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1.-INTRODUCCION.

1.1.-ANTECEDENTES HISTORICOS.

En todas las exposiciones incontroladas a
las radiaciones ionizantes desde Hiroshima y Nagasaki se
han observado unas caracteristicas comunes gue han
afectado significativamente el desarrollo ¥y el empleo de
radioprotectores. Estas caracteristicas son las
siguientes (1):

1.-En contraste con la exposicidn
radioterdpica,la calidad de la radiacién en las

sitvaciones incontroladas frecuentemente se desconoce.

2.-La distribucién de la dosis recibida
probablemente no sea homogénea, lo gque constituye un

factor importante para el tratamiento de estas personas.

J.-Las iesiones por radiacién debidas a armas
nucleares, accidentes o a la permanencia en el espacio se

potencian frecuentemente por el stress asociado.

4.-En este tipo de exposiciones incontroladas

es dificil predecir la cronologia de las lesiones.

Hace 45 afios que Barron, en 1946, demostrd
que el glutatién (GSH) proporcionaba proteccidén, a una
preparacién de enzimas en solucidén, contra la inactivacidn

provocada por las radiaciones ionizantes (2).



Patt,Tyree, Straube vy Smith, en 1.949 (3),
comunicaron que la Cisteina protegfia al ratén contra los
efectos de la Irradiacién Corporal Total (ICT) con un
Factor de Reduccién de Dosis igual a 2,

Dos afios mads tarde, Bacq, Herve, Lecompte ¥
cols., en 1951 (4), comunicaron gque la Cisteamina también
tenia efecto radioprotector.

En los afios inmediatamente posteriores a la
II Guerra Mundial, en la que por primera vez se habfian
utiilizado proyectiles atémicos, la posibilidad de un
compuesto que brindara proteccién frente a la ICT y sus
efectos fué de gran interés para el estamento militar (4).
Desde ese momento se iniciaron multitud de investigaciones
en todo e! mundo para encontrar nuevos compuestos con
accién radioprotectora, fomentadas en gran parte por la
situacién politica existente,en plena época de ‘"guerra
fria” y de tensién entre los dos grandes bloques.

Al inicio de la década de los cincuenta, la
Comisién de Energia Atdémica de los Estados Unidos inicié
un programa de desarrollo de radioprotectores que llevé a
la sintesis de 1la aminoetilisotiurea (AET) ¥ a una mayor
comprensién de las caracteristicas estructurales de los
compuestos sulfurados (5).

Los primeros programas de investigacidén en
sintesis y evaluacién de radioprotectores dieron como
resultado unos compuesfos andlogos de la cisteina que eran

demasiado téxicos.

Otro gran programa de investigacidén fué
patrocinado por el U.8. Army Research and Development
Command, con €! nombre de Apntirradiation Drug Development



Program, y se desarrollé entre los afios 1.959 ¥y 1.973 en
el Walter Reed Army Institute of Research (6).

Durante estos afios se sintetizaron y
probaron unos 4.400 compuestos que tenian una estructura
similar & la cisteina y a Ia cisteamina, con la intencidn
de encontrar alguno que fuera menos téxico que éstos. EI
primer gran paso en esa investigacién fue el
descubrimiento, de que si el grupo sulfidrilo se combinaba
con un fosfato, era preciso administrar el doble de la
dosis para conseguir un nivel dado de toxicidad. Uno de
los compuestos desarrol lados fue el dcido
S-2(3-aminopropilamino)etilfosforotioico identificado por
las siglas WR-2721. Su nombre comercial es Ethiofos y,
desde su descubrimiento hasta la actualidad, es el

prototipo de farmaco radioprotector (6} (7) (8).

Los aminotioles fosforilados representaron
una gran mejoria respecto a los primitivos compuestos en
cuanto a la potencia de su accidén,tolerancia y duracién de
su accidén,pero asi ¥y todo seguian presentando efectos

colaterales indeseables

Se produjo una disminucién del interés en
este tema hasta el final de los afios 70 cuando se
replanted la wutilidad de los compuestos radioprotectores
como coadyuvantes en el tratamiento del cancer. Se
efctuaron 1los primeros ensayos clinicos con WR-2721 en
pacientes con cancer sometidos a tratamientos
radioterdpicos (9). Asimismo se potencid la investigacién
de todos los grupos de compuestos susceptibles de brindar
radioproteccién con el Animo de encontrar nuevos
radioprotectores que tuvieran al menos igual o© superior
efectividad que el WR-2721 y dque presentaran menos

toxicidad vy efectos secundarios.



1.2.~- RADIOPROTECTORES.CONCEPTO Y GENE S

1.2.1.- CONCEPTO DE RADIOPROTECTOR.

