contenido de células totales y de precursores CFU-GM no se vié
modificado. Con dosis mds altas de AMS (0,2 y 0,4 mg/Kg) no se observd
estimulacién de la hematopoyesis medular (Tabla VI).

DOSIS DE AM5 CELULAS/FEMUR CFU-S/FEMUR CFU-GM/FEMUR
(mg/Kg) (x10¢) o™ fxto™
— 246 10,5 45 *05 8,2 119
o1 26,8 +0,5 6.3 +02 19,6 * 3.2
(109} 39" {108)
0,2 221 £ 3,1 49 +0,9 16,5 34
( 90) (109 {9
0.4 228 1,2 3,9 + 1.0 15,9 £ 15
{93) ( 88) ( 87)

Tabla VI: Respuesta hematopoyética de la médula ésea en ratones no
irradiados, tratados con AMS, Entre paréntesis se indica el % respecto
al valor control. (*) p<0,03.
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Frente a la leve respuesta de la médula Gsea, la hematopoyésis esplénica se vio
fuertemente estimulada como consecuencia del tratamiento con AMS. Las tres dosis
ensayadas, 0,1; 0,2 y 0,4 mg/Kg indujeron un incremento tanto de la celularidad del
érgano, como de su contenido en precursores CFU-S y CFU-GM. Este incremento
fue dependiente de la dosis de AMS, alcanzéndose los valores méximos con 0,4
mg/Kg (125%, 330% y 510% en celularidad, CFU-S y CFU-GM respectivamente
(Tabla VII).

Basdndonos tanto en estos resultados como en los expuestos anteriormente sobre E-
CFU, fijamos como dosis de producto a administrar en experimentos posteriores la
de 0,4 mg/Kg de AMS,

DOSIS DE AMS CELULAS/BAZO CFU-S/BAZO CFU-~-GM/BAZO

img/Kg) x107°) {105 fxfo™

— 70,7 £12,6 16 £01 32 07

0.1 188,7 £ 12,0 23 £ 04 43t 04
(110) {144) 130

0,2 2010 £ 05 28+ 04 57 ¥0.3

{18) STl (s

0.4 21,4 + 13,0 53 + 16 16,3 3,5

(125)" 330" {509}

Tabla VII: Respuesta hematopoyética esplénica en ratones no irradia-
dos, tratados con AMS. Entre paréntesis se indica el % respecto al
valor control. (*) p<0,05.

4.2.2.- Cinética de estimulacién hematopoyética tras el tratamiento con AMS
en ratones no irradiados.

El andlisis de precursores hematopoyéticos en ratones no irradiados tras una dnica
administracién de AMS, se habfa llevado a cabo 5 dias después de dicha administra-
cién. Sin embargo, resulta obvio que si queremos conocer la respuesta hematopoyéti-
ca tras el tratamiento con AMS5, no debemos restringirmos a su efecto en un dfa
determinado, sino que una vez establecida la dosis optima, debfamos estudiar la
cinética seguida por los precursores a diferentes dias después de la administracion del
farmaco.

Asf, tras la administracién "i.v." de una dnica dosis de 0,4 mg/Kg de AMS3, se
determinaron las cinéticas seguidas por distintos precursores hematopoyéticos en
médula ésea y bazo, asf como por las células maduras de sangre periférica, en ratones
no irradiados (F1(C57BlxBalb/C)).

Con ello, se pretendié analizar el efecto del tratamiento con AMS sobre los distintos
compartimientos hematopoyéticos, estando estos representados de la siguiente forma:
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COMPARTIMIENTO REPRESENTANTE
Células cepa CFU-8
Precursores CFU-GM
Comprometidos BFU-E
Células maduras Leucocitos
Hematocrito

Fl protocolo utilizado se muestra en la Figura 26. A los dfas 1, 5, 9 y 15 después de
la administracién de AMS, se cuantificaron los niveles de precursores y células
mencionados, tanto en médula ésea como en bazo y sangre periférica. En todos los
casos se analizé en paralelo un lote de ratones control, inyectado con un volumen

equivalente de solucién salina,

0,4 mg/iKg AME iv.
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Figura 26: Protocolo para evaluar la respuesta hematopoyética tras el
tratamiento con AMS en ratones no irradiados.

4.2.2.1.- Celularidad,

Como se observa en Ia Figura 27, la celularidad del bazo de ratones tratados con
AMS5 aumentd progresivamente, alcanzando un méximo en el dfa 9 post-tratamiento
(135% en relacién al valor control), descendiendo a valores normales el dfa 15 post-
tratamiento. En cuanto a la celularidad de médula ésea, no se observaron diferencias
significativas como consecuencia del tratamiento con AMS5, durante el perfodo de

tiempo estudiado (Figura 27).
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Figura 27: Cinética de celularidad total en médula dsea y bazo de
ratones no irradiados, tras el tratamiento con AMS, (*} p<0,05.

4.2.2.2.- Precursores pluripotentes,

El efecto estimulador del AMS5 sobre los precursores pluripotentes (CFU-S) de bazo
(Figura 28), se puso de manifiesto ya en el dfa 1 post-tratamiento, aunque fue enel
dfa 5 cuando la estimulacién fue mdxima, alcanzdndose valores del 330% respecto al
valor control. A partir del dfa 5, los niveles de CFU-S en bazo de ratones tratados
disminuyeron, alcanzando valores préximos al control el dfa 15.

Por el contrario, durante el perfodo de tiempo estudiado, el tratamiento con AMS5 no
modificé los niveles de precursores pluripotentes de médula ésea (Figura 28).

Puesto que el hecho de no observarse incremento en el nimero de CFU-S en médula
6sea tras el tratamiento con AMS5, podrfa deberse a una migracién de precursores
desde este Grgano a otros focos hematopoyéticos, se estudid el efecto de la
administracién de AM5 (0,4 mg/Kg) sobre los valores de precursores pluripotentes
(CFU-S) en sangre periférica 3 dfas después del tratamiento, comparéndose los
resultados con los de un Iote control tratado con volumenes equivalentes de solucién
salina (Figura 29).

Los resultados mostraron un fuerte incremento en el nimero de CFU-S en sangre
periférica como consecuencia del tratamiento con AMS, alcanzéndose valores del
265% en relacién a los obtenidos en ratones control (Tabla VIII).
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Figura 28: Cinética seguida por los precursores pluripotentes (CFU-S)
en médula dsea y bazo, tras el tratamiento con AMS, en ratones no
irradiados. (*) p<0,05.
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Figura 29: Protocolo para evaluar el efecto del AMS sobre el nimero
de CEU-S en sangre periferica de ratones no irradiados,
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EXPERIMENTO GRUPD CFU-8/10% CELULAS % DEL VALOR
CONTROL
1 CONTROL 26 0,3
AMS 87 £15 380t
2 CONTROL 3,3 £07
AMS5 6,7 +02 206 *
3 CONTROL 21 +0,2
AMB 6,3 +06 305
4 CONTROL 22 +0.2
AMB 49 406 220 *
MEDIA CONTROL 2503
AMS 66 % 0,8 264 "

Tabla VIII: Contenido de CFU-S en sangre periférica tras el trata-
miento con AMS5. (*) p<0,05.

4.,2.2.3.- Precursores comprometidos.

Las poblaciones de precursores comprometidos, tanto de la linea granulo-macrofégica
(CFU-GM) (Figura 30) como eritroide (BFU-E) (Figura 31), se vieron fuertemente
estimuladas en el bazo de ratones tratados con AMS, alcanzdndose de nuevo 5 dfas
post-tratamiento los valores mdximos, que correspondieron a un 510% para las CFU-
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Figura 30: Cinética de precursores CFU-GM en médula Gsea y bazo
de ratones no irradiados, tras el tratamiento con AMS. (*) p<0,05.
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GM y a un 430% para las BFU-E, respecto a los valores control. Nuevamente, en
dfas posteriores la estimulacién fue disminuyendo alcanzdndose valores cercanos al
control 15 dias después del tratamiento.

Al igual que en el caso de la CFU-S, los niveles de CFU-GM en médula ésea no se
vieron incrementados como consecuencia del tratamiento con AMS (Figura 30),
observdndose un descenso significativo en el nimero de BFU-E el dfa 5 post-
tratamiento, si bien en el dia 9 este precursor volvia a valores control (Figuras 31).
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Figura 31: Cinética de precursores BFU-¢ en médula 6sea y bazo de
ratones no irradiados tras el tratamiento con AMS. (*) p<0,05.

4,2.2.4.- Células maduras circulantes.

En lo que respecta al compartimiento de células maduras, los valores de helT}atocrito
y leucocitos en sangre periférica de ratones tratados con AMS5, se max}tmfmrox} en
torno al valor control durante el perfodo de tiempo estudiado, no siendo significativas

las diferencias observadas (Figura 32).
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Figura 32: Cinética seguida por las células circulantes de ratones no
irradiados tratados con AMS.

4.2.3.- Influencia del contenido residual de endotoxina presente en la muestra,
en la estimulacién hematopoyética inducida por AMS.

El proceso de obtencién del AMS, como el de otros compuestos similares, no permite
eliminar totalmente la contaminacién por endotoxina (LPS}), y aunque las concentra-
ciones de LPS en la muestra de AMS sean puramente residuales, al estar la
endotoxina decrita como un potente estimulador de la hematopoyesis (Quesenberry
y col, 1973; Lahiri, 1976), fue necesario comprobar que los efectos descritos para el
AMS no eran debidos al LPS residual presente en la muestra,

Con objeto de descartar esta posibilidad, se realizaron dos tipos de experimentos:

- Andlisis de precursores hematopoyéticos en ratones tratados con endotoxina
(LPS) a dosis similares o superiores a las presentes en las muestras de AMS.

- Andlisis de precursores hematopoyéticos en ratones tratados con AMS
sometido a un tratamiento hipertérmico.

La imposibilidad de obtener muestras de LPS del propio AMS5 nos obligé a utilizar
LPSs comerciales (Escherichia coli y Salmonella abortus) (Sigma).



-12-

4,2.3.1.- Bstimulacién hematopoyética en ratones no irradiados, tras el tratamiento
con endotoxing (IPS),

Ratones hibridos F1(C57BIxBalb/C) fueron inyectados con distintas concentraciones
de LPS de E. coli o S. abortus, determindndose 5 dfas post-tratamiento el contenido
de CFU-GM en bazo.

Las dosis de LPS utilizadas fueron equivalentes al LPS existente en la dosis de AM3
administrada (datos facilitados por Laboratorios Andrémaco), asi como cinco y diez
veces ésta.

La inyeccién de LPS de E, coli, a la concentracién presente en nuestras muestras 6
5 veces superior, no incrementd los valores de CFU-GM en bazo por encima de los
valores obtenidos con AMS. Con concentraciones de LPS 10 veces mayores, se
consiguieron valores de CFU-GM mayores a los obtenidos tras el tratamiento con 0,4
mg/Kg de AMS (Figura 33).
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Figura 33: Efecto de la administracién de LPS sobre la hen_latopoyesis
esplénica de ratones hibridos. (x1) representa la dosis de LPS
equivalente a la presente en 0,4 mg/Kg de AMS, (%) p<0,05.

La respuesta hematopoyética fue dependiente del tipo de endotoxina administrada,

puesto que en el caso del LPS de S, abortus, su efecto sobre los valor.es de CFU-GM
esplénicos fueron siempre muy inferiores al observado con AMS (Figura 33),

El mismo protocolo experimental se utiliz6 con ratones poco respondedores a
endotoxina C3H/Hel.
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Como se muestra en la Figura 34, el tratamiento con AMS incrementé de forma
significativa el mimero de CFU-GM esplénicas en ratones C3H/HeJ, si bien el
incremento alcanzado fue algo inferior al conseguido en ratones hibridos (C57BIx-
Balb/C) (Figura 33). Con LPS de E. coli, sélo dosis 10 veces superiores a la presente
en el AMS5 produjeron un incremento significativo y similar al obtenido con éste.

El LPS de . abortus (Figura 34) no fue capaz de estimular la hematopoyesis
esplénica en ratones poco respondedores a endotoxina, a ninguna de las concentracio-
nes ensayadas, produciendo incluso un descenso significativo en los valores de CFU-
GM a dosis x10.
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Figura 34: Efecto de la administracién de LPS sobre la hematopoyesis
esplénica de ratones C3H/HeJ. (*) p<0,03.

Aungque estos resultados sugerfan que el efecto estimulador del AMS5 sobre el sistema
hematopoyético, no era debido a la endotoxina residual presentc en la muestra,. _la
variabilidad de la respuesta observada en funcién del tipo de LPS no permitié
descartar totalmente su implicacién.

Los experimentos que se decriben a continuacidn, tenfan por objeto ofrecer una
confirmacién concluyente sobre la no mediacién de la endotoxina en el efecto
estimulador del AMS5 sobre el sistema hematopoyético.
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4.2.3.2.- Estimulacién hematopoyética en ratones no_irradiados tratados con AMS
sometido a tratamiento hipertérmico,

Estd descrito que el LPS es altamente resistente a tratamientos térmicos. Para su
inactivacién se requieren temperaturas muy elevadas, del orden de 180-200°C (Tsuji
y Harrison, 1978; Avis y col, 1987).

Por tanto, si mediante un tratamiento térmico a temperaturas inferiores a éstas, en
donde el LPS no va a ser inactivado, se consigue una inactivacién del AMS5,
perdiendo éste su capacidad para estimular la hematopoyesis esplénica en ratones no
irradiados, se podrfa concluir que €l LPS no interviene en los efectos atribuidos al
AMS,

! B

RRE

100 °C
30 MIN

INYECCION “év.” DEL
st COMPUESTCH A ENSAYAR

RATON NORMAL

5 LIRS

ANALISIS DE PRECURSORES CFU-GM

Figura 35: Protocolo para el estudio del efecto del tratamiento con
AMS5 sometido a tratamiento hipertérmico, sobre la hematopoyesis
esplénica de ratones no irradiados.
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As{, la muestra de AMS fue sometida a un tratamiento hipertérmico (30 minutos
100°C), determindndose posteriormente si la muestra era capaz de inducir estimula-
cién hematopoyética en bazo de ratones no irradiados. Como en casos anteriores, los
andlisis de precursores hematopoyéticos se realizaron 5 dfas después de la inyeccién
"i.v." de la muestra (Figura 35).

Como se observa en la Tabla IX, €l tratamiento térmico (100°C 30 minutos), provocé
una inactivacién del AM35, perdiendo éste su capacidad para estimular la hematopoye-
sis esplénica de ratones no irradiados. El porcentaje de CFU-GM 5 dfas después de
la administracién de AMS sometido al tratamiento con calor fue del 128%, frente a
439% cuando €l AMS no habfa sido sometido al tratamiento térmico. Por el contrario,
el mismo tratamiento térmico, no afectd la capacidad del LPS (E. coli) para estimular
la hematopoyesis esplénica, con valores de CFU-GM respecto al control de 330% y
410% con LPS no tratado o sometido al tratamiento hipertérmico respectivamente
(Tabla IX).