La definicidén generalmente aceptada (10)
(11) de radioprotector es la siguiente: Se considera un
verdadero radioprotector a aquel gque actida elevando el
umbral lesivo para la radiacién ionizante recibida por la
células es decir, en presencia de un compuesto
radioprotector se necesita una mayor dosis de radiacién
para producir upa determinada lesién que la gue seria

necesaria en ausencia de este compuesto.

1.2.2,.-FACTOR DE REDUCCION DE DOSIS (FRD).

Para poder valorar cuantitativamente el
efecto radioprotector de un compuesto o de un
procedimiento terapéutico se establecié el concepto de
Factor de Reduccién de Dosis (FRD), que a su vez se define
como el cociente entre la dosis de radiacidén que, tras la
administracién del compuesto que se estéd evaluando, se
precisa para producir un cierto efecto y la dosis de
radiacién necesaria para producir ese mismo efecto sin la
administracién del compuesto (1}. Podemos expresar
matemdticamente este concepto mediante la siguiente
expresion:



Dosis de radiacién necesaria para

Siendo : Do

producir un cierto efecto.

D1 : Dosis de radiacién necesaria para
producir el mismo efecto en
presencia del radioprotector.

De - 1o expuesto mids arriba se deduce

facilmente que solo podrdn considerarse con efecto
radioprotector aquellas sustancias o compuestos c¢uyo FRD

sea mayor gue la unidad.

1.2.3, -MECANISMOS DE ACTUACION.

La definicién de radioprotector se refiere
estrictamente a aquellas sustancias o compuestos gue son
capaces de modificar la respuesta biolégica celular, y por
tanto tisular y orgénica a la radiacién, 1lo que lleva
implicita una influencia en la supervivencia y que,
ademAs, establece un requisito indispensable para la
consideracién de una sustancia como radioprotector que es
la necesidad de gue esta sustancia esté presente en el

organismo antes de que se produzca la irradiacidn.



De un tiempo &8 esta parte, sin embargo,
existe la tendencia a considerar también como sustancias
radioprotectoras a aquellas que, sin modificar 1la
respuesta celular a la radiacién (12) y que, por lo tanto,
no afectardn a la supervivencia celular vy orgénica,
favorezcan la reproduccidon de las células supervivientes o
tengan efectos paliativos sobre 1los sintomas que pueden
itevar al fallecimiento del individuo.

Estas sustancias, & las que se «califica en
la actualidad como radioprotectores sin gque en puridad
puedan considerarse como tales, reducirfian el tiempo de
recuperacién en los individuos afectos, siempre que esto
fuera posible, ¥y paliarian el disconfort de aquellos que

no fueran recuperables. En resumen, pues:

RADIJOPROTECTORES METABOLICOS.

I.-~ Radioprotectores en el sentido estricto
del término.

Aquellos agentes o procedimientos que
puedan facilitar la reparacién del
dafic inducido por 1la radiacidén o
facilitar su recuperacidn.

1I1.- Radioprotectores "no estrictos”.

Tratamientos profilacticos o inmediatos
que puedan reducir el deterioro del
estado general provocado por la

radiacidén en el individuo afectado.



Segin las consideraciones anteriores ¥y
moviéndonos en sentido tedrico, la accién de un
radioprotector en el concepto amplio del término se
efectuaria por uno/s de los siguientes mecanismos de

actuacidn:

1) Proteger de los efectos directos de la radiacién
y de la formacién de radicales 1libres (perdxidos vy
superdxidos). Esto se realizaria mediante la reduccién de

los tdéxicos intermedios.

2) Reparacién de los dailos moleculares. Esto se
realizaria mediante 1la restauracién de la integridad

molecular.

3) Regeneracién de las células seriamente dafiadas
por medio de la estimulacidn de las posibles <céluias

madres supervivientes.

4) Eliminacién o disminucién de 1}la sintomatologia
provocada por la irradiacidn, ya sea de un érgano o del

conjunto del organismo.

1.2.4.-CLASIFICACION DE LOS RADIOPROTECTORES.

Se han efectuado varias revisiones,
intentando establecer clasificaciones de estos compuestos,
como las efectuadas por Davidson, Grenan y Sweeney en 1980
{7}, por Giambarresi y Jacobs en 1987 (13) y por Pardo,

Martin, Moratinos y Menendez, en 1990 (14).
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Hay que tener en cuenta que la multitud de
compuestos que se han investigado y que se investigan en
la actualidad imposibilita su enumeracién exhaustiva y que
algunos de ellos actuan o pueden actuar por mads de un
mecanismo ( por ejemplo algunas vitaminas y algunos
modificadores de la respuesta bioldégica ) por 1lo que las
interrelaciones entre los distintos apartados presentan
una complejidad tal que justificarian por si mismas un

estudio y revisién independientes.

Debido a que se trata de un tema en el gue
las nuevas investigaciones efectuadas obligan a
replantearlo constantemente y no es posible, por tanto,
pretender establecer postulados inmutables, en esta tesis
proponemos la siguiente clasificacién propia que se ha
elaborado intentando simplificaria lo mdximo posible ¥ que

se expone en la FIGURA 1.
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FIGURA 1., Clasificacién de los Radioprotectores.

A_) RADIOPROTECTORES EN SENTIDQ ESTRICTQ.,
1.- ELIMINADORES DE RADICALES LIBRES. TIOLES.
1.1.-TIOLES ENDOGENOS (Tioles aniénicos}.
1.1.1.-Glutation.
1.1.2.-Cisteina.
1.1.3,.-Mercaptosuccinato.

1.2.-TIOLES NEUTROS.

1.2.1.-Mercaptoetanol.
1.2.2.-Ditiotrolol.

1.3.-TIOLES EXOGENOS (Tioles catidénicos].
1.3.1.-Cisteamina.
1.3.2.-WR-2721.

1.3.3.-WR-1065.
1.3.4.-WR-3689.

2.~ ANTIOXIDANTES.
2.1.-ENZIMAS ANTIOXiDANTES.
2.1.1.-Principales.
2.1.1.1.-Glutatidén Peroxidasa {(GSHPx}.

2.1.1.2.-Catalasa.
2.1.1.3.-Supérdéxido Dismutasa (SOD).

12



FIGURA 1. cClasificacién de los Radioprotectores.

2.1.2.-Secundarias.
2.1.2.1.-Glutatién Transferasa
{GSHTXx).
2.1.2.2.-Glutatién Reductasa (GR).
2.1.2.3.-Glucosa 6-fosfato

dehidrogenasa.

2.2.-METALES ANTIOXIDANTES.

{Miméticos de las Enzimas Antioxidantes).

2.2.1.-Compuestos de Cobre.

2.2.2.-Compuestos de Hierro.

2.2.3.~Compuestos de Seienio.

2.2.4.-Dietilditiocarbamato (DDC).

2.3.-VITAMINAS ANTIOXIDANTES.

2.3.1.-vVit. C.

2.3.2.-Vit. A (y su componente el
B-caroteno).

2.3.3.-vit. E (y su componente ei

A-tocoferol).
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FIGURA 1. Clasificacién de los Radioprotectores.,

3.- MODIFICADORES DE LA RESPUESTA BIOLOGJICA,

3.1.-POLISACARIDOS.

3.1.1-Endotoxinas.

3.1.2.-0tros PolisacAridos.

3.1.2.1.-Glucan.

3.1.2.1.1.-Glucan P.
3.1.2.1.2.-Glucan F.

3.1.2.1.-GLP/BO4.
3.1.2.2.-GLP/BO3S.
3.1.2.3.-MN2,

3.1.2.4.-MNR.
3.1.2.5.-Picibanil (0K432}.

3.2.-CITOKINAS.

3.2.1.-Linfokinas.

3.2.2.-Monokinas.

3.3.-PROSTAGLANDINAS,

3.3.1.-PGE1.

3.3.2.-PGE2.
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FIGURA 1. Clasificacién de los Radioprotector

B_) RADIOPROTECTORES NO ESTRICTOS.

1.- ANTIEMETICOS.

1.1,-NEUROLEPTICOS.
t.1.1.~-Fenotiacinas.
1.1.2.-Butiroferonas.
1.2.-ANTICOLINERGICOS.
1.3.-ANTIHISTAMINICOS H1 Y H2.
1.4.-TERAPIAS DE COMBINACION.
1.5.-0TROS ANTIEMETICOS.
1.5.1.-Metoclopramida.
1.5.2.-Domperidone.
1.5.3.~-Cannabinocides sintéticos.
1.5.4.~-Antiinflamatorios.

1.5.4.1.-Acido Acetil Salicilico.
1.5.4.2.-Indometacina.
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FIGURA 1, Clasificacién de los Radioprotectores,

1.5.5.~Nuevos Agentes.
1.5.5.1.-Dazopride (AHR 5531).
1.5.5.2.-BRL 42924.
1.5.5.3.-MDL 72222.
1.5.5.4.-1ICS8 205-930.

2.- ANTIDIARREICOS.

J.- VITAMINAS,

4.- REPOSICION DE LIQUIDOS Y ELECTROLITOS.

3.~ REPOSICION DE ELEMENTOS FORMES DE LA SANGRE,

6.~ ESTIMULANTES DE LAS POSIBLES CELULAS MADRES
SUPERVIVIENTES.

7.- ANTIINFECCJOSOS,

7.1.-AGENTES ANTIINFECCIOSOS.
7.2.-MEDIDAS DE ASEPSIA.

7.2.1.-Aislamiento en ambiente esteril.
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1.3.— EST ACTU DEL PROB A T

Y DE LOS RADIOPROTECTORES.

1.3.1.-EFECTOS DE LA RADIACION A NIVEL CELULAR.