Estos resultados permiten afirmar que el efecto estimulador del AMS, no se debe a
la contaminacidén residual de endotoxina presente en la muestra,

TRATAMIENTO CELULAS/BAZO CFU~-GM/BAZO
fx107%) {10~
CONTROL 2087 T 115 36103
AMSE 2377 £233 153+ 10
tral (4391
AME 30 M 100 °C 204,9 £ 20,4 451 08
{ 98} (128)
LPS (x5) 2337 + 16,7 1.6 £1,4
(#12) (334)*
LPS (x5) 30Minto0 2347+ 266 12,2% 2‘.‘0
112} (408)

Tabla IX: Efecto del tratamiento con AM5 y LPS, sometidos 2
tratamiento hipertérmico, sobre la hematopoyesis esplénica de ratones
no irradiados. (*) p<0,05.

4.2.4.- Efecto de la administracién de AMS sobre la hematopoyesis de ratones
irradiados.

Los resultados obtenidos sobre el efecto del AMS5 a nivel tanto de f:olonias enddgenas
en bazo, como de precursores hematopoyéticos en ratones no jrradiados, sugerfan una
potencial capacidad radioprotectora de este compuesto.
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El andlisis de esta capacidad se abordé mediante estudios tanto de supervivencia en
animales sometidos a dosis potencialmente letales de radiacién, como de recuperacion
hematopoyética en animales subletaimente irradiados.

4.2.4,1.- Ef 1 AM5 sobre la supervivencia de ratones irradiado n_dosi

Dotencialmente letales,

Los experimentos descritos en este apartado tenfan como objetivo comprobar si el
AMS era capaz de aumentar la supervivencia del animal, cuando éste habfa recibido
una irradiacién potencialmente letal,

Los protocolos de administracién empleados en los estudios de supervivencia, fueron
seleccionados en base tanto a los resultados obtenidos en ratones no irradiados
tratados con AMS5, como a resultados descritos de la bibliograffa.

Ratones macho F1(C57BIxBalb/C) de 12 semanas de edad, irradiados con 7,6 Gy
(LD90/30), fueron tratados via "i.v." con 0,4 mg/Kg de AMS, 5,361 dfa antes 6
1 hora después de la irradiacién (Figura 36).

i -5@'\:—“ 08 mpg MGk
04 myHg AMS Lu 2 S5O0 1
DI -3 o @*J 90 Ky B350 L

G 4 rpyXp AMS L.
on -1 -

I
l $7.6 Gy
oA 0 K
| IHHOHA
G4 mpky AMS i,
g é

CONTHOL DIARID DE LA SUPERVIVENCIA EN CADA UNO DE LOS LOTES (10 RATONESALOTE!

i v v v i
30 DIAS POST-IRRADIACION: CURVAS DE SUPERVIVENCIA

Figura 36: Protocolo para evaluar el efecto del tratamiento con AM3
sobre la supervivencia de ratones irradiados con dosis potencialmente
letales.
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Cada experimento conté con un lote control, irradiado con la misma dosis e inyectado
con solucién salina, as{ como con un lote control positivo el cual fue tratado 3 dfas
antes de la irradiacién con 50 mg/Kg de dextrén sulfato (DS500) (Sigma), administra-
do intraperitonealmente. Estd descrito que este protocolo de administracién del
DS500, incrementa la supervivencia frente a irradiacién potencialmente letal (Ross
y Pecke, 1986b).

El tratamiento con AMS una hora después de la irradiacién no incrementd los niveles
de supervivencia de los ratones irradiados (Figura 37).

Los lotes que habfan sido tratados con 0,4 mg/Kg de AM5 3 6 5 dias antes de la
irradiacién, mostraron una supervivencia muy similar (12-18%) a la del lote control
(10%) (Figura 37). Sin embargo, la administracidn de 0,4 mg/Kg de AMS 1 dfa antes
de la irradiacién, tuvo como resultado un fuerte incremento de la supervivencia. En
estas condiciones, sobrevivieron el 90% de los animales irradiados con una dosis con
la que slo un 10% de los ratones no tratados sobrevivié (Figura 37).
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Figura 37; Supervivencia de animales tratados con AMS y sometidos
a una irradiacién potencialmente letal.

4.2.4.2.- Efecto del tratamiento con AMS sobre la r racién hematopoyética
tras una irradiacién subletal,

Una vez demostrada la capacidad del AM5 para aumentar la supervivencia de
animales sometidos a dosis de radiacién potencialmente letales, nos propusimos
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determinar si el tratamiento con AMS era capaz de estimular la recuperacién de
precursores hematopoyéticos en animales irradiados.

La brusca cafda en los niveles de precursores que tiene lugar en ambos érganos
hematopoyéticos tras la irradiacién, descenso que es proporcional a la dosis de
radiacién administrada, nos impidié realizar estos estudios en animales sometidos a
dosis potencialmente letales, ya que con ellas los andlisis de precursores no podrian
realizarse hasta muchos dias después de la irradiacién, lo que nos indujo a utilizar
dosis subletales.

30 Gy

A
K~

0-30 DIAS POST-IARADIACION

2 fD—g
BAZO MEDUEA OSEA
¥
SUSPENSION SUSPENSION
CELULAR CELULAR

ANALISIS DE CELULARIDAD Y CFU-GM

Figura 38: Protocolo para el estudio de la recuperacién hematopoyéti-
ca espontdnea, tras una irradiacién subletal.

Previamente al estudio de la recuperacién hematopoyética en ratones tratados con
AMS, se establecieron las cinéticas de recuperacién espontdnea a nivel de celularidad
y CFU-GM tanto en médula ésea como en bazo de ratones irradiados con 3,0 Gy
(Figura 38). Los andlisis se realizaron distintos dfas post-irradiacién, hasta los 30
dfas, momento en el que la recuperacion hematopoyética estd estabilizada.

En ambos érganos hematopoyéticos el nimero de células disminuy6 d‘r;isticamente el
primer dfa post-irradiacién, inicidndose posteriormente una recuperacidn que alcanz6
los valores normales alrededor del dia 13 (Figura 39).

La irradiacién con 3,0 Gy tuvo un efecto sobre los precursores (CFU—QM) muy
similar al mostrado sobre celularidad, si bien su reduccién tras la inadlaglén fue
mayor, hasta tal punto que en bazo no fue posible experilme'ntalmentt.’, cuant‘lﬁcar el
nimero de precursores presentes hasta 6 dfas post-irradiacién. A diferencia de la
celularidad y los precursores CFU-GM de médula 6sea, que 13 dfas después de la
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irradiacién ya mostraron niveles préximos al control, los precursores CFU-GM en
bazo ain estaban al 80% del valor control 30 dias post-irradiacién (Figura 40).
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Figura 39: Cinética de recuperacién espontdnea de la celularidad de
médula Gsea y bazo tras una irradiacién subletal con 3,0 Gy.
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Posteriormente, se evalué el efecto del tratamiento con AMS5 sobre la recuperacién
tanto de la celula_rldad como de precursores comprometidos, en médula dsea y bazo
de ratones sometidos a una irradiacién subletal de 3,0 Gy.

A la vista de los resultados anteriores, ¢l andlisis del efecto del AMS sobre la
recuperacion hematopoyética de ratones irradiados subletalmente se realizé 6 dfas
después de la irradiacién. Por un lado, en este dfa es posible experimentalmente
cuantificar la poblacién de CFU-GM en ambos drganos, Por otro, el andlisis debe
realizarse antes de que la recuperacién espontdnea de dichos precursores alcance
valores proximos al control (zona de platd) puesto que ello dificultarfa la deteccién
del posible efecto estimulador del AMS.

0.4 mg/ig AMS iv.
DM_5@\_/_NW9 5 v,
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| Y
[ &=
BAZO MEDULA OSEA
H ¥
SUSPENSION SUSPENSION
CELULAR CELULAR

ANALISIS DE PRECURSORES HEMATOPOYETICOS (CFU-GM)

Figara 41: Protocolo para el estudio del efecto del AMS sobre la
recuperacién hematopoyética en ratones sometidos a una irradiacién

subletal,

A ratones F1(C57BIxBalb/C) se les administrd via "L.v." 0,4mg/Kg de AM5 5,3 6
1 dfa antes 6 1 hora después de la irradiacién. Las pautas de administracién utilizadas
fueron las mismas que en los estudios de supervivencia. Al lote control se le inyectd
solucién salina 1 hora post-irradiacién. A los 6 dias después de la irradiacién, se
determiné la celularidad y contenido de CFU-GM tanto en médula dsea como en bazo

(Figura 41).
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La administracién de AMS, 3 dfas antes de la irradiacién fue la dnica pauta de
tratamiento que incrementd significativamente la recuperacidn de los precursores
CFU-GM en médula 6sea (130% el valor del control jrradiado) (Tabla X).

Sin embargo, la recuperacién de CFU-GM en bazo se vié incrementada cuando el
tratamiento con AMS5 se llevé a cabo tanto 3 como 1 dfa antes de la irradiacién.
Ademds, y al igual que en apartados anteriores, la respuesta esplénica fue mayor que
la medular, con valores de CFU-GM en bazo de 250% en relacién al control
irradiado, cuando el AMS5 se administr6 3 dfas antes de la irradiacién y de 290%
cuando el tratamiento se realizé 1 dfa antes (Tabla X).

La administracién de AMS, 5 dfas antes 6 1 hora después de la irradiacién, no
produjo incrementos significativos en la poblacién de CFU-GM ni en médula dsea ni
en bazo.

MEDULA OSEA BAZO
TRATAMIENTO  CELULARIDAD CFU~GM/FEMUR CELULARIDAD CFU-GM/BAZO
x107%) i) L1077
CONTROL 177407 2,240,3 60,5439 81,4£20,0
AMS (-5g) 17,6+0,5 2,8+ 05 52,243,6 7281117
{ 99) {125) { 86} { 89)
AM5 (-3d) 185106 29104 59,2429 2059t 64,0
{104) U3t { 98} 253"
AMS (~1d) 167+0.5 23104 467122 237,44 75,0
{ 94) {102) {7t toan"
AMS (+1h) 12,840,4 21404 42,3422 17,5 29,0
{72 {95 { oyt {144)

Tabla X: Efecto del tratamiento con AMS5 sobre la recuperacién
hematopoyética en ratones subletalmente irradiados. Entre paréntesis
se indican los datos como % respecto al valor control irradiado. (*)
p<0,05.

4.2.5.- Efecto del tratamiento "in vitro" con AMS sobre la hematopoyesis en
cultivos de larga duracién de médula ésea.

Como hemos expuesto, el tratamiento "in vivo" con AMS5 produce un fuerte
incremento de la hematopoyesis esplénica en ratones no irradiados, mientras que la
hematopoyesis medular no se ve afectada. En virtud de los resultados obtenidos en
sangre periférica, que sugieren la existencia de fenémenos de migracién de
precursores desde la médula, nos planteamos determinar la posibilidad de que el AMS
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pudiera estimular la hematopoyesis medular en un sistema cerrado, sin posibilidad de
migracién, como son los cultivos de larga duracién de médula dsea (LTBMC).

Ademds, un modelo biolégico como el LTBMC constituye un sistema idéneo para
profundizar en los mecanismos de accién implicados en la respuesta hematopoyética
frente a la administracién de un determinado compuesto, en nuestro caso el AMS.

Al ser un sistema "in vitro", el nimero de variables que intervienen es siempre menor
que "in vivo", y en cualquier caso, son siempre mds facilmente controlables por el
operador.

Recordemos, que €l cultivo de larga duracién de médula dsea reproduce "in vitro" la
hematopoyesis medular por perfodos superiores a 40 semanas, lo que permite
cuantificar periodicamente los procesos de proliferacién y diferenciacién seguidos por
los distintos precursores hematopoyéticos, y por tanto evaluar la respuesta hematopo-
yética a un determinado compuesto.

4.2.5.1.- Relacidén dosis-efecto.

En este contexto, los primeros estudios fueron dirigidos a determinar la relacién entre
la dosis de AMS afi4dida al cultivo y el efecto estimulador producido.
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Figura 42: Protocolo para evaluar la relacién dosis de AM5 adminis-
trada "in vitro" al LTBMC, y estimulacién hematopoyética producida.
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El protocolo experimental utilizado se muestra en la Figura 42, Tres semanas después
de establecido el cultivo, momento en el que la capa adherente ya constituye un
microambiente hematopoyético, se realizg el tratamiento "in vitro" con AM35 (0,2;
0,4; 0,8 6 1,0 ug/ml) coincidiendo con el cambio de medio, Una semana después, se
cuantificaron los niveles de precursores hematopoyéticos (CFU-S y CFU-GM) asf
como la celularidad total, tanto de la capa adherente o estroma, como de la capa no
adherente o sobrenadante de los cultivos.

Como se muestra en la Figura 43, a medida que se incrementd la concentracién de
AMS administrada, la celularidad del sobrenadante aumentd, alcanzindose el méximo
con 1,0 ug/ml (240% respecto al control). Por el contrario, 1a celularidad de la capa
adherente disminuy6 al incrementar la dosis de AMS5 alcanzando valores del 40%
respecto al control con dosis de 0,8 y 1,0 ug/ml. Cuando se consider$ la celularidad
total de la botella (sobrenadante + capa adherente), estos efectos se contrarrestaron
debido a las diferencias de densidad celular en ambos componentes del cultivo, no
observdndose cambios significativos con respecto al control como consecuencia del
tratamiento con AMS (Figura 44).
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Figura 43: Efecto del tratamiento "in vitro" con AMS5 sobre la
celularidad del LTBMC. (*) p<0,05.
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Figura 44: Efecto del tratamiento "in vitro" con AMS sobre la
hematopoyesis de LTBMC: celularidad, CFU-S y CFU-GM por
botella. (*) p<0,05.

En cuanto a los precursores pluripotentes (CFU-S) (Figura 45), a medida que se
auments la dosis de AMS5 se observé un incremento progresivo de los mismos en el
sobrenadante, alcanzdndose valores de 240% y 250%, con respecto al control, a dosis
de 0,8 y 1,0 pg/ml, respectivamente. A diferencia de lo que ocurrié con la
celularidad, los niveles de CFU-S no sélo no decrecieron en la capa adherente como
consecuencia del tratamiento con AMS5, sino que con dosis de 0,8 pg/ml aumentaron
(130%) atin cuando el nimero de células era sélo del 40% respecto al control. A
estas dosis de AM5 (0,8 pg/ml) los valores de CFU-S por frasco aumentaron a un
150% (Figura 44).

Al igual que en el caso de los precursores pluripotentes, el mimero de precursores
comprometidos hacia la linea granulo-macrofdgica (CFU-GM) auments en funcidn de
1a dosis de AM3, alcanzando valores mdximos tanto en el sobrenadante como en la
capa adherente, tras un tratamiento con 0,8 ug/ml de AMS (545% y 235%
respectivamente) (Figura 46). Asimismo, los niveles de CFU-GM por botella también
aumentaron (270%) tras 0,8 ug/ml de AMS (Figura 44).

Estos resultados confirmaban la capacidad del AMS para estimular la hematopoyesis
medular y ponfan de manifiesto una relacién entre dosis de AM5 administrada "in
vitro" al cultivo y el factor de estimulacién hematopoyético observado en el
sobrenadante, tanto a nivel de precursores pluripotentes como comprometidos. Sin
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embargo, no se observé esta relacién cuando se analizé la hematopoyesis en la capa

adherente.
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Figura 45: Efecto del tratamiento “in vitro" con AMO sobre el
contenido de CFU-S en LTBMC. (*) p<0,05.
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Figura 46: Efecto del tratamiento "in vitro" con AMS sobre el
contenido de CFU-GM en el LTBMC. (*) p<0,05.
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4.2.5.2.- Efecto del tratamiento con multiples dosis de AMS, sobre la hematopo-

0 del tratamiento con miiltiples dosis de AM3, sobre la hematopo-
i LT

yesis de LTBMC,

Una vez demostrada la capacidad del AMS para estimular la hematopoyesis en
LTBMCs, nos propusimos evaluar el efecto que la administracién de multiples dosis
de AMS tenfa sobre 1a hematopoyesis de dicho cultivo.