Cuando las radiaciones ionizantes
interaccionan con un medio bioldégico 1lo hacen al azar.
Existird pues una posibilidad de que se produzca O no una
interaccién con una c¢élula determinada. Esta interaccién
puede producirse, dependiendo también del azar, bien con
las macrémoleculas importantes desde el punto de vista
biol6gico como el DNA y las enzimas, bien con el abundante
agua intracelular (15). Segin donde se produzca se
denomina efecto directo e indirecto respectivamente.

Los fotones interaccionan con los 4&tomos
para producir electrones r4dpidos, o acelerados, que son
expulsados de esos Atomos y efectuan un recorrido a través
de Ia materia liberando su energia en forma de pares de

iones.

En el caso del efecto directo se produce una
ionizacién de la macromolécula que se convierte en una

estructura anormal.

Con el efecto indirecto se absorbe la
radiaci6n por el agua intracelular (HOH) lo que da como
resultado la produccién de un ién radical de agua y un
electrén hidratado (16).

17



radiacién

El electrén libre es capturado por otfra
molécula de agua formando otro ién radical de agua pero de

signo contrario al primero.

Estos dos iones producidos son inestables ¥
se disocian rapidamente, siempre que estén presentes
moléculas de agua normales,formdndose otro ién ¥ un
radical 1libre (los radicales 1libres contienen un solo
electrén orbital externo no emparejado lo que los hace
fuertemente reactivos debido a la tendencia del electrén
no emparejado a emparejarse con otro electrén) segin las

siguientes reacciones {(17):

HOH* —--=—-m—me——m—e H* + OH
HOH- --———--————m——— OH- + H
Comoc puede verse, la interaccién de la

radiacién con las moléculas de agua intracelular {(accién
indirecta) ha producido la formacién de dos iones y dos

radicales libres. Proceso denominado radiolisis del agua.

18



Los iones pueden recombinarse formando otra

vez una molécula de agua sin producir dafio ceiular

0 pueden reaccionar quimicamente con las macromoléculas de
la célula dafiandolas. La opcidén mds probable es la

primera siempre que los dos iones estén proximos entre si.

Por su parte, los dos iones radicales de
agua pueden reaccionar con otra molécula de agua (16), por

ejemplo:

HOH* + HOH ——=~——w~- HOHH* + OH-

reaccidon que producird la formacién de un nuevo radical
libre (radical hidroxilo}.

Estos radicales 1libres que se producen son

extremadamente reactivos y pueden recombinarse entre si

sin producir dafics formando una molécula de agua.

o bien produciendo moléculas tdéxicas para la célula como
el perdéxido de hidrégeno.
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OH- + OH: --——--—- H202

Por dltimo pueden reaccionar con moléculas
normales y con macrémoléculas de 1la célula formando
estructuras nuevas o lesionadas, por ejemplc un radical
libre reacciona con el oxigeno formando otro radical libre
{en este caso el radical perdxido).

O bien, un radical libre reacciona con una
molécula bioldégica (RH) liberando hidrégeno y formando un
radical libre bioldgico. La reaccidn principal es la
sustracciodn de hidrégenc por los radicales hidroxilo {(OH-)
aunque se produce también con radicales H- {18).

Resumiendo; la accidén directa produce dafios
por la ionizacidn directa de una macromolécula biolégica;
la accidén indirecta produce dafios a través de reacciones
quimicas iniciadas por la ionizacién del agua. En ambos
casos la interacciédn primaria (ionizacién) es la misma; la
definicién de accidén directa o indirecta depende del lugar

donde se produzca ia ionizacidén y la absorcién de energia
en la célula.
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Hay que tener presente que,debido que en la
célula hay mads cantidad de agua gque de ningin otro
componente estructural, la probabilidad de que la
radiacién produzca dafios por accidén indirecta es mucho
mayor que ia de que se produzcan por accidén directa.
Ademas la accién indirecta puede deberse también a la
formacién de radicales 1libres por ionizacién de otros

constituyentes celulares, especialmente las grasas.

La mayor parte de los investigadores en
radiobioclogia consideran que las lesiones provocadas por
las radiaciones ionizantes en el Acido Desoxiribonucleico
{DNA) son las principales responsables de los efectos
celulares de la irradiacién (19). Se cree gue la lesidén
letal ,producida por cualquiera de los dos efectos, es una
rotura irreparable de la doble cadena del DNA (20) que
conduce a una reparacién defectuosa o a una falta de unién
del cromosoma. En cualquiera de los dos casos esto
supondria una pérdida de informacién genética vital y de
la integridad reproductora de la célula (20).

Se cree que aproximadamente un 75 % de ias
lesiones producidas en €] DNA en células de mamiferos se
produce por el efecto indirecto de las radiaciones (16} ¥y
que, de entre todos los radicales libres producidios, el
mas perjudicial es el radical hidroxilo (19) (21).