La presencia de una relacién dosis-respuesta entre concentracion de AMS y
estimulacidn, sugerfa que la administracién de miltiples dosis podria conducir a una
mayor estimulacién hematopoyética. Pero por el contrario, la pérdida de celularidad
en la capa adherente, también dependiente de la dosis, podria contrarrestar este
incremento por "agotamiento" prematuro del cultivo.

Coincidiendo con el cambio de medio, se realizé el tratamiento con AMS, utilizando
dos concentraciones 0,2 ¢ 0,8 ug/ml. Como en el apartado anterior, el primer
tratamiento se llevé a cabo a la tercera semana de cultivo (Figura 47).
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Las dosis de 0,2 y 0,8 ug/ml fueron seleccionadas en base a los resultados descritos
en el apartado anterior, Con ellas se pretendié cubrir dos tipos de respuesta, dosis que
produciendo incremento en el ndmero de precursores hematopoyéticos en el
sobrenadante, no afectaran a la capa adherente, y dosis que ain produciendo una
reduccion en la capa adherente ofrecieran un incremento méximo de precursores
hematopoyéticos.

Con dosis de 0,2 pg/ml, se produjo un ligero incremento en el mimero de precursores
en el sobrenadante y no disminuyé la celularidad de la capa adherente. Por el
contrario, dosis de 0,8 ug/ml de AMS, si bien producfan una estimulacién muy
elevada en los niveles de precursores del sobrenadante, reducfan la celularidad de la
capa adherente a un 40% en relacién al valor control, es decir tenfa lugar una
despoblacién del estroma que podrfa estar indicando un "agotamiento” del cultivo.

Los resultados obtenidos mostraron que el tratamiento con miiltiples dosis de AM5
a concentraciones de 0,2 ug/ml, produjo un incremento progresivo tanto de la
celularidad (Figura 48), como del niimero de CFU-GM (Figura 49) del sobrenadante.
En ambos casos existié una relacién entre los incrementos observados y el nimero
de dosis administradas. En relacién a la capa adherente, este tratamiento produjo un
ligero descenso en el niimero de células nucleadas (70-80% respecto al valor control),
y un incremento en el nimero de CFU-GM (180%) (Figuras 48 y 49).

Tras la administracién de dosis mltiples de 0,8 pg/ml de AMS, el sobrenadante
mostré un incremento progresivo en la celularidad hasta la tercera dosis, permane-
ciendo estable este incremento con cuatro dosis (Figura 48). En relacién al nimero
de CFU-GM, la administracion de dos y tres dosis incrementd ligeramente el factor
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Figura 48: Efecto del tratamiento "in vitro" con multiples dosis de
AMS sobre la celularidad de LTBMC. (¥) p<0,03.
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Figura 49: Efecto del tratamiento "in vitro" con miiltiples dosis de
AMS sobre el contenido de precursores CFU-GM en LTBMC, (*)
p<0,05.

obtenido con una tnica dosis, siendo en cualquier caso este factor superior al
observado con dosis de 0.2 ug/ml, con valores respecto al control del 590% y 560%,
tras 2 y 3 dosis de 0,8 pg/ml respectivamente, frente a 390% tras 4 dosis de 0,2
pg/ml. Una cuarta dosis de AMS de 0,8 ug/ml, tuvo como consecuerncia una brusca
caida de los niveles de CFU-GM en ¢l sobrenadante (75% respecto al valor control)

(Figura 49).

En el estroma (Figura 48), miltiples dosis de 0,8 ug/ml provocaron un descenso de
la celularidad muy similar al observado tras una tnica dosis (40-70% del control). En
relacién al contenido de precursores, si bien el tratamiento con dos dosis produjo un
incremento en los niveles de CFU-GM similar al obtenido tras una tinica dosis, 36
4 dosis de 0,8 pg/ml de AMS5 indujeron un descenso en los niveles de CFU-GM del

estroma (24% tras cuatro dosis) (Figura 49).

4.2.6.- Mediadores de la estimulacién hematopoyética inducida por AMS en
LTBMC.

Una vez puesto de manifiesto la capacidad del AMS para estimular 1a hematopoyesis
en LTBMCs, nos propusimos analizar los factores mediadores de este efecto.

Puesto que los CSFs son agentes implicados en Ja regulacién hematopoyética, ia
fuerte estimulacién observada tras el tratamiento "in vitro" con AM5 en LTBMC, nos



indujo a pensar que ésta podrfa estar mediada por un incremento en los niveles de
CSFs presentes en el cultivo.

4.2.6.1.- Liberacién de actividad estimuladora de olonias en LTBMC tras el

tratamjento con AMS,

Los precursores hematopoyéticos necesitan la continua presencia de factores de
crecimiento para proliferar "in vitro". Una aproximacién vdlida para comprobar Ia
presencia de estos factores en LTBMC, es determinar si el sobrenadante de éste es
capaz de inducir la formacién de colonias "in vitro" a partir de precursores
hematopoyéticos, en ausencia de factores exégenos. Es por ello que se habla de
Actividad Estimuladora de Colonias (CSA).

En este apartado, se describen los resultados sobre la presencia de GM-CSA
(actividad estimuladora de colonias granulo-macrofdgicas) en sobrenadantes de
LTBMCs tratados con AM3.

En el protocolo seguido, a la tercera semana de cultivo y coincidiendo con el cambio
de medio, se realizé ¢l tratamiento con AMS5 (0,2; 0,4; 0,8 6 1,0 ug/ml), recogiendo
una semana después los sobrenadantes, los cuales eran centrifugados para eliminar las
células existentes y almacenados a -20°C hasta su uso.

22 SEMANA TRATAMIENTO CON AMS
DE CULTIVO : ]' 0,2 0,4: 0.8 6 10 ugimi)
l 7 SEMANA

T

]

SOBRENADANTE
CENTRIFUGACION 1500rpm 8 MINUTOS

SOBRENADANTE LIBRE
DF CELULAS

MEDIO DE CULTIVO IMOM
25% SUERD DE CABALLO

U SUSPENSION CELULAA
0,3% AGAR

CULTIVO DE PRECURSORES CFU~-GM

Figura 50: Protocolo para evalvar la presencia de GM-CSA en
LTBMC, como consecuencia del tratamiento con AM3.
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La presencia de CSA se determiné mediante el ensayo de formacidn de colonias
CFU-GM, tal como se ha descrito anteriormente (apartado 3.5.2.), sustituyendo el
medio condicionado por el sobrenadante libres de células procedentes de los LTBMC
tratados con AMS o control (Figura 50).

En un primer ensayo, distintas cantidades de sobrenadante libre de células (5-30%
v/v), procedente de un LTBMC tratado con 0,8 pg/ml de AMS5, fueron ensayadas en
cuanto a su contenido en GM-CSA.,

Los resultados (Figura 51) muestran que el nimero de colonias CFU-GM formadas
“in vitro” dependié de la cantidad de sobrenadante afiadida, alcanzdndose un platé a
partir de cantidades de sobrenadante del 10% (v/v). No se observé inhibicién en ia
formacién de colonias en el rango de concentraciones estudiada.
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Figura 51: Relacién % de sobrenadante (v/v) de LTBMC afiadido-
nimero de colonias CFU-GM formadas. (*) p<0,05.

Hay que destacar que con cantidades de sobrenadante del 20% (v/v}), el ndmero de
colonias CFU-GM formadas, fue muy similar at obtenido con el medio condicionado
AF-MC utilizado como control positivo, el cual contiene mayoritariamente GM-CSF.

Basdndonos en los resultados obtenidos, en experimentos posteriores se utilizé el
sobrenadante de LTBMC al 20% (v/v) por encontrarse esta cantidad en el platé de
maxima estimulacidn,
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Comprobada la existencia de GM-CSA en los sobrenadantes de LTBMCs tratados con
AMS, los siguientes estudios fueron dirigidos a determinar si existfa una relacién
entre dosis de AMS afiadida al cultivo y GM-CSA presente en ¢l sobrenadante.

Asf, se ensay6 el contenido de GM-CSA en sobrenadantes de cultivos tratados con
0,2; 0,4; 0,86 1,0 ug/ml de AMS5. Todos los sobrenadantes fueron recogidos 7 dfas
después del tratamiento, coincidiendo con el cambio de medio. Asimismo, la cantidad
de sobrenadante utilizada fue en todos los casos del 20% (v/v).
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Figura 52: Influencia de la dosis de AMS administrada al LTBMC,
sobre la cantidad de GM-CSA presente. (*) p<0,05.

Como puede observarse en la Figura 52, todos los sobrenadantes de cultivo de larga
duracién tratados con AMS contenfan GM-CSA, siendo la cantidad de é&sta
dependiente de la dosis de AM5 administrada al cultivo. Asf, los sobrenadantes de
LTBMC tratados con 0,2 ug/ml de AMS5, indujeron la formacién de un mimero bajo
de colonias CFU-GM (0.3 colonias /10° células). Con dosis de 0,4; 0,8 y 1,0 pg/ml
el nimero de colonias CFU-GM formadas se incrementé fuertemente (54-71
colonias/10° células de médula 6sea) con valores préximos a los obtenidos con el
medio condicionado AF-MC,

Por el contrario, cuando se utilizaron los sobrenadantes procedentes de cultivos
control sin tratar, no se observé en ningiin caso la formacién de colonias CFU-GM

(Figura 52).
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Posteriormente, se analizaron los sobrenadantes de cultivos tratados con 0,2 pg/ml
de AM5 6 cultivos control, concentrados cinco veces mediante membranas de
ultrafiltracién de 10.000 daltons.

Era de esperar que los factores liberados en el cultivo de larga duracién como
consecuencia del tratamiento con AMS, fueran factores de crecimiento hematopoyéti-
co ya descritos en la bibliograffa, los cuales en el caso del ratdn poseen pesos
moleculares superiores a 10.000 daltons (23-70 Kd).

Frente a sobrenadantes de LTBMCs tratados con 0,2 pg/ml no concentrados, que
mostraron cantidades muy bajas de GM-CSA, aquellos que habfan sido concentrados
5 veces (30% v/v) mostraron niveles de GM-CSA muy similares a los observados en
el medio condicionado AF, utilizado como control positivo (Figura 53).

Estos resultados confirmaban que el peso molecular de la actividad estimuladora
presente en el LTBMC tras el tratamiento con AMS5 era superior a 10.000 daltons.

Por el contrario, en sobrenadantes procedentes de cultivos control concentrados 5
veces, no fue posible detectar GM-CSA, ni siquiera cuando se utilizaron cantidades
de sobrenadante 5x del 30% (v/v).
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Figura 53: Presencia de GM-CSA el sobrenadantes concentrados 3
veces, procedentes de LTBMCs tratados con 0,2 pg/ml de AMS 6
control. (*) p<0,05.

Como hemos visto en el apartado 4.2.5.2., el tratamiento del LTBMC con multiples
dosis de 0,8 ug/ml de AM5 provoca una disminucion en el contenido de CFU-GM,
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sobre todo en la capa adherente, Con objeto de determinar si este fendmeno guarda
alguna relacién con el contenido de GM-CSA presente en el cultivo, se analizé la
presencia de GM-CSA en los sobrenadantes de cultivos de larga duracion de médula
ésea tratados con multiples dosis de AMS (0,8 ug/ml) (Figura 54). Para ello, fueron
ensayadas distintas cantidades de sobrenadantes procedentes de cultivos tratados con
1, 2 6 3 dosis de producto.

SEMANA 3 w A5
(12 005;’/5 AME)

semana 4 [ )m _TOAS
(22 DO&;/S AMS)

semanva s [ Jm _ZOHS
(32 DOSIS AMS)

SOBRENADANTE

CENTRIFUGACION 1.500rpm 8 MINUTOS l

SOBRENADANTE LIBRE
DE CELLLAS

MEDIO DE CULTIVO IMDM
5% SUERO DE CABALLO
O.3% AGAR

1

CULTIVO DE PRECURSORES CFU-GM

U SUSPENSION CELULAR

Figura 54: Protocolo para evaluar la presencia de GM-CSA en
sobrenadantes de LTBMC tratados con miltiples dosis de AMS.,

Los sobrenadantes procedentes de cultivos tratados con 0,8ug/ml, mostraron una
relacién inversa entre actividad GM-CSA y mimero de dosis de AMS administradas
al cultivo (Figura 55). Asf, tras la administracién de dos o tres dosis de AMS, las
concentraciones de GM-CSA presentes en e} sobrenadante fueron menores a las
observadas en sobrenadantes de LTBMCs tratados con una dosis inica de AMS.



-94-

B8O
o
@ 60
-
-
-
w
Q 40
-]
o
=
ey,
=
f.:J 20 —&— Control
E ~8— AMS5 1 Dosis
Qo
o8 R » —&8—- AMbB 2 Dosls
- 7 —m- AMS 3 Doals
I|IlIlllllIIIlIIIllIIiIIl!IllIlll]l

o 6 10 20 80 a8
SOBRENADANTE DE LTBMC (%)

Figura 55: Liberacién de GM-CSA en LTBMC tras el tratamiento con
multiples dosis de AMS5 (0,8ug/ml). (*) p<0,05.

4.2.6.2.- Caracterizacién de los CSEs presentes en el LTBMC tras el tratamiento
n AM

Los resultados mostrados en el apartado anterior, confirmaban la existencia de
factores estimulantes hematopoyéticos en el cultivos de larga duracién de médula dsea
tratados con AM35. Nos propusimos posteriormente comprobar si como consecuencia
del tratamiento con AMS5 se liberaba en el cultivo GM-CSF.

La aproximacién experimental utilizada, consistié en determinar si la actividad
estimuladora de colonias detectada en el sobrenadante de LTBMCs tratados con AMS,
era inhibida por el antisuero anti GM-CSF.

En primer lugar, se realizé una curva patrén de inhibicidn con rGM-CSF y su
antisuero. La cantidad de rGM-CSF utilizada (S0U/ml) es capaz de promover la
formacién de un nimero méximo de colonias CFU-GM en cultivo "in vitro" (50U =
1 ng). El rtGM-CSF fue incubado 4 horas a 4°C con distintas diluciones de antisuero,
determindndose posteriormente su capacidad para inducir la formacién de colonias
CFU-GM "in vitro".

Como se muestra en la figura 56, diluciones de antisuero de 1/100 inhibieron el 100%
de 1a actividad estimuladora de colonias presente en 50U/ml de rGM-CSF, mientras
que diluciones de 1/400 unicamente produjeron un 20% de inhibicién,
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Figura 56: Curva patrén de inhibicién del rGM-CSF (50 U/ml) con su
suero especifico anti GM-CSF.

Los sobrenadantes de LTBMCs tratados con 0,8 ug/ml de AMS5 fueron incubados en
presencia de diferentes diluciones de antisuero (1/50, 1/100; 1/400 y 1/1000),
determindndose posteriormente la actividad estimuladora de colonias presentes en
ellos, mediante cultivo de CFU-GM en ausencia de factores estimulantes exdgenos.
En todos los experimentos se incluyd un control positivo de rGM-CSF (50U/ml) en

presencia de una dilucién 1/100 de antisuero,

DILUCION DE SUERO rGM-CSF SOBRENADANTE DE LTBMG
ANT! GM-CSF
GFU—GM/J'O’ CELS % INHIBICION CFU-GH/IO’ CELS % INHIBICION
— 72,2 + 103 — 741 £ 157 —
1150 0 100 22+ 51 56,9
1100 0 100 204+ 25 276"

Tabla XI: Inhibicién con antisuero anti GM-CSF, de la actividad
estimuladora de colonias granulo-macrofigicas presente en sobrenadan-
tes de LTBMC tratados con AMS. (*) p<0,05.
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Los resultados muestran (Tabla XI) una inhibicién de la actividad estimuladora de
colonias presentes en los sobrenadantes de LTBMCs tratados con AMS, por antisuero
anti GM-CSE, Asf, una dilucién 1/100 de antisuero provocé la inhibicién del 30% de
la actividad estimuladora de colonias presente en el sobrenadante. Con ninguna de las
diluciones empleadas se alcanzé una inhibicidn del 100%. Incluso con diluciones de
1/50 sélo se obtuvo una inhibicién del 60% de la actividad estimuladora presente en
el cultivo, mientras que esta dilucién inhibi6 el 100% de Ia actividad del rtGM-CSF
(50 U/ml).

Estos resultados confirmaban que el tratamiento con AMS induce la liberacién de
GM-CSF en cultivos de larga duracién.



DISCUSION
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En las dos dltimas décadas, se ha dedicado un gran esfuerzo al estudio de compuestos
capaces de estimular el sistema hematopoyético, ya que la disfuncién de este sistema
es, por un lado limitante a la hora de aplicar un tratamiento antitumoral, y por otro,
causa de muerte en accidentes radiolégicos.

En clinica oncoldgica, la eficacia de un tratamiento estd directamente relacionada con
la agresividad de éste. Desafortunadamente, la aplicacitén de tratamientos tanto de
quimio- como de radio-terapia estd limitada por la mielosupresion que estos provocan,
La exposicion de un individuo a radiacién, conlleva un descenso en los niveles de
precursores hematopoyéticos, que se va a reflgjar en neutropenias, granulocitopenias
y trombopenias, estados patolégicos que favorecen la aparicién de infecciones
oportunistas y hemorragias, causa frecuente de la muerte del paciente.

El descenso de precursores hematopoyéticos y en consecuencia de células de la
sangre, va a impedir en muchos casos que el tratamiento pueda seguir aplicdndose,
reduciendo enormemente su eficacia.

En este sentido, es indiscutible la importancia de compuestos con capacidad para
estimular el sistema hematopoyético a nivel de precursores pluripotentes, ya que a
partir de éstos, mediante procesos de proliferacién y diferenciacién, se va a poder
reconstituir el compartimiento de células maduras circulantes.

En accidentes radiolégicos, la disfuncién hematopoyética es una de las causas de
muerte cuando el individuo recibe dosis moderadas de radiacién,

El trasplante de médula, una técnica con indudables aplicaciones, no siempre resulta
la idénea en accidentes radioldgicos, ya que es una terapia muy agresiva, y requiere
donantes compatibles, lo que no siempre es factible.

Tanto en clinica oncolégica como en accidentes radioldgicos, se ha demostrado
recientemente la eficacia de compuestos capaces de estimular el sistema hematopoy€ti-
co. En concreto, la disponibilidad de factores de crecimiento hematopoyéticos (CSFs)
recombinantes, estd potenciando esta via.

Resulta de gran interes el estudio de nuevos compuestos con capacidad para es?in}ular
la hematopoyesis a través de la liberacién endégena de CSFs, ya que los @stmtos
factores pueden actuar de forma sinérgica, produciendo efectos muy beneficiosos.

Sobre esta problemdtica se ha centrado este trabajo, cuyo objetivo princip.al rac!ica en
evaluar el efecto estimulador de un Modificador de la Respuesta Bioldgica de

naturaleza polisac4rido-protefna, sobre el sistema hematopoyético de ratén.
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5.1.- EFECTO ESTIMULADOR DEL AM3 SOBRE EL SISTEMA HEMATO-
POYETICO.

Previamente a la realizacién de este trabajo, diversas actividades del AM3 se han
relacionado con el sistema hematopoyético. En ratones infectados con Candida
albicans, el tratamiento con AM3 produce un incremento en el mimero de linfocitos
y macréfagos en el foco infeccioso (fenémeno "homing"), atribuyéndose sus efectos
antiinfecciosos, a un aumento en la capacidad fagocftica de los macréfagos (Gillissen
y Breuer-Werle, 1984),

Asimismo, el AM3 ha mostrado capacidad para aumentar la actividad de células
"natural killer" y de células inductoras de Interferén (Moya y col, 1987).

En esta tesis el estudio sobre el AM3, asociacién no covalente polisacdrido protefna
en forma de absorbato, activo "via oral", se ha centrado en la caracterizacién de sus
efectos sobre el sistema hematopoyético de ratén, fundamentaimente en lo que se
refiere a su accidn sobre los precursores hematopoyéticos en relacidn con su potencial
actividad estimuladora tras una agresién con radiaciones ionizantes.

5.1.1.- Estimulacién de precursores hematopoyéticos pluripotentes (E-CFU)
en animales subletalmente irradiados.

Entre las aproximaciones que pueden seguirse a la hora de determinar la capacidad
de un compuesto para estimular el sistema hematopoyético tras una agresién, como
puede ser la exposicién a radiaciones ionizantes, hay dos que se emplean habitualmen-
te:

- Determinar si el tratamiento con el compuesto es capaz de incrementar la
supervivencia de animales sometidos a dosis de radiacion potencialmente
letales, en el rango de dosis del sfndrome hematopoyético.

- Analizar la estimulaci6n inducida por el producto sobre precursores hematopo-
yéticos pluripotentes (E-CFU) de ratones subletalmente irradiados.

Si bien son dos aproximaciones complementarias, que ofrecen informacién sobre la
accién del producto en dos rangos de dosis de radiacién, letal y subletal, el andlisis
de precursores E-CFU estd mds extendido, entre otras causas por la duracién del
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ensayo (Kinnamon y col, 1980). En el caso de los estudios de supervivencia, se
requieren perfodos de 30 dfas, frente a los 9 que dura el ensayo de E-CFU.

Por ello, en este trabajo, la evaluacién de la capacidad estimuladora del AM3 se
inici utilizando el ensayo de formacién de colonias endégenas en bazo (E-CFU).

Cuando a ratones C57B! adultos se les administré AM3 "vfa oral”, a una concentra-
cién de 150 mg/Kg/dfa durante 6 dfas después de una irradiacién subletal,

éstos mostraron un incremento significativo en los valores de E-CFU (156%) en
relacion a los valores control (animales irradiados con la misma dosis) (Tabla I), Este
factor no se vié potenciado al incrementar el mimero de dosis de AM3 administradas
(7, 8 6 9 dfas).

La administracién de un niimero menor de dosis de AM3 (2, 4 6 5 dias) no consiguié
estimular los precursores pluripotentes endégenos en bazo (Tabla I},

En otro bloque de experimentos, el AM3 (150 mg/Kg) fue administrado 2 veces al
dia durante 4 6 5 dias. En ellos, no sélo no se observd incremento en los valores de
E-CFU sino que incluso éstos diminuyeron al 90 y 60% del valor control tras 4 y 5
dfas de tratamiento respectivamente (Tabla II).

A partir de estos resultados podemos concluir, que el AM3 es capaz de actuar sobre
los precursores pluripotentes supervivientes a una dosis de radiacién subletal,
incrementando significativamente su nimero. El efecto observado es dependiente del
nimero de dosis de AM3 administradas,

La necesidad de administrar varias dosis de producto para que éste sea activo, se ha
observado también en otros compuestos como el rG-CSF (Patchen y col, 1930), si
bien este dltimo es administrado subcutdneamente mientras que el AM3 se administra
via oral.

Resulta diffcil de interpretar el hecho de que el efecto desaparezca si se continda
administrando AM3 por encima de un determinado nimero de dosis.

En cuanto a la influencia de 1a pauta de administracién, se puso de manifiesto la
existencia de una estimulacién significativa en los niveles de precursores pluripotentes
en bazo, independientemente de que el tratamiento con AM3 se realizase antes o
después de la irradiacién (Tabla ITI). Las diferencias entre los factores de recupera-
cién obtenidos con las distintas pautas de tratamiento no fueron estadfsticamente

significativas.

Estd profusamente documentado, que la pauta de administracién de un producto en
relacién con el momento de la irradiacién, va a influir de manera decisiva en la
eficacia del tratamiento (Nishiguchi y col, 1990). Sin embargo, el AM3 actiia de
forma diferente a la mayorfa de los MRB descritos en la bibliografia. En general,
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éstos unicamente presentan actividad estimuladora cuando son administrados antes de
la irradiacion (Ross y Peeke, 1986a). Sélo algunos MRB, como el glucano F,
muestran actividad cuando son administrados después de la irradiacién (Patchen y
Mac Vittie, 1986a).

Si comparamos los factores de recuperacién obtenidos con AM3 y con otros MRB
como glucanos o CSFs, los factores obtenidos con AM3 son mds bajos, aungue hay
que tener en cuenta que su administracién es “vfa oral”, mientras que éstos dltimos
son administrados "i.v.",

La dosis y via de administracién adecuada depende de cada producto, influyendo de
manera decisiva en el efecto producido (Burgaleta y Golde, 1977; Patchen y Lotzova,
1980). Las vfas de administracién mds utilizadas son la intravenosa (i.v.), intraperito-
neal (i.p.) y subcutdnea (s.c.).

Por lo general, la administracién "vfa oral" de un producto reduce su actividad, si
bien no suele presentar problemas de toxicidad y ofrece ventajas practicas a la hora
de su aplicacién en humanos.

S6lo hemos encontrado en la bibliograffa revisada un MRB, el TJ-48, capaz de
estimular el sistema hematopoyético de ratones subletalmente irradiados, cuando se
administra "vfa oral", El TJ-48, una hierba medicinal china, administrado en el agua
de los biberones (aproximadamente 25-50 mg/ratén) durante una semana después de
la irradiacién, produce un factor de recuperacién de precursores pluripotentes de
200% , no observindose como consecuencia del tratamiento estimulacién de CFU-GM

ni de CFU-E (Ohnishi y col, 1990).

E] aminotiol WR2721 administrado "i.p." es el radioprotector mds eficaz descrito
hasta el momento. Sin embargo, no presenta actividad radioprotectora cuando se

administra "via oral" (Yuhas, 1978; Mori y col, 1983).

Las razones de la menor actividad de un compuesto cuando es administrado vfa oral,
se encuentran relacionadas, bien con su escasa absorcién o bien con su desnaturaliza-
cién por los 4cidos 6 enzimas digestivas, o por el metabolismo hepdtico.

El uso de micropartfculas, microemulsiones o liposomas, los cuales son capaces de
incrementar tanto la interaccién con el epitelio intestinal, como la absorcién del
producto, asf como vehiculizar drogas hacia la médula 6sea (Davis y col, 1986),
pueden ser férmulas galénicas alternativas en el caso del AM3, que potencien los

efectos observados.

Otros pardmetros, como variaciones en la dosis de radiacidn aplicada, no afectaron
la capacidad estimuladora del AM3 sobre las E-CFU (Tabla IV). Resultados
semejantes se han descrito por otros autores para diferentes compuestos (Ross y

Peeke, 1986b; Patchen y Mac Viitie, 1986b).
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Tampoco se observaron diferencias significativas en los factores de recuperacién
obtenidos como consecuencia de la cepa de ratén utilizada (Tabla V).

Como resumen de estos experimentos podemos concluir que el tratamiento "“vfa oral”
con AM3, 150 mg/Kg/dfa durante 6 dias, es capaz de estimular los precursores
pluripotentes endégenos en bazo, siendo esta estimulacién independiente del momento
en que se administre el AM3 respecto a la irradiacién, as{ como de la dosis de
radiacién y de la cepa de ratdn utilizada.

Posteriormente, con este mismo protocolo de administracién de AM3, se evalué su
efecto sobre la recuperacién de diferentes precursores hematopoyéticos (CFU-S y
CFU-GM) procedentes de distintos érganos (médula dsea y bazo) y a distintos dfas
después de una irradiacién subletal.

Nuestros resultados indican, que el tratamiento con AM3 no modificé los niveles de
precursores en médula dsea, Asf, la cinética de recuperacién espontdnea de CFU-S
y CFU-GM tras la irradiacién subletal, no se vié favorecida por el tratamiento con
AM3 (Figura 16 y 17).

Por el contrario, la recuperacién de CFU-S esplénicas se vio favorecida por dicho
tratamiento. El factor de recuperacién de 158% respecto al control, a los diez dfas
de la irradiacién (Figura 20), fue coincidente con el encontrado para E-CFU.

Estos resultados corroboraban, por tanto, el que el AM3 actiia a nive] de precursores
pluripotentes, favoreciendo su recuperacién tras la irradiacion.

5.1.2.- ;El incremento de E-CFU tras el tratamiento con AM3 se ve reflejado
en un aumento de la supervivencia de animales sometidos a irradiacién

potencialmente letal?.

Partiendo de resultados anteriores, en los que se puso de manifiesto la eficacia del
AM3 para recuperar la poblaci6n de precursores pluripotentes sometidos a radiacion
subletal, nos planteamos determinar si esta recuperacién se traducfa en un incremento
de la supervivencia de animales irradiados con dosis potencialmente letales.

Con objeto de comprobar esta posibilidad, ratones irradiados con 7,6 Gy fueren
tratados con la dosis 6ptima de AM3 (150 mg/Kg/dfa, durante 6 dfas), manteniéndose
el andlisis de supervivencia durante 30 dfas después de la irradiacidn.
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Bajo las condiciones experimentales descritas, se observé que el tratamiento con AM3
no fue capaz de aumentar la supervivencia de los animales (Figura 22),

También se ha descrito este mismo comportamiento con el glucano-P, el cual a pesar
de estimular las E-CFU cuando se administra después de la irradiacién, reduce la
supervivencia de animales irradiados con dosis potencialmente letales por debajo de
los valores control (Patchen y Mac Vittie, 1985).

De estos resultados se puede concluir que, o bien los factores de recuperacién de E-
CFU inducidos por AM3 no son suficientes para proteger a un animal que ha sufrido
una irradiacién con dosis tan altas como las empleadas, o que el protocolo que induce
un factor méximo de acumulacién de precursores hematopoyéticos, no guarda relacion
con el tratamiento que rinde una mayor radioproteccion.

La muerte del animal tras una irradiacién, acontece como un conjunto de disfunciones
entre las que el dafio hematopoyético juega un papel indiscutible. Sin embargo, un
incremento en el nimero de precursores pluripotentes no es una garantia de
supervivencia, aunque éste resulte ser imprescincible para asegurar a largo plazo la
misma.

5.2.- ESTIMULACION HEMATOPOYETICA INDUCIDA POR AMS.