En 1564, se publicé en nuestro pais la
edicidén espaifiola de la obra de Bacg ¥y Alexander
"Fundamentos de Radiobiologia”. Los autores desarrollaron
en ella un esquema (22) en el que se describian los
acontecimientos radiobiolégicos gque se producen desde la
exposicién a las radiaciones, se especificaban los
periodos de tiempo en los que podian ocurrir y se
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aventuraban las posibilidades de intervencidén externas.
Dicho esquema se ha convertido en un cldsico dentro de la
radiobiologia ¥y se expone, modificado del original para

adaptarlio al propdésito de este capitulo en la FIGURA 2.

El oxigeno y otras sustancias oxidantes
tienen la propiedad de fijar las alteraciones
radioquimicas producidas en el DNA celular pudiendolas
convertir en irreversibles (21) y asimismo prolongan la
vida activa de los rtadicales libres (23). Esta propiedad
se conoce con el nombre de Efecto Oxigeno (24).

Este efecto del oxigeno se ejerce de forma
competitiva con el sistema celular de defensa
antioxidativa, formado por diversas enzimas y otras
sustancias reductoras (catalasa, peroxidasa, glutatidn,
vitaminas C y E) (25). Este sistema tiene un efecto
radioprotector (26) en virtud de su propiedad de
reaccionar con el oxigeno activo o con sus productos de
reaccién (radical OH, radical super6xido, radicales
peréxidos, etc.) inactivédndolos o aminorando su accién a

nivel molecular y celular (27).

Diversos autores han estudiado y
esquematizado este modelo competitivo y estas reacciones
de oxidacién y reduccién. Phillips en 1984 (28}, resumid,
esquematizdndolos, todos estos procesos reactivos de
importancia en la radiobioclogia celular, tal como se
exponen en la FIGURA 3.

De 1o dicho maAs arriba se infiere que
cualquier sustancia que pudiera interferir en estos
procesos oxidativos, bien por su accién reductora "per se"
0o bien por su capacidad de combinacidén con los radicales

libres inactivandolos 0 disminuyendo sus efectos
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DURACICON
10_16 seg.
107° seg.
De segundos
a horas

De minutos

a horas

De horas

a afios

PROCESO
Exposicién a la Radiaciodn
Absorcitn
de energia
Moléculas ionizadas y excitadas
Por accién Por Radicales
directa libres del agua
{Accidn indirecta)
Cambios moleculares

Desarrollo de la lesidn
molecular por metabolismo

Efectos fisioldgicos Lesién bioquimica
precoces {generalmente

reversibles: nauseas, Desarrollo de la
etec.) ‘ lesién bioquimica

por metabolismo

Mutaciones Lesiones submicroscépicas
(Dafio genético)

Lesiones visibles

|

Muerte celular

|

Efectos diferidos ——— Muerte del organismo
somaticos (cancer,

leucemia, acortamiento

de la vida)

FIGURA 2 : Cronologia de los procesos producidos desde la exposicién

de un organismo a las Radiaciones Ionizantes.

Modificado de BACQ,Z.M., ALEXANDER,P.: Fundamentos de Radiobiologia.

Ed. Acribia, Zaragoza. 1964, p.XIX.
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FIGURA 3 PROCESOS REDOX EN LA RADIOBIOLOGIA CELULAR
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EFECTO DIRECTO Www

REPARACION POR REDUCCION
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////). “h‘“‘ﬁ‘““ig FIJACION POR OXTDACION

EFECTO INDIRECTO OH® + Www

o

e aqg. + WwW

www > REPARACION POR TRANSFERENCIA

DE ELECTRONES
Siendo WWW : Molécula Diana Celular

R : Reductor
0 3 Oxidante

Modificado de PHILLIPS,T.L.: Radiosensibilizadores y protectores. En: De VITA,
V.T., HELLMAN,S.,ROSEMBERG,S.A.{eds.) Cancer. Principios y
practica de Oncologia. Salvat,Barcelona,1984.pp.:1671.



secundarios, ejerceria una accidn competitiva con todos
ellos vy tendria, por lo tanto, efecto radioprotector (29)
(30). Coleman, Bump y Kramer expusieron en 1988 {31) este
modelo de competicidn entre el oxigeno, los
radioprotectores (en este caso los tioles que serén
estudiados con detalle mas adelante) y los
radiosensibilizantes. Estos Gltimos serian como se deduce
facilmente, aquellos compuestos que potenciarian los
efectos de las radiaciones ¥y sus alteraciones a nivel
celular y orgdnico. Un tesumen de este modelo de
competicidén se expone en la FIGURA 4.
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DNA > PROTECCION

Tiol

?r . Oxigeno
DNA ~—————3% DNA® L DNA-OQ

IJACION
DEL DARNOQ

Sensibilizador

DNA-SENSIBILIZADOR

FIGURA 4 : MODELO DE COMPETICION:El radical DNA {DNA®) formado por la accidn de la radiaciodn
ionizante puede llegar a la restitucién quimica en presencia de un radioprotector
(Tiol), o puede, en presencia del oxigeno o de un radiosensibilizador, persistir

provocandose asi una fijacién del dafio en el DNA.

Tonado de COLEMAN,C.N.,BRUMP,E.A.,KRAMER,R.A.: Chemical modifiers of cancer therapy. J. Clin.
Oncol..1988.6:709-733,



1.3,.2.~-EFECTOS DE LA RADIACION A NIVEL ORGANICO.

EL SINDROME DE IRRADIACION CORPORAL TOTAL {(SICT).

1.3.2.1.-INTRODUCCION.

La exposicién global y aguda de un organismo
a la radiacién produce un conjunto de signos,sintomas y
datos clinicos sumamente especificos tanto en cuanto a su
naturaleza como a su cronologia. A todo este conjunto de
alteraciones se le conoce como Sindrome de Irradiacién
Corporal Total (SICT) ¥ en 1la literatura internacional

como Total Body Irradiation Syndrom (TBIS).

Para que podamos considerar que un organismo
presenta un SICT la exposicién a la radiacién ha tenido

que cumplir las siguientes condiciones (32):

1.~ La exposicién a la radiacién tiene que
ocurrir de forma aguda { en cuestidn de minutos ). Esta
condicién excluye a otros tipos de exposiciones como por
ejemplo la de 1los trabajadores profesionaimente expuestos
a las radiaciones ionizantes gque es, normalmente, de tipo

crénico.

2.~ Es preciso gque la exposicién a la
radiacién sea de todo o casi todo el organismo. Esta
condicidén excluyve a las exposiciones parciales que solo se

manifestardn por afectaciones de los érganos expuestos.

3.~ Si tenemos en cuenta el hecho de que las

sustancias radiactivas gue penetran en el interior del
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organismo no provocan la aparicion de un TBIS completo, se
comprende con facilidad el que la tercera condicibén sea
que la exposicidén tenga que ser a fuentes externas que

emitan una radiacidén penetrante.

1.3.2.2.-PARAMETRO DE REFERENCIA PARA EL ESTUDIO

DEL SICT EN DISTINTAS ESPECIES.

Ei efecto mds evidente de la exposicidn
global aguda en cualgquier organismo,Sea cual sea su
especie,es un acortamiento de su existencia, Este
acortamiento ha resultado ser directamente proporcicnal a
la cantidad de dosis recibida por el organismo expuesto
{33).

Para poder valorar adecuadamente este efecto
tenemos que referirnos al Tiempo de Supervivencia.
Podemos definir el tiempo de supervivencia de un organismo
frente a una determinada dosis de exposicidén corporal
total como la media de los tiempos de supervivencia
individual, frente a Ila misma dosis, de un numero
significativo de individuos expuestos de su misma especie
(34).

A fin de poder relacionar 1la supervivencia
con la dosis recibida y el tiempo, empleamos el concepto
de Dosis Letal x/y (DL x/y), siendo x el tanto por ciento
de individuos fallecidos e ¥y el tiempo gue tardan en
fallecer. Asij;cuando hablamos por ejemplo de la DL 50/30,
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nos referimos a la dosis necesaria para causar la muerte
del 50% de una poblacién en un periodo de 30 dias (32).

Para referirnos a la especie humana usamos
el concepto de DL 50/60 debido a que el Sindrome de la
Méduia Osea, que se detallard mas adelante, se produce més
tarde que en otras especies y,por lo tanto,pueden
producirse fallecimientos hasta los 60 dias después de la
irradiacién (35). En los animales es vdlido el uso de la
DL 50/30 ya que el mayor porcentaje de muertes se produce

en los primeros 15 dias tras la irradiacién.

Los valores de DL 350/30 para distintas
especies se enumeran en }la FIGURA 5.

1.3.2.3.- CRONOLOGIA DEL SICT EN ANIMALES

Y EN EL HOMBRE.

1.3.2.3.1.~ EN ANIMALES.

Salvaguardando las particularidades propias
de cada especie animal, podemos decir que, en general, el
SICT se presenta en 3 fases cuya duracidén depende en forma
inversamente proporcional de la dosis administrada; o sea,
que cuanto mayor es la dosis administrada menor es la

duracidén de cada etapa y mAs réApido es el desenlace (36).

i.- Etapa Prodrdédmica. Se caracteriza porque

el animal presenta nauseas,vomitos ¥y diarreas.
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FIGURA 5. Valores de DL 50/30 para distintas especies.