Desde un punto de vista experimental, la utilizacién de la forma soluble del AM3, el
AMS, ofrece claras ventajas. Entre ellas cabe destacar:

- Productos solubles administrados "i.v." suelen ser activos tras la administra-
cion de una tnica dosis.

- Si bien el mecanismo de accién del AMS no tiene porque coincidir con el del
AM3, su esclarecimiento facilitarfa la aproximacion experimental para conocer
el de éste vltimo,

Las caracterfsticas del tratamiento (pauta y via de administracién), asi como los
factores de recuperacién mostrados por el AM3, desaconsejan una aproximacion
experimental directa sobre el mecanismo de accion.

Existen otras razones adicionales que aconsejaban la utilizacién del AMS:
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- El _hf.:cho de que su via de administracién fuera "i.v. ", posibilitaba que su
afm\_/ldad estimuladora fuera mayor que la del AM3, ya que a este respecto Ja
bibliograffa pone de manifiesto que aquelios compuestos administrados
oralmente presentan un menor efecto estimulador (Yuhas, 1978),

- Ex‘lste un gran nimero de MRB descritos en la bibliografia con actividad
?§t1muladom sobre el sistema hematopoyético cuando son administrados
.v.", lo que nos permitirfa comparar cualitativa y cuantitativamente los
resultados obtenidos con el AMS con los de otros MRB,

Estas razones nos indujeron a utilizar el AMS para profundizar en los efectos de este
MRB sobre el tejido hematopoyético.

5.2.1.- Estimulacién hematopoyética tras el tratamiento con AMS: relacién
dosis-efecto.

Los trabajos iniciales con AMS5 estuvieron dirigidos a establecer Ia dosis éptima de
producto a administrar, entendiendo por dosis Sptima aquella que produce la méxima
estimulacién hematopoyética.

Para ello se realizaron dos tipos de ensayos:

- Formacién de colonias endégenas en bazo (E-CFU), con el que se analizarfa
la capacidad del AMS para estimular precursores hematopoyéticos pluripoten-
tes, en animales que han sufrido una agresién con radiacidén.

- Andlisis de precursores hematopoyéticos en ratones no irradiados, que
pondrfan de manifiesto la capacidad del AMS para inducir acumulacién de
precursores hematopoyéticos en animales que no han sufrido una agresién.
Este pardmetro, ha sido utilizado en muchos estudios de MRB, poniéndose de
manifiesto que aquellos compuestos capaces de estimular la hematopoyesis en
ratones no irradiados, suelen presentar actividad radioprotectora.

5.2.1.1.- Ensayos de formacién de colonias endégenas en bazo (E-CFU),

Puesto que en los estudios de formacion de colonias endégenas en bazo, influyen de
manera decisiva no sélo la dosis de producto administrada, sino también el intervalo
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df" tiempo entre la administracién del compuesto y la irradiacién, se escogieron
diferentes dosis y pautas de administracién de AMS.

La pauta de administracién de AMS, 1 dfa y 1 hora antes de la irradiacién, fue
seleccionada en base a datos recogidos en la bibliografia, los cuales describen estos
protocolos de administracién, como los mds afectivos para inducir radioproteccién con
la mayoria de los MRB.

No debemos olvidar que el AM3, forma galénica activa "via oral" de igual
composicién que el AMS, era capaz de estimular los precursores pluripotentes en
bazo, independientemente de que se administrara antes o después de la irradiacidn,
lo que unido a las aplicaciones clinicas que tendrfa un compuesto activo cuando se
administra después de la irradiacién, nos llevé a incluir el protocolo de administracion
de AMS 1 hora post-irradiacién.

Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento “i.v." con una dnica dosis de
AMS en ratones subletalmente irradiados, produce una fuerte estimulacién a nivel de
E-CFU. Confirmdndose que esta estimulacién, no sélo es dependiente de la dosis de
AMS5 administrada, sino también del momento en el que se realiza el tratamiento
(Figura 24).

Para cada una de las pautas de administracién utilizadas, existfa una clara relacién
entre dosis de AMS y factor de recuperacién de E-CFU producido.

El tratamiento con AMS5 (0,2 6 0,4 mg/Kg) después de la irradiacién, fue capaz de
estimular las E-CFU (Figura 24). Este comportamiento coincidfa con el mostrado por
el AM3, si bien los factores de recuperacién observados con AMS (600%) superan
ampliamente los obtenidos con AM3 (156%).

Estos resultados confirmaban una de las razones aducidas para trabajar con AM5. La
administracién intravenosa ofrece un mayor efecto y por tanto facilita la labor

experimental.

Los factores de recuperacién de E-CFU observados en ratones tratados con 0,4
mg/Kg de AMS, 1 hora después de la irradiacién (600%), son superiores a los
descritos para glucanos, mananos o fructanos (300-500%) (Patchen y col, 1984a).

La administracién de AM5 (0,4 mg/Kg) 1 dfa antes de la irradiacién, produjo asf
mismo un incremento significativo en los valores de E-CFU (350% respecto al valor
control)(Figura 24), Sin embargo, fue el tratamiento con AMS 1 hora antes de la
irradiacién el que produjo el mayor factor de recuperacién con dosis de 0,4 mg/Kg

(700%).

Cuando comparamos los factores de recuperacién obtenidos como consecuencia del
tratamiento pre-irradiacién con AMS, con los descritos para otro tipo de moléculas,
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comprobamos que éstos son superiores a los obtenidos con glucanos, mananos o
fructanos (500%) (Patchen y col, 1984a) cuando el tratamiento con AMS se realiza
1 hora antes de la irradiacién (700%), y ligeramente inferiores en el caso de que el
tratamiento con AMS5 se realice 1 dfa pre-irradiacién (400%).

Otro tipo de moléculas, como por ejemplo el rG-CSF, dan factores de recuperacion
superiores a 1000%. Sin embargo, estos incrementos son consecuencia de una
administracién continua del MRB. Asi, el factor de recuperacién de 1000 % descrito
para el rG-CSF, es el resultado de la administracién del producto durante 12 dias
consecutivos (2,5 ug/dfa) (Patchen y col, 1990).

Podemos por tanto afirmar que el incremento en el niimero de colonias enddgenas en
bazo, promovido por el tratamiento con AMS, estd entre los mds elevados de los
descritos en 1a bibliograffa tras una unica dosis.

5.2.1.2.- Estudios de precursores hematopovéticos en ratones no irradiados

En este apartado se discuten los resultados obtenidos sobre ratones no irradiados. Es
decir, sobre la capacidad del AMS5 para incrementar el mimero de precursores
hematopoyéticos pluripotentes (CFU-S), y comprometidos (CFU-GM), en ratones que
no han sido sometidos a una agresién. En este contexto, un resultado positivo supone
aumentar el nimero de precursores, més all de lo que es estrictamente necesario para
mantener la hematopoyesis en sus niveles fisiologicos.

Ademés, es posible obtener dos tipos diferentes de respuesta, la de médula ésea y la
esplénica.

La médula 6sea al encontrarse dentro del hueso, posee una capacidad limitada de
expansidn frente a un estfmulo, lo que hace que sea dificil detectar incrementos de
precursores hematopdyéticos en este érgano. Sin embargo, es importante el andlisis
del comportamiento de la médula frente a un MRB, ya que ésta puede mostrar
descensos en sus niveles de precursores, que indicarfan efectos nocivos asociados al

tratamiento con el producto.

Por el contrario, el bazo posee cierta capacidad de expansién. De hecho, se sabe que
este drgano, al menos en el ratén, en situaciones de estrés que conllevan una
estimulacién del sistema hematopoyético, se expande, acumulando un mayor nimero

de precursores (Staber y Johnson, 1980).

Los resultados obtenidos en ratones no irradiados, mostraban que la administracion
de dosis bajas de AMS5 (0,1 mg/Kg) inducfan en médula 6sea un incremento



-107-

significativo df’ los precursores pluripotentes CFU-S (140%) (Tabla VI). Sin embargo,
cuz.mdo la dosis de AMS administrada era superior (0,2-0,4 mg/Kg), no se observd
estimulacidén de la hematopoyesis medular,

Este mismo efecto se ha descrito para el glucano-P, el cual induce un incremento en
los niveles de precursores hematopoyéticos medulares, cuando se administra a dosis
de 0,4 mg/ratén, pero provoca una disminucién en la hematopoyesis medular al ser
administrado a dosis de 4,0 mg/ratén (Patchen y Mac Vittie, 1983).

Este comportamiento, podrfa estar relacionado con la limitada capacidad de expansi6n
de la médula. Dosis altas de producto provocarfan una fuerte estimulacién de
precursores hematopoyéticos, los cuales al no poder acumularse en la médula
migrarfan a través de sangre periférica a otros érganos como el bazo, con capacidad
de acumular precursores hematopoyéticos. Sin embargo, dosis bajas de producto, al
inducir s6lo un ligero incremento en los niveles de precursores, éste es asumible por
la médula permitiendo su deteccién.

Todas las dosis de AMS ensayadas estimularon la hematopoyesis esplénica, tanto en
lo que se refiere a celularidad como a precursores pluripotentes (CFU-S) vy
comprometidos (CFU-GM) (Tabla VII). El incremento observado fue dependiente de
la dosis, alcanzdndose la mdxima estimulaci6n tras el tratamiento con 0,4 mg/Kg de
AMS, con valores de 125%, 330% y 510% en relacién al valor control, para
celularidad, CFU-S y CFU-GM respectivamente.

Si tenemos en cuenta las dosis administradas, el producto resulta de una gran
actividad. Para obtener niveles de estimulacién hematopoyética similares a los
alcanzados tras el tratamiento con AMS, otros MRB han de administrarse en
concentraciones mucho mds altas. Por ejemplo, el glucano-P se administra a dosis de
60 mg/Kg, para producir, 5 dfas después del tratamiento, incrementos de 300% y
500% en CFU-S y CFU-GM respectivamente (Patchen y Mac Vittie, 1985).

La respuesta hematopoyética al tratamiento con AMS es diferente a la obtenida con
factores recombinantes hematopoyéticos (CSFs), si bien las pautas de administracion
son diferentes. Frente a la administracién de una dosis inica de AMS, los CSFs

suelen ser administrados en multiples dosis.

Asf, el tratamiento con G-CSF durante 5 dfas consecutivos, a dosis de 0,5 mg/Kg/dfa,
provoca un incremento del 900% en el nimero de precursores tanto pluripotentes
como comprometidos en bazo (Pojda y col, 1990). Este incremento aunque es
superior al alcanzado por el AMS, se ve. contrarrestado por la disminucién de la
hematopoyesis medular. Los niveles de CFU-GM en la médula de ratones tratados
con estas dosis de G-CSF, estn reducidos al 18% respecto al valor control.
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El tratan‘liento con 200 ng/ratén de IL-3 (Metcalf y col, 1986), 3 veces al dfa durante
6 dfas, induce el mismo incremento de precursores CFU-GM en bazo (500% del
valor control) que una tnica dosis de 0,4 mg/Kg de AMS.

La administracién a ratones no irradiados de 3 dosis/dfa de GM-CSF (100ng/ratémn)
durante 6 dfas, produce un incremento de 500% en los niveles de precursores CFU-
GM de bazo (Metcalf y col, 1987).

Es importante destacar que tras el tratamiento con los factores recombinantes
hematopoyéticos descritos anteriormente, se produce una disminucidn significativa de
precursores hematopoyéticos en la médula dsea (Metcalf y col, 1987; Pojda y col,
1990; Molineux y col, 1990).

Este sin embargo, no es el caso de la IL-6 cuyo tratamiento provoca una respuesta
hematopoyética atfpica, ya que induce una estimulacién a nivel de médula Gsca
mientras que el bazo apenas se ve estimulado (Pojda y Tsuboi, 1990). Asf, la
administracién "s.c." de 10ug/Kg/dfa de IL-6, durante 4 difas, induce un acimulo
tanto de precursores CFU-GM como BFU-E en la médula, alcanzdndose valores del
200% respecto al control en ambos precursores. Por el contrario, en bazo se obtenfan
valores de 138% y 150% en BFU-E y CFU-GM respectivamente. En ninguno de los
érganos las CFU-S se encontraban estimuladas.

Estos resultados confirman la capacidad del AMS5 para estimular los precursores
hematopoyéticos, fundamentalmente esplénicos, tras la administracién de una tnica
dosis, y ponen de manifiesto que el AMS5 se encuentra entre los MRB con mayor

actividad estimuladora,

5.2.2.- Cinética seguida por los precursores hematopoyéticos tras el tratamien
to con AMS,

Con objeto tanto de determinar el dfa de méxima estimulacién tras el tratamiento,
como comprobar que tras la estimulacion provocada por el AMS la hematopoyesis
retornaba a valores control, una vez establecida la dosis 6ptima del producto (0,4
mg/Kg), se analizaron los niveles de diferentes precursores hematopoyéticos tanto en
médula ésea como en bazo, a distintos dfas después del tratamiento con AMS,

Ademds de los precursores analizados en estudios anteriores, CFU-S y CFU-GM, se
cuantificé la BEU-E, precursor comprometido hacia la linea eritroide. El estudio de
precursores representantes tanto de diferentes compartimientos (pluripotente Y
comprometido), como de diferentes Ifneas de diferenciacién (eritroide y gfanu10~
macrofigica) podria aportarnos informacién sobre una posible descompensacién del
sistema hematopoyético como consecuencia del tratamiento con AMS,
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Asimismo, el.compartimiento de células maduras circulantes también fue contemplado
en este estudio a través de los andlisis de leucocitos y hematocrito.

Los resultados mostraron (Figura 27, 28 y 30), que el tratamiento con AM35 no
estimuld la hematopoyesis en la médula 6sea ni a nivel de celularidad ni de
precursores pluripotentes o comprometidos hacia la linea granulo-macrofdgica,
durante el perfodo de tiempo estudiado (I a 15 dfas post-tratamiento). En cuanto a los
precursores comprometidos hacia la lfnea eritroide (BFU-E), si bien se encontraban
disminufdos 5 dfas después del tratamiento, retornaron a valores préximos al control
el dia 9 (Figura 31).

Est(?s resultados no diferfan de los comentados en el apartado anterior, y abundan en
I?. hipétesis segun la cual, es diffcil detectar acumulacién de precursores hematopoy¢-
ticos en la médula Gsea, por tener ésta una capacidad limitada de expansion.

En cuanto a la hematopoyesis esplénica, la celularidad total del bazo se encuentra
incrementada de forma significativa tanto 5 como 9 dfas después de la administracién
de AMS, aunque recupera sus valores control a los 15 dfas post-tratamiento (Figura
27).

Independientemente del incremento de precursores hematopoyéticos mediado por el
AMS, las cinéticas seguidas por los distintos precursores hematopoyéticos en bazo,
mostraron la mdxima estimulacién 5 dfas después de la administracién del producto.
La estimulacién a nivel de precursores eritroides (BFU-E) (430%), fue muy similar
a la observada en precursores CFU-GM (510%), siendo ambas superiores a la
mostrada por los precusores pluripotentes (330%) (Figuras 28, 30 y 31).

Sin embargo, mientras que tanto las CFU-S como las CFU-GM mostraron niveles
significativamente superiores al control, un dfa después del tratamiento, lo niveles de
BFU-E no estaban incrementados en este dfa.

Hay que destacar que todos los precursores hematopoyéticos analizados alcanzaban
valores préximos al control 15 dfas después del tratamiento, mostrando que el sistema

no era estimulado de forma irreversible.

En el compartimiento de células maduras circulantes, no se observaron diferencias
significativas respecto al control ni en los valores de hematocrito ni en los de
Jeucocitos durante el perfodo de tiempo estudiado (Figura 32).

Las cinéticas mostradas por los distintos precursores tras el tratamiento con AMS, son
muy similares a las descritas para otros MRB, como por ejemplo el glucano-P. En
ambos casos, la méxima estimulacién de la hematopoyesis esplénica se observa 5 dfas
después del tratamiento, normalizdndose en dfas posteriores hasta alcanzar el nivel
control (Patchen y Mac Vittie, 1985). Asimismo, ninguno de los dos productos es
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capaz de incrementar los precursores hematopoyéticos en la médula ésea durante el
perfodo de tiempo estudiado.

La _forma soluble del glucano-P, el glucano-F, que a diferencia de la forma
particulada no produce efectos secundarios como esplenomegalia o formacién de
granulomas, también es capaz de estimular la hematopoyesis esplénica de ratones no
Irradiados, con valores de CFU-GM préximos al 500%, en los dfas 5, 11 y 15 post-
tratamiento. Sin embargo, es importante destacar que 21 dfas después de la
administracién de una dosis tinica de glucano-F (200mg/Kg), los precursores CFU-
GM aiin muestran niveles muy superiores al control (390%). Los autores no han
realizado estudios en dfas posteriores, pero el hecho de que la hematopoyesis no se
normalice con el tiempo, dificultarfa la aplicacién clfnica de este producto (Patchen
y Mac Vittie, 1986a).

Las cinéticas de precursores hematopoyéticss en bazo tras el tratamiento con factores
recombinantes, diferfan de la observada tras la administracién de AMS, si bien como
hemos comentado estos productos son administrados durante una serie de dfas
consecutivos (debido a su baja vida media en suero), mientras que el AMS5 se
administra en dosis tnica.

La administracién "i.p" de una dosis vinica de 0,5 pg/dfa de IL-1 a ratones no
irradiados no estimula Ia hematopoyesis medular, si bien ésta no disminuye como
ocurrfa tras el tratamiento con otros CSFs, En relacién al bazo, los precursores BEU-
E y CFU-GM mostraron niveles del 150% respecto ai valor controi 2 dfas post-
tratamiento, descendiendo en €l dfa 3 a valores préximos al control (Johnson y col,
1989),

El G-CSF (2,5 pg/dfa), administrado "s.c." durante 9 dfas consecutivos estimula la
hematopoyesis esplénica, no incrementando los niveles de precursores en médula.
Asf, un dfa después de iniciado el tratamiento la médula ésea mostraba niveles de
CFU-GM del 52% en relacién al control, si bien en dias posteriores estos iban
recuperdndose hasta alcanzar el dfa nueve valores del 160%. El ndmero de
precursores CFU-GM en médula 6sea, 17 dfas después de iniciado el tratamiento eran
proximos al control. En el bazo, por el contrario, los precursores CFU-GM
aumentaban de manera progresiva hasta alcanzar un mdximo en el dia 7 de
tratamiento (1300% respecto al control). Al interrumpirse el tratamiento, los niveles
de CFU-GM descienden bruscamente a las 24 horas (dia 10) mostrando valores del
450%, y retornando a valores control el dia 17 (Patchen y col, 1990).

El hecho de que la estimulacién de la lfnea granulo-macrofdgica fuera muy similar a
la de la linea eritroide tras el tratamiento con AMS3, es de gran importancia ya que
indica que no hay una estimulacién descompensada del sistema hematopoyético,
estimulando una determinada linea celular a expensas de la disminucién de otra.
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Tras el tratamiento con dosis altas de G-CSF (250 ug/dfa), si bien la hematopoyesis
esplénica no se vefa descompensada, los autores detectaron una descompensacién de
la hematopoyesis medular con un fuerte incremento en el contenido de granulocitos,
mientras que la eritropoyesis se encuentra suprimida, interpretdndose que el aumento
en la granulopoyesis medular ocurre a expensas de la produccién de eritrocitos
(Molineux y col, 1990).

En resumen, las cinéticas de distintos precursores hematopoyéticos tras la administra-
cién de una dosis unica de AMS5, confirman la existencia de una respuesta diferente
de la médula 6sea y el bazo frente al tratamiento, siendo este ltimo érgano el que
presenta mayor capacidad de respuesta, acumulando altos niveles de precursores tanto
pluripotentes como comprometidos, mientras que la médula ésea no muestra esta
capacidad, Adem4s, el tratamiento con AMS5 no produce una des-compensacién del
sistema hematopoyético, ni supone una estimulacién irreversible del mismo,

Como hemos indicado, el tratamiento con AM5 no produce incremento en los niveles
de precursores hematopoyéticos medulares, o que podria deberse, entre otras causas,
a fenémenos de migracién de precursores desde éste érgano, a través de sangre
periférica.

Con objeto de determinar si el tratamiento con AMS5 inducfa movilizacién de
precursores pluripotentes, se cuantificaron los niveles de CFU-s en sangre periférica
tres dfas después del tratamiento con 0,4 mg/Kg de AMS. La eleccién de este dfa
para la realizacién de los ensayos, se establecié en base a los resultados obtenidos en
bazo de ratones no irradiados y tratados con AMS. En el dfa 3 aunque la pobiacién
de CFU-S en bazo estd amplificada (250% del valor control), no ha aleanzado el
méximo, lo que significa que en ese dfa el compartimiento de precursores pluripoten-
tes estd expandiéndose,

Los niveles de CFU-S en sangre periférica (Tabla VIII) de ratones tratados con AMS,
eran significativamente superiores a los obtenidos en ratones control (264%).

Estos resultados confirman, que la administracién de AM35 induce movilizacion de
precursores a través de sangre periférica, y apoyan la idea de que el AMS podrfa
actuar también a nivel de la hematopoyesis medular. Sin embargo, estos resultados
no son concluyentes, ya que el exceso de CFU-S en sangre periférica podrfa proceder
del bazo.
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5.2.2.2.- La estimulacién hematopoyética producida por el AM3 no es conse
cuencia del LPS residual presente en la muestra,

En la mayorfa de los procesos de obtencién de los MRB, estdn implicadas directa o
indirectamente las bacterias, lo que hace que las muestras contengan por lo general
contaminaciones residuales con endotoxina bacteriana (LPS).

Incluso en el caso de los factores recombinantes hematopoyéticos, al estar clonados
en bacterias, las muestras poseen cantidades residuales de LPS.

Por ello, siempre subyace la duda de si la estimulacién hematopoyética observada tras
el tratamiento con uno de estos compuestos, no estard mediada por el LPS residual,
ya que estd descrito que la endotoxina incluso a dosis bajas, es capaz de estimular la
hematopoyesis en ratones no irradiados (Quesenberry y col, 1973; Staber y Johnson,
1980).

También el AMS contiene cantidades residuales de LPS (resultados de Laboratorios
Andrémaco) siendo, por tanto, necesario comprobar que no era ésta, responsable de
la actividad hematopoyética observada.

Con este objetivo, distintas concentraciones de LPS de E. coli o S, abortus fueron
inyectadas "i.v." a ratones hibridos o poco respondedores a endotoxina, determindn-
dose su efecto sobre los miveles de precursores CFU-GM en bazo 5 dfas post-
tratamiento, dfa en el que se observa la mdxima estimulacién con AMS5.

Los resultados mostraban (Figura 33) que sélo cantidades de LPS de E. coli entre 5
y 10 veces superiores a las presentes en el AMS, eran capaces de producir un
incremento de precursores en bazo, superior al observado tras el tratamiento con
AMS. Con LPS de §, abortus, ninguna de las dosis administradas fue capaz de
producir niveles de estimulacién semejantes a los obtenidos con AM5 (Figura 33),

En ratones poco respondedores a endotoxina (C3H/Hel), el AMS producia una
estimulacién en bazo algo inferior a la observada en ratones F1(C57BIxBalb/C), y
dnicamente cantidades de LPS de E. coli 10 veces superiores a las presentes en la

muestra, eran capaces de producir una estimulacién semejante a la observada tras el
tratamiento con 0,4 mg/Kg de AMS (Figura 34). Dosis altas de S. abortus (10x),

incluso produjeron un descenso significativo en los niveles de precursores CFU-GM.

Si bien estos resultados sugerfan, que el efecto estimulador promovido por el AMS
no se debfa a la contaminacién residual con LPS de la muestra, la variabilidad entre
los distintos LPSs junto con la necesidad de tener un resultado concluyente, que
descartara definitivamente la mediacién en el efecto del AMS5 de endotoxinas, nos
llevé a disefiar un protocolo més concluyente,
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Puesto que el LPS es muy estable a tratamientos a altas temperaturas (Avis y col,
1987), el protocolo disefiado iba encaminado a conseguir mediante tratamiento
hipertérmico una inactivacién del AMS, sin que el LPS se viera inactivado.

El tratamiento térmico del AMS (100°C, 30 minutos), supuso una pérdida de su
actividad estimuladora (Tabla IX). Por el contrario, el LPS sometido al mismo
tratamiento de calor no vefa reducida su capacidad para estimular los precursores
CFU-GM en bazo.

Estos resultados confirmaban que la estimulacidn hematopoyética observada tras el
tratamiento con AMS no se debfa al LPS presente en la muestra, sino que era una
caracterfstica intrfnseca al mismo.

5.2.3.- Capacidad radioprotectora del AMS,

La bibliograffa recoge numerosos trabajos, en los que se pone de manifiesto que
aquellos MRB capaces de estimular la hematopoyesis en ratones no irradiados, suelen
ser agentes con capacidad radioprotectora en el rango de dosis de radiacién en el que
se produce el sindrome hematopoyético (Gallichio y col, 1984; Patchen y col, 1987;
Pojda y col, 1990).

A este hecho hay que afiadirle, en el caso del AMS, su capacidad para estimular
precursores hematopoyéticos pluripotentes (E-CFU) en animales sometidos a una
irradiacién subletal (Figura 24).

A la vista de estos antecedentes, nos parecié Idgico determinar si el AMS era capaz
de incrementar la supervivencia de ratones sometidos a dosis potencialmente letales
de radiacién.

Las dosis de radiacién empleadas en estudios de supervivencia suelen estar
comprendidas en el rango de LD50/30 y LD100/30 (radiacién letal para el 50 6 100%
de los animales a los 30 dfas). Nosotros elegimos la dosis de 7,6 Gy que corresponde
a la 1LD90/30, para la cepa de ratén F1(C57BIxBalb/C).

Se ensayaron diversas pautas de administracidn del AMS, eligiéndose los dfas 5, 3 y
1 previos a la irradiacién, como dfas para administrar la dosis 6ptima de 0,4 mg/Kg.
Junto a estos protocolos se incluyé otro, en el que el AMS era administrado 1 hora

después de la irradiacién.

Las cinéticas de precursores en ratones no irradiados tras la administracién de AMS,
indicaban que el nimero maximo de precursores hematopoyéticos se obtiene a los 5
dfas después del tratamiento. Por ello, desechamos la utilizacién de protocolos que
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" supusieran un perfodo mayor a 5 dfas entre administracién de AMS e irradiacién, por
entender que a partir de este momento se estaba produciendo un fenémeno de recesidn
hematopoyética.

Hasta alcanzar su mdximo, 5 dfas después de la administracién de AMS, los
compartimientos de precursores pluripotentes y comprometidos se encuentran en un
perfodo de estimulacién, por lo que la utilizacién de los dfas 1 y 3 nos permitfa
relacionar supervivencia con actividad hematopoyética.

Con la administracién de AMS5 una hora después de la irradiacién, pretendimos
obtener alguna indicacién sobre la capacidad de este compuesto para proteger a
ratones irradiados previamente,

Cuando el AMS se administré antes de la irradiacién de los animales, si bien no todas
las pautas de administracién resultaron positivas, en ningiin caso se potencié la
mortalidad. Asf, con el tratamiento con AMS5 tres o cinco dfas antes de la irradiacién
se alcanzaron niveles de mortalidad préximos al 90% a los 30 dfas, valores
coincidentes con los de grupos control (Figura 37),

Por el contraric animales tratados con 0,4 mg/Kg de AMS5S un dfa antes de la
irradiacién con 7,6 Gy, presentaron unos porcentajes de supervivencia ampliamente
superiores a los valores control (Figura 37). El 90% de estos ratones sobrevivieron
a una dosis de radiacién que en ausencia de tratamiento con AM3 supone una
supervivencia de sélo el 10%.

Estos niveles de supervivencia eran superiores a los obtenidos en ratones tratados con
dextrdn sulfato, compuesto utilizado como control positivo en nuestros experimentos.
Los mejores resultados con dextrdn sulfato no produjeron niveles de supervivencia
superiores al 70%, en nuestras condiciones experimentales.

El tratamiento con AMS 1 hora después de someter a los animales a irradiacién, no
mejord la supervivencia. Este comportariento del AMS5 coincide con el descrito en
éste mismo trabajo con AM3 (Figura 22), y los descritos para glucano-P en la
bibliografia (Patchen y Mac Vittie, 1985).

Aunque existen MRB capaces de incrementar la supervivencia cuando son administra-
dos después de la irradiacién, su efecto radioprotector es generalmente menor que
cuando el tratamiento se realiza pre-irradiacién. Entre otros se pueden citar al
glucano-F (Patchen Mac Vittie, 1986b) y extractos naturales de plantas medicinales
como el extracto de Shigoka (Miyanomae y Frindel, 1988).

Hasta el momento, s6lo se ha descrito un compuesto cuya capacidad radioprotectora
sea mayor al administrarse después de la irradiacidn, el Cobre(II)2 (3,5-diisopropilsa-
licilato)4, complejo de bajo peso molecular, caracterizado por mimetizar la actividad
de la superdxido dismutasa. Su administracién después de una irradiacion potencial-
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l;ge;ote letal (LD50/30), produce niveles de supervivencia del 70% (Sodelberg y col,
).

El rG-CSF también se ha descrito como radioprotector activo cuando se administra
post-irradiacién (Tanikawa y col, 1990; Patchen y col, 1990), si bien hay que tener
en cuenta que para que sea efectivo ha de administrarse durante un perfodo de tiempo
entre 6 y 13 dfas (2,5 ug/dfa), por lo que los resultados no son comparables con los
de AM5 u otros MRB activos tras la administracién de una unica dosis.

Hay que destacar que la mayorfa de los MRB muestran su mdxima capacidad
radioprotectora cuando son administrados ! dfa antes de la irradiacién, si bien se
desconocen las razones de este comportamiento (Vacek y col, 1990). Entre ellos se
encuentran los glucanos P y F (Patchen y col, 1986), el G-CSF cuando se administra
una tnica dosis (Uckun y col, 1990) y la IL-1 (Schwartz y col, 1987; Wu y col,
1989), cuyos tratamientos conducen a un incremento en Ja supervivencia de animales
irradiados con dosis potencialmente letales (58 % el glucano-F; 65% el G-CSF y 95%
la IL-1).

Aunque no todos los MRB anteriores estdn ensayados a la misma dosis de radiacion,
es importante resaltar que el tratamiento con AMS5 1 dfa antes de una irradiacién
potencialmente letal, produce niveles de supervivencia muy similares a los descritos
para la IL-1, uno de los radioprotectores mds potentes descritos hasta €l momento.