ESPECIE DL _50/30_en_cGY
Pez de colores 2.000
Rata 900
Ratén 500
Conejo 800
Rana 700
Pollo 600
Mono 400
Perro 300
Hombre 250-300

Modificado de LATORRE TRAVIS, E.: Radiobiologia Médica.
Ed. AC. Madrid 1979. p. 124.
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2.- Etapa Latente,. Durante esta fase el

animal no presenta ninguna sintomatologia.

3.- Etapa Florida o de Enfermedad
Manifiesta. En ella en animal va a presentar la

sintomatologia debida a los sistemas afectos.

En 1la Ftapa Florida, la afectacién de la
médula 6sea se manifiesta por fiebre y malestar general ;
también existe anorexia, diarreas profusas, deshidratacién
¥y desequilibrios hidroelectroliticos debidos a ia
afectacién gastrointestinal; y ia afectaciéon del Sistema
Nervioso Central {SNC) se manifiesta con letargia,

temblores, convulsiones y coma.

1.3.2.3.2.— EN EL HOMBRE,

Desde la explosidén,en Agosto de 1.945, de
los ingenios nucleares en Hiroshima y Nagasaki, se han
producido desgraciadamente bastantes sucesos que han
permitido evaluar "in vivo" los efectos de una exposicién
completa del organismo humano a dosis fWGnicas de
radiaciones ionizantes de distinta cuantia (37) (38} (39)
(40) (41) (42) (43).

Todos los estudios efectuados en los casos
anteriores y los datos obtenidos en la experimentacién
animal han permitido la divisién en varios grados del SICT
en el hombre (44) (45) (46). En la FIGURA 6 se presenta
una visién global de los distintos grados de afectacién y
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Hasta 100 ~
I DOSIS 100 GGﬂ 200 cGy 200-600 cGy [600-1.000 cGy 1.000-3.000 cGy Mas de 3.000 cQy I
Presentacidn de
nauseas y vomi-] O % 5-50 % 50-100 % 75-100 % 100 %
PERIODO tos
PRODROMICO Inicio 3-6 h. 2-4 h. 1-2 h. Menos de una hora '
| puracisn | [ 2an. |  2an. | a8nh. | 43 h. | a8 h. i
Incapacitacidn 0% 0% 25 % entre ds del 50 % hncapacitacién pro— lIncapacitacidén pro-
{de 0 a 100 %) 6 y 20 h. més de 24 h. presiva hasta 100 % Fres1va hasta 100 %
IPERIODO LATENTE Duracién IZ semanas | 7-15 dias l 0-7 dias 0-2 dias 0-2 dias I
E Leucopenia severa,purpura, | Diarrea, fiebre, Convirlsiones,
Signos y eucopenid hematuria,infeccidn,depila- | trastornos electro temblor,ataxia,
PERIODO Sint discreta | €100 {si mas de 300 cGy) liaticos coma
DE ENF DAD Inl?lo d?sd?. I 2 semanas De unos dias a2 2 semanas 2-3 dias I
la irradiacion
MANIFIESTA Sistema i
IFIESTA responsable l Hematopoyético Gastrointestinal S.N.C. l
Porcentaje l 5% 9 % 100 % 100 % 100 % I
HOSPITALIZACION
| buracién | k560 diad 60-90 dias | 90-120 gias | 2 semanas | > semanas |
| LeraLIDAD | Porcentaje |o0% | ox | o-s0% 90-100 ¥ | Aprox. e1100% | 100 % |
 SUPERVIVENCIA | Media |100 % | 100 % | De 3 semanas a 2 meses | 1-2 semanas | 2 dias |
ontrol | .
: . Transfusiones Mantener el equili
T. ENTO -
I TRATAMTENTO | tmatol®- | antibisticos brio electrolitico 1 I

FIGURA 6: EFECTOS CLINICOS AGUDOS DE URA IRRADIACION CORPORAL TOTAL A DOSIS UNICAS.

Modificado de VILLALONGA,MARTINEZ,L.M.: Efectos de las armas nucleares.Asistencia a bajas masivas nucleares.
Ed. Romagraf S.A..Madrid.1986.p.116



sSus repercusiones.

Existen tres distintos Sindromes de
Irradiacidén reconocidos internacionalmente segin sea el
drgano responsable de su aparicidén (47) (48): Sindrome
del Sistema Nervioso Central, Sindrome Gastrointestinal y
Sindrome de la Médula Osea.

1) SINDROME DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

Aparece cuando las dosis recibidas son
superiores a los 10.000 c¢Gy, aunque se han descrito
algunos casos de aparicidén con dosis poco mayores de 5.000
cGy.

Los prédromos se inician a los pocos minutos
postirradiacién , duran como mAximo unas pocas horas y
consisten en nerviosismo eXxtremo, confusidn, nauseas y
vémitos graves, sensacidn de quemaduras en la piel ¥y
pérdida de conciencia.