En otro bloque de experimentos, se observé que el tratamiento con AM35 tres dias
antes de la irradiacién subletal (3,0 Gy), aceleraba la recuperacién de los precursores
comprometidos hacfa la lfnea granulo-macrofdgica (CFU-GM), tanto en la médula
ésea como en el bazo, con incrementos del 130% y 250% en relacién a los controles
irradiados, respectivamente (Tabla X).

En estos mismos ensayos, se observé que el tratamiento con AMS un dfa antes de la
irradiacién, protocolo que habfa mostrado la méxima eficacia en ensayos de
supervivencia, producfa incrementos en los niveles de CFU-GM en bazo del 290%
respecto al control irradiado, mientras que los precursores CFU-GM de médula dsea
no vefan incrementada su recuperacidn (Tabla X).

Fl tratamiento con AMS, cinco dfas antes o una hora después de la irradiacién, no
era capaz de estimular la hematopoyesis ni en médula ni en bazo,

Quedaba asf confirmada la capacidad del AMS para favorecer la recuperacion
hematopoyética en animales sometidos a radiacién, hecho que puede estar de algtin
modo relacionado con la capacidad del AMS5 para aumentar la supervivencia de
animales sometidos a irradiacién potencialmente letal.
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Se han descrito diversos mecanismos, a través de los cuales podrfa explicarse el
aumento de la supervivencia tras una irradiacién potencialemente letal, promovido por
el tratamiento con un MRB. La mayorfa de los mecanismos contemplan la existencia
de una relacién entre supervivencia y recuperacién hematopoyética.

Asf, el aumento de supervivencia podrfa deberse a que en el momento de la
irradiacién el compartimiento de células cepa estuviera amplificado, sobreviviendo un
mayor mimero de precursores pluripotentes a la irradiacién, lo que permitirfa una
reconstitucién mds répida del sistema hematopoyético, y por tanto un aumento de la
supervivencia. Sin embargo, los ratones irradiados 5 dfas depués de la administracién
de AMS, momento en el que se alcanza el mdximo contenido en precursores
pluripotentes (330%), no vefan incrementada su supervivencia respecto a los controles
(Figura 37). Descartdndose asi que éste fuera el mecanismo responsable de la
radioproteccién inducida por AMS.

Otro de los mecanismos propuestos, implica una relacién directa entre capacidad del
compuesto para estimular los precursores que han sobrevivido a la irradiacién,
acelerando la reconstitucién de los distintos compartimientos hematopoyéticos y el
aumento en la supervivencia. De nuevo, este mecanismo no puede explicar el efecto
radioprotector asociado al tratamiento con AMS, ya que la administracion de éste 1
hora después de la irradiacién no era capaz de aumentar la supervivencia (Figura 37),
Ademds, estudios realizados en animales subletalmente irradiados mostraban que el
tratamiento con AM5 1 hora post-irradiacién, no tenfa capacidad para estimular la
recuperacién de precursores ni en médula dsea ni en bazo (Tabla X).

Potencialmente, el AMS podrfa aumentar bien la radio-resistencia de los precursores
hematopoyéticos o la capacidad de éstos para reparar dafio subletal. Estas hipdtesis
concuerdan con los resultados obtenidos en supervivencia o en recuperacidn de
precursores tras una irradiacién subletal. El tratamiento con AM5 un dfa antes de la
irradiacién, es el mds efectivo tanto para aumentar la supervivencia de animales
sometidos a dosis potencialmente letales de radiacién (Figura 37), como en acelerar
la recuperacién de la hematopoyesis esplénica tras una irradiacién subletal (Tabla X).

Sin embargo, no se pueden descartar otros mecanismos de acei6n donde no estén
implicados directamente efectos del compuesto sobre los precursores hematopoyéticos,
al menos en los primeros dias tras la irradiacién. Asf, por ejemplo, se ha sugerido
que el glucano-P es capaz de aumentar la supervivencia al aumentar la resistencia del
animal a infecciones oportunistas, a través de un aumento del nimero y/o funcionali-
dad de los macréfagos. Por otra parte se ha descrito que este compuesto tiene una
cierta capacidad para captar radicales libres, por lo que ésta podrfa ser otra via de su
accién radioprotectora (Patchen y col, 1987). Estas vias de accion no son descartables
para el AMS5, aunque no han sido objeto de estudio en este trabajo.
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En cualquier caso, de los resultados obtenidos en animales irradiados se deduce que
el AMS podrfa tener una aplicacién clinica en pacientes sometidos a tratamientos
antitumorales agresivos, en los que se requiere una rdpida recuperacioén de la médula
antes de que aparezcan estados patolégicos de leucopenia, trombopenia, granulocito-
penia etc, que provoquen la muerte del individue.

Los factores de crecimiento hematopoyéticos han sido ya aplicados en clinica,
poniendo de manifiesto el importante papel que pueden jugar los MRB en el
tratamiento del cancer (Ganser y col, 1990; Negrin y col, 1990; VadhanRaj y col,
1990).

Claro estd, que para que un producto que muestra actividad estimuladora en animales
de experimentacién (ratén), pueda ser utilizado en clinica, ha de superar toda una
serie de etapas, como son, el demostrar que su actividad no es especifica de especie
(cobayas, monos y por iiltimo humanos), y que no produce efectos secundarios a nivel
de otros 6rganos distintos a los hematopoyéticos. Con el AMS el primer paso estd
dado, y los otros, obviamente, no forman parte del objetivo de esta tesis.

5.2.4.- Capacidad del AMS, administrado "in vitro", para estimular la
hematopoyesis en LTBMCs.

Hasta ahora, hemos expuesto y discutido distintos aspectos relacionados con el AM3
y el AMS, y su capacidad para estimular el sistema hematopoyético. Con ambos
productos, lo que se contempla es su administracién oral o intravenosa, pero siempre
realizdndose el tratamiento "in vive",

Si bien a la hora de evaluar la accién de un producto, resulta absolutamente
imprescindible su andlisis "in vivo", es asf mismo cierto que una vez detectados y
cuantificados sus efectos, a la hora de profundizar en sus mecanismos de accidn
resulta aconsejable la utilizacién de sistemas "in vitro" que simplifiquen el modelo
bioldgico.

Con el desarrollo del cultivo de larga duracién de médula ésea (LTBMC) (Dexter y
col, 1977) se ha conseguido reproducir "in vitro" la hematopoyesis medular.

A diferencia de la médula "in vivo", que posee una capacidad limitada para
expandirse, la hematopoyesis en LTBMCs va a poder amplificarse por la propia
naturaleza del cultivo, sin que tengan lugar fendmenos de migracién de precursores,
que enmascaren la estimulacién provocada por el tratamiento con un MRB.

Ademds, en este cultivo, a diferencia de 1o que ocurre en cultivos a corto plazo en
matriz semisélida, la hematopoyesis sigue un proceso dindmico. En la capa adherente



-118-

del cultivo, el equivalente al microambiente hematopoyético de la médula dsea, se
localizan una serie de focos o "nichos”, donde se asientan los precursores hematopo-
yéticos pluripotentes. Estos precursores al perder contacto con el "nicho", quedan
expuestos a factores microambientales, perdiendo su capacidad de automantenimiento,
A medida que los precursores van proliferando y diferenciando, son liberados desde
la capa adherente al sobrenadante (Dexter y col, 1984),

Asf, estos cultivos constituyen un sistema biol6gico adecuado para realizar, no sélo
la cuantificacién de procesos de estimulacién hematopoyética, sino también para
profundizar en los mecanismos de regulacién implicados en esa estimulacién.

Los resultados expuestos en apartados anteriores, ponfan de manifiesto la capacidad
del AMS5 para estimular la hematopoyesis esplénica "in vivo". Si bien no se observd
acumulacién de precursores hematopoyéticos en la médula después del tratamiento
con AMS, el aumento en los niveles de CFU-S en sangre periférica tras este
tratamiento, ponfa de manifiesto la existencia de fenémenos de migracién, que
podrfan explicar 1a no deteccién de estimulacidn sobre la hematopoyesis medular,

El cultivo de larga duracién resulta idéneo para obtener un resultado concluyente
sobre la capacidad del AMS para estimular la hematopoyesis medular.

El primer pardmetro analizado fue la relacién dosis de AMS5 y respuesta hematopoyé-
tica en el cultivo. Para ello, utilizamos dosis del mismo orden de las administradas
a los animales "in vivo". Asf, se utilizé un rango de dosis comprendido entre 0,2-1,0
pg/ml, lo que suponfa 2-10 pg/botella de cultivo.

En estos cultivos es posible observar un comportamiento diferente entre el sobrena-
dante y la capa adherente. Mientras que en la capa adherente se encuentran
localizados los focos hematopoyéticos, el sobrenadante supone el compartimiento al
que se liberan las distintas poblaciones celulares procedentes de la capa adherente.

En el rango de dosis estudiado, se pudo constatar una clara relacidn dosis-respuesta
tanto en lo que se refiere a nimero de células totales (celularidad) (Figura 43), como
a precursores pluripotentes (CFU-S) (Figura 45) o comprometidos (CFU-GM),
alcanzdndose ]a maxima estimulacién con dosis de 0,8-1,0 ug/ml (Figura 46).

En los sobrenadantes de LTBMCs los niveles de precursores comprometidos (Figura
46) aumentaron m4s allé de los de precursores pluripotentes (Figura 45) (500% y

300% respectivamente).

La respuesta de la capa adherente al tratamiento, fue diferentes a la observada en el
sobrenadante. Asf, la celularidad disminuy6 a medida que la dosis de AMS fue
aumentando (Figura 43), alcanzando valores minimos con dosis de 1,0 pg/ml (40%
respecto al control). Los niveles de precursores pluripotentes (Figura 45), Unicamente
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mostraron diferencias respecto al control tras dosis de 0,8 pg/ml (130%). Por el
contrario, los precursores comprometidos (Figura 46) de la capa adherente
presentaban una estimulacién dependiente de Ia dosis administrada, alcanzdndose
valores del 250% tras dosis de 0,8-1,0 ug/ml,

A vpartir de estos resultados, la conclusién que es posible establecer, es la de la
capacidad del AMS para actuar sobre la hematopoyesis de la médula ésea, fenémeno
que no habfa podido ser puesto de manifiesto "in vivo". Este hecho corrobora la
hipétesis de que el AMS5 actiia a nivel de ambos érganos hematopoyéticos, médula
ésea y bazo, y que la no constatacién de un incremento de la hematopoyesis medular,
es consecuencia de fendmenos de migracién de precursores hacfa otros érganos, a
través de sangre periférica tal y como sugerimos anteriormente (apartado 5.2,2.1.).

Una vez constatada la capacidad del AMS para estimular la hematopoyesis en
LTBMC, se abordé el andlisis de la respuesta de este cultivo a miltiples dosis. El
objetivo fue determinar si nuevas dosis de AMS segufan potenciando la hematopoye-
sis, o si por el contrario, ello se traducfa en un "agotamiento” prematuro de la
misma.

Para ello, se utilizaron dosis de 0,2 y 0,8 pg/ml, realizdndose tratamientos durante
1, 2, 3 6 4 semanas consecutivas, coincidiendo con el cambio de medio.

Como se observa en las Figura 48 y 49, con dosis de 0,2 ug/m] la estimulacién tanto
en la celularidad como en Jos niveles de precursores CFU-GM en el sobrenadante del
cultivo, era proporcional al nimero de dosis administradas, A estas mismas dosis, el
grado de estimulacién de la capa adherente era similar al alcanzado tras una dosis
tinica,

Cuando la dosis administrada fue de 0,8 pg/ml, se observé un incremento en la
celularidad del sobrenadante, dependiente del nimero de dosis administradas (Figura
48). Por el contrario, los niveles de CFU-GM también en el sobrenadante, descendian
tras cuatro dosis de AM5 (75% respecto al valor control) (Figura 49).

De nuevo, la capa adherente mostr6é un comportamiento diferente. Asf, si bien la
administracién de una dosis de AM5 producfa un descenso en la celularidad, ésta no
se vié acentuada con la administracién de muiltiples dosis (Figura 48). Por el
contrario, los valores de precursores CFU-GM auin encontrdndose por encima de los
valores control en cultivos tratados con 1 6 2 dosis de AMS, disminuyeron
significativamente hasta valores del 25% en relacion al control en LTBMCs tratados

con 4 dosis de AMS (Figura 49).

Estos descensos en los niveles de precursores los interpretamos como un agotamiento
del cultivo, como consecuencia de fa superproduccion hematopoyética inducida por
el tratamiento con AMS a dosis de 0,8 pg/ml.
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Con factores de crecimiento como la IL-3 se han descrito niveles de estimulacién
semejantes a los observados con AMS, Tras nueve semanas de tratamiento con 2
ng/ml afiadido semanalmente, se obtenfan incrementos del 200% en la celularidad y
del 550% en los niveles de CFU-GM del sobrenadante. Sin embargo, estos autores
analizaninicamente la estimulacidén de precursores hematopoyéticos en el sobrenadan-
te del cultivo. Un incremento a este nivel no indica que inequifvocamente se esté
produciendo una estimulacién hematopoyética, ya que este incremento podrfa deberse
a una migracién de precursores desde la capa adherente del cultivo, lo que se
traducirfa en una despoblacién progresiva de la misma (Eliason y col, 1988).

Tratamientos con GM-CSF (3 ng/ml) no producian estimulacién hematopoyética en
el LTBMC. Incluso con dosis 10 veces mayores (30 ng/ml) administradas durante 6
semanas consecutivas no se consigue incrementar los niveles de precursores
hematopoyéticos (Williams y Burgess, 1980; Eliason y col, 1988).

Tampoco se ha observado estimulacion hematopoyética en LTBMCs como
consecuencia del tratamiento con M-CSF (Dexter y Shadduck, 1980).

Por el contrario el litio, un agente capaz de incrementar “in vivo" la produccién de
granulocitos (Rothstein y col, 1978), estimula la mielopoyesis cuando se administra
"in vitro" a LTBMC (Doukas y col, 1986). Concentraciones de 1 MEq de litio
producen incrementos en la celularidad del 250% en relacién al valor control, tres
semanas después de iniciado el tratamiento. Se ha observado asimismo incremento en
los niveles de CFU-S, CFU-GM y CFU-Meg tanto en €] sobrenadante como en el
estroma de LTBMCs tratados con litio (Levitt y Quesenberry, 1980).

5.2.5.- ;Son los CSFs mediadores del efecto estimulador del AMS en LTBMC?.

La importancia de los factores reguladores hematopoyéticos en fenémenos de
proliferacién de precursores "in vitro", se puso de manifiesto desde €l momento en
que se consiguid clonar el primer precursor (Bradley y Metcalf, 1966). Sin embargo,
el papel que estos factores juegan en la regulacién hematopoyética de cultivos de larga
duracién de médula 6sea, ha estado sometido a discusién durante bastante tiempo.

En los primeros trabajos en los que se ensay6 el efecto de la adicidn de CSFs a
cultivos de larga duracién, no se observaron incrementos de la hematopoyesis.
Ademds, la adicién de antisueros anti CSFs parecfan no afectar la produccién
hematopoyética en LTBMCs. Ello hizo pensar, que la mielopoyesis en estos cuitivos
no estaba regulada por CSFs ¢ que la produccién de éstos, era minima en el cuitivo,

actuando localmente.
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S.in embargo, hoy existen toda una serie de evidencias que indican que los CSFs estdn
directamente implicados en la regulacién de la mielopoyesis en LTBMC. Heard y col
en 1982 (Heard y col, 1982) detectaron niveles significativos de CSFs en cultivos de
larga duracién.