El periodo latente dura como mucho wunas
horas y a las cinco o seis horas postirradiacién se inicia
el periodo de enfermedad manifiesta en el que aparecen

convulsiones,shock y muerte.

En este sindrome 1a causa iltima del
fallecimiento es desconocida y en los estudios posteriores
a este no se pueden objetivar en el individuo lesiones del
sistema gastrointestinal ni del hematopoyético puesto que
su desarrollo es tan rapido que no tienen tiempo de
instaurarse (48).
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2) SINDROME GASTROINTESTINAL.

Aparece cuando las dosis recibidas oscilan
entre 1.000 ¥y 10.000 cGy.

La fase prodrémica se inicia a las pocas
horas postirradiacidén con anorexia, nauseas, vémitos y en
ocasiones, ademds, calambres ¥y diarreas intensas que

tienen una duracidén de aproximadamente 24 horas.

Entre el segundo y el quinto dia el

individuo estd asintomdtico.

Seguidamente tiene lugar la etapa de
enfermedad manifiesta con diarreas, nauseas y vémitos muy
graves, produciéndose el fallecimiento de un 90-100 % de
los individuos afectos entre el séptimo ¥y catorceavo dia
postirradiacién, aunque se instaure tratamiento médico,
debido a deshidratacién, infecciones y  desequilibrio
hidroelectrolitico (49) (50) (51) (52) (53).

3) SINDROME DE LA MEDULA OSEA.

Aparece con dosis inferiores a los 1.000 cGy
y tambien en los supervivientes del Sindrome

Gastrointestinal.
En ias primeras horas postirradiacién

presentan nduseas Yy vOémitos que pueden durar desde unas

horas a unos dias.
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En el periodo latente, que dura desde unos
10 dias hasta 3-4 semanas, el individuo se recupera y estéi
asintomético. A partir de este momento se instaura la
etapa de enfermedad manifiesta en la que presenta una
pancitopenia con toda Ia sintomatologia consecuente;
infecciones debidas a la leucopenia, hemorragias, que van
desde petequias ¥y hematuria leve, hasta hemorragias
intensas, debidas a 1la plaquetopenia, y anemia que si no
hay hemorragias graves no suele observarse puesto que la
vida media del hematie es de 125 dias ¥y en este periodo el

indice mitdtico de la médula 6sea ya se ha restablecido
(54).
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1.3.3.-COMPUESTOS RADIOPROTECTORES.

1.3.3.1.- TIOLES ELIMINADORES DE __ RADICALES
LIBRES).

1.3.3.1.1.- INTRODUCCION,.

El estudio de los tioles como
radioprotectores estd va en la quinta década y, como
consecuencia, existe una gran cantidad de bilbiografia al
respecto (55) (56) (57). En efecto, hace mds de 40 afios
que Barron, en 1946 (2), demostré por primera vez que el
Glutatién protegia a wuna solucidén enzimdtica contra su
inactivacién por las radiaciones ionizantes. Un poco més
tarde Patt y cols. (3), presentaron un informe en el que
se detallaba la capacidad de la cisteina para proteger a
unos animales contra ia muerte provocada por la
irradiacion corporal total.

Con posterioridad se desarrollé el muy
extenso programa de investigacidén y sintesis de compuestos
radioprotectores gue ya se ha mencionado con anterioridad
v que fué patrocinado por 1a administracién de los Estados
Unidos, el cual demostrd que un nidimero relativamente
pequefio de compuestos, en su mayoria aminotioles y sus
derivados, presentaban una marcada capacidad de
radioproteger a pequefios animales de laboratorio cuando
eran administrados (inyectados) poco antes de la
irradiacién de los mismos (6) {58) . En afios siguientes,

se prestd gran atencidn al papel jugado por el Glutatidn
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(GSH), el tiol mads abundante en el medio intracelular, en
la proteccién celular contra el dafic por radiacién (59)
(60) {61) (62) . Estos estudios se estimularon de modo
notorio mediante la introduccién del compuesto butionina
sulfomixina, que es un potente inhibidor celular de la
sintesis del GSH (63) ¥y gque permitié averiguar la
influencia de las fluctuaciones de los niveles
intracelulares del GSH en la radiosensibilidad celular
(64).

A pesar de que era un nimero relativamente
pequefio comparado con 1la gran cantidad de compuestos
probados, un gran nimero de aminotioles pueden brindar
proteccién en células animales tanto en los cultivos
ceilulares como en el nivel orgénico pleno ("in vivo" e "in
toto"). Los experimentos realizados con cultivos
celulares han demostrado (65) que el grado de proteccién
guarda una correlacién con la concentracidén extracelular
del compuesto. Probabliemente el factor concentracién en
el inmediato entorno celular "in vwvivo" tenga una
importancia parecida pero esas concentraciones son mucho
més dificiles de determinar y ademds estdn implicados
otros factores a ese nivel, como por ejemplio el grado de
hipoxia.

Se