Posteriormente, el grupo de Gualtieri (Gualtieri y col, 1984), aporté nuevas
evidencias sobre la importancia de los CSFs en LTBMCs, al demostrar un aumento
de factores hematopoyéticos dependiente de la dosis de radiacion a la que era
expuesto el cultivo. Los CSFs eran incrementados a medida que la mielopoyesis
disminufa, como consecuencia de la irradiacidn.

Se han detectado altos niveles de CSF en LTBMC, 24 horas después del cambio de
medio (Lipschitz y col, 1987; Udupa y Lipschitz, 1988). En este sistema, demostra-
ban que un aumento en la mielopoyesis era invariablemente precedido por un aumento
significativo en los niveles de CSF.

Por todo lo mencionado anteriormente, cabfa la posibilidad de que la fuerte
estimulacién hematopoyética observada en LTBMCs tras el tratamiento "in vitro" con
AMS, estuviera mediada por un aumento en los niveles de CSFs presentes en el
cultivo.

La aproximacién seguida para detectar CSFs en LTBMCs tratados con AMS5, fue en
un principio global, encaminada a demostrar la presencia de actividad estimuladora
de colonias en estos cultivos, sin pretender caracterizar todos los factores implicados.

Se empled el ensayo convencional de CFU-GM para determinar si los sobrenadantes
de LTBMCs tratados con AM5 contenfan los factores necesarios para el desarrollo
de colonias CFU-GM en cultivo "in vitro", el cual se sabe que requiere inexcusable-
mente la presencia de factores hematopoyéticos.

Los primeros sobrenadantes analizados, procedieron de cultivos de larga duracién
tratados con 0,8 ug/ml de AMS, al ser esta dosis la que producfa la mdxima

estimulacién hematopoyética.

Los resultados (Figura 51), demostraban la presencia de GM-CSA en los sobrenadan-
tes de cultivos tratados. La relacién cantidad de sobrenadante afiadida, mimero de
colonias formadas "in vitro”, era similar a la descrita para medios condicionados
tradicionales (Metcalf y Johnson, 1978; Dexter y col, 1980). A bajas concentraciones
de sobrenadante, se observé una dependencia entre el nimero de colonias formadas
y cantidad de sobrenadante afiadida. Por encima de una determinada concentracion,
se alcanzaba un platd, a partir del cual un aumento en la concentracién de sobrena-
dante no induce la formacién de nuevas colonias, Esto se debe a que todos los
precursores susceptibles de formar colonias, ha sido ya inducidos a ello.
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Estos resultados demuestran que la estimulacién hematopoyética inducida por AM3
estd mediada por GM-CSA.

El hecho de que la estimulacién hematopoyética en cultivos de larga duracién tras el
tratamiento con AMS5, fuera dependiente de la dosis de producto administrada (Figura
46), hacfa pensar que los niveles de GM-CSA presentes en los sobrenadantes, también
dependerfan de la dosis de AMS afiadida al cultivo.

Se observé una relacién directa entre dosis de AM5 afiadida al cultivo y niveles de
GM-CSA presentes en el sobrenadante (Figura 52), siendo mdximos los niveles de
GM-CSA con dosis de 1,0 ug/ml, aunque dosis de 0,4 ug/ml eran suficientes para
inducir altas cantidades de GM-CSA.

Este comportamiento estaba relacionado con la estimulacién de precursores
hematopoyéticos en LTBMCs tras el tratamiento con AMS. Con dosis bajas de
producto tenfa lugar una ligera estimulacion de los precursores hematopoyéticos en
el cultivo, observdndose asimismo bajos niveles de GM-CSA. Tras dosis altas de
AMS (0,8 pg/ml) los niveles de precursores hematopoyéticos en el cultivo, estaban
fuertemente incrementados, detectdndose en el sobrenadante altos niveles de GM-
CSA.

Hay que destacar por tanto que, aunque por razones experimentales, la cuantificacion
de GM-CSA se realizé un dia en el que no se espera que los niveles de factores sean
mdximos, la concentracién de actividad estimuladora detectada en cultivos tratados
con AM5 eran muy elevada, lo que es una prueba mds de la gran capacidad
estimuladora de este producto,

En el sobrenadante de cultivos de larga duraci6n tratados con litio, también se ha
detectado GM-CSA, observdndose un incremento de cuatro veces en el nimero de
colonias CFU-GM crecidas "in vitro" en presencia del sobrenadante tratado, en
relacién a las obtenidas con sobrenadante control (Mc Grath y col, 1987). Sin
embargo, para obtener estos incrementos en el nimero de colonias CFU-GM, la
cantidad de sobrenadante afiadida al ensayo era del 50% (v/v). Con el AM3, las
cantidades de sobrenadante utilizadas eran del 20% (v/v).

Unicamente sobrenadante de cultivos tratados con litio, concentrados 6-8 wveces,
contenfan niveles de GM-CSA semejantes a los obtenidos tras el tratamiento con AM3

(Quesenberry y col, 1984).

En ningyin caso detectamos GM-CSA en sobrenadantes procedentes de cultivos control
sin tratar, ni siquiera cuando éstos eran concentrados 5 veces por métodos de
ultrafiltracién. Otros autores han descrito la presencia de GM-CSA en sobrenadantes
de cultivos control, si bien los niveles detectados son siempre bajos (Shadduck y col,

1983).
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Cabfa esperar que los factores responsables de la actividad estimuladora de colonias
observada, correspondieran a CSFs que ya han sido descritos como factores
reguladores hematopoyéticos, lo que nos llevé a utilizar membranas de ultrafiltracién
que seleccionaran moléculas de peso molecular superior a 10.000 daltons (los CSFs
descritos poseen Pm > 10.000).

Los resultados obtenidos (Figura 53), confirmaban que los factores presentes en
cultivos tratados con AMS5 eran de peso molecular superior a 10.000 daltons, ya que
frente a niveles casi indetectables de GM-CSA en sobrenadantes de cultivos tratados
con 0,2 ug/ml de AMS, estos sobrenadantes concentrados 5 veces mostraron niveles
de actividad estimuladora muy similares a los obtenidos en el control positivo (AF-
MC).

Puesto que la estimulacién hematopoyética en cultivos de larga duracién de médula
sea, era dependiente del nimero de dosis de AMS administradas, se cuantificaron
los niveles de GM-CSA en cultivos sometidos a tratamientos semanales con AMS, con
objeto de determinar si 1a relacién entre niveles de precursores y actividad GM-CSA,
observada en cultivos tratados con una dosis tnica, se mantenfa en el caso de dosis
multiples.

Asf, se analizé la presencia de GM-CSA en los sobrenadantes de cultivos tratados con
1, 2 6 3 dosis de AMS5 (0,8 ug/ml), observdndose que los niveles de actividad
estimuladora disminufan a medida que el nimero de dosis de AMS5 administradas era
mayor,

Si bien existfa una relacidn clara entre estimulacién hematopoyética y niveles de GM-
CSA en cultivos tratados con 1 dosis de AM35, no se pudo establecer ningtin tipo de
relacién entre estos pardmetros en cultivos tratados con miiltiples dosis de producto

(Figura 55).

Cultivos de larga duracién tratados con 2 dosis de 0,8 pg/ml de AMS mostraban
incrementos en los niveles de precursores, tanto en el sobrenadante como en el
estroma, muy similares a los descritos en cultivos tratados con una dosis de 0,8
ug/ml, mientras que los niveles de GM-CSA eran mds altos en éste 1iltimo caso.

5.2.6.- Caracterizacion de los CSFs liberados en LTBMC tras el tratamiento
con AMS.

Los resultados que demostraban la presencia de actividad estimuladora de colonias en
LTBMCs tratados con AMS, apuntaban a que el factor liberado podria ser el GM-

CSF.
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La presencia de GM-CSF en el cultivo, explicarfa los incrementos observados tanto
en los niveles de precursores pluripotentes como comprometidos tras el tratamiento
con AMS (Sieff y col, 1985; Metcalf y col, 1986), lo que nos llev$ a determinar si
existfa este factor en los cultivos tratados.

As{, una vez establecida la dilucién de antisuero capaz de inhibir el 100% de la
actividad del rGM-CSF (50U/ml) (Figura 56), se determind la inhibicién de la
actividad estimuladora de colonias presente en sobrenadantes de LTBMCs tratados
con 0,8 ug/ml, frente a distintas diluciones de antisuero (1/50 a 1/1000).

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que diluciones de 1/100, capaces de
inhibir en un 100% al rGM-CSF, tinicamente inhibi6 el 30% de la actividad presente
en sobrenadantes de LTBMCs tratados con AMS. Incluso diluciones de 1/50 no
conseguian inhibir toda la actividad presente en el sobrenadante (inhibicién del 60%)
(Figura 57).

Para otros productos como el litio, que induce liberacién de CSA en LTBMCs,
también se ha descrito que la adicién de antisuero anti GM-CSF inhibe parcialmente
1a actividad estimuladora de colonias, alcanzandose sin embargo una mayor inhibicién
mediante una combinacién de antisueros anti GM-CSF y anti M-CSF. Esto llevé a
estos autores a postular que la estimulacién producida por litio en cultivos de larga
duracién se debe mayoritariamente a GM-CSF, si bien el M-CSF también estd
implicado en el efecto (Mc Grath y col, 1987).

En cultivos de larga duracién de médula ésea sometidos a una irradiacién tambien hay
liberacién de factores, los cuales mediante anticuerpos monoclonales han sido
caracterizados como GM-CSF (Alberico y col, 1987).

Si bien los resultados obtenidos en estos experimentos, confirman que el AM5 induce
la liberacién de GM-CSF, factor que serfa responsable de la fuerte estimulacién
observada en la hematopoyesis de estos cultivos, el hecho de que antisueros anti GM-
CSFs, cuando se usan a diluciones dos veces superior a la necesaria para inhibir el
100% de rGM-CSF 50U/ml, no consigan inhibir el 100% de la actividad estimuladora
presente en el sobrenadante del cultivo tratado, implica que o bien los niveles de GM-
CSF presentes son muy elevados, o que como consecuencia del tratamiento con AMJ
se liberan otros factores junto con el GM-CSF.
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El MRB analizado es un potente estimulador de la hematopoyesis murina,
mostrando actividad tanto en su forma insoluble, AM3, como en su forma
soluble, AMS,

El tratamiento de ratones subletalmente irradiados con AM3 "via oral", induce
un incremento de su nimero de precursores hematopoyéticos pluripotentes en
bazo.

Este incremento, es independiente de que la administracién del AM3 se lleve
a cabo antes o después de la irradiacién, asf como de la dosis de radiacién
recibida por los animales.

El protocolo éptimo para estimular la produccién de precursores pluripotentes
en ratones subletalmente irradiados, no incrementa la supervivencia del ratén
frente a dosis potencialmente letales de radiacién. Sin embargo, no descarta-
mos una respuesta positiva con la utilizacién de otros protocolos experimenta-
les.

La administracién intravenosa de una inica dosis de AM5 a ratones no
irradiados, provoca la estimulacién de su hematopoyesis esplénica, afectando
tanto a la poblacién de precursores pluripotentes como a la de comprometidos,
habiéndose demostrado que este efecto no es debido a la contaminacidn
residual de LPS presente en la muestra. Por el contrario, este mismo
tratamiento no produce efectos detectables sobre la hematopoyesis medular.

La mdxima estimulacién hematopoyética en bazo, reflejada en el nimero de
precursores pluripotentes y comprometidos, se alcanza cinco dfas después de
la administracién de AMS, retornando a valores control el dfa quince, lo que
demuestra que el AMS5 no induce una estimulacién hematopoyética irreversi-

bie.

El que tanto el nimero de precursores comprometidos hacia la linea
granulo-macrofégica, como a la linea eritroide, se vieran incrementados en
bazo como consecuencia del tratamiento con AMS, demuestra que este
compuesto no induce una estimulacién hematopoyética descompensada.
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El AM5 es un potente radioprotector, que actia tanto sobre ratones irradiados
con dosis potencialmente letales, incrementando su supervivencia, como en
animales subletalmente irradiados estimulando la recuperacién de precursores
hematopoyéticos pluripotentes y comprometidos, tras la irradiacién,

La radioproteccién conferida por el AMS, es altamente dependiente del
intervalo de tiempo entre administracién del producto e irradiacién, siendo
mdxima cuando la administracién se lleva a cabo un dfa antes de la exposicidn
del animal a radiaciones ionizantes.

La capacidad del AMS para estimular "in vitro" la hematopoyesis en cultivos
de larga duracién de médula ésea (LTBMC), junto con el incremento de
CFU-S en sangre periférica en ratones tratados "in vivo" con AMS, pone de
manifiesto su capacidad para actuar sobre la hematopoyesis medular. El que
esta actividad no se refleje "in vivo" en un incremento del mimero de
precursores presentes en la médula 6sea, sugiere la existencia de procesos de
migracién, desde este Grgano a otros focos hematopoyéticos.

La respuesta del cultivo de larga duracién de médula 6sea al tratamiento "in
vitro” con AMS5 es también dosis dependiente. Al igual que "in vivo", el
AMS, induce un fuerte incremento tanto en la celularidad como en el nimero
de precursores pluripotentes y comprometidos, presentes en el sobrenadante
de estos cultivos.

El tratamiento con multiples dosis de AMS, demuestra que la estimulacién
hematopoyética de estos cultivos es acumulativa, con dosis moderadas de
producto. Sin embargo, con dosis altas de AMS, se produce una estimulacién
tan fuerte de la hematopoyesis que conduce en iltimo término al "agotamien-
to" prematuro del cultivo.

El fuerte crecimiento hematopoyético observado en LTBMCs tratados con
AMS, estd mediado por la liberacién de factores estimulantes hematopoyéticos
(CSFs). Tras una tnica dosis de AMS5, la concentracién de GM-CSA presente
en el sobrendante de LTBMCs es funcién de la dosis de AM3 afiadida al

mismo.

Fl efecto estimulador del AMS5 sobre la hematopoyesis de LTBMC, estd
mediado por la liberacién de GM-CSF, como lo demuestra el que la actividad
estimuladora presente en los sobrenadante sea inhibida al adicionar antisueros
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contra este factor. El que esta inhibicién sea parcial, podrfa ser debido a que
éste no es el unico factor liberado como consecuencia del tratamiento con

AMS,

15.- En resumen, podemos concluir que el MRB cuyo andlisis ha sido objeto de
esta tesis, presenta una potente capacidad estimuladora hematopoyética. Que
es activo "vfa oral" y "via intravenosa", "in vivo" e "in vitro". Capaz de
actuar tanto sobre ratones normales como irradiados. Que su efecto radiopro-
tector se pone de manifiesto tanto frente a dosis potencialmente letales como
subletales de radiacién y que actda mediante la liberacién de factores

endégenos hematopoyéticos.

Por todo ello, pensamos que este MRB tiene unas grandes expectativas de aplicacién
en clinica, si bien, para ello, se requiere previamente la realizacién de los correspon-
dientes ensayos pre-clinicos, que confirmen que las actividades descritas en este
trabajo, en ratén, se reproducen en humanos,
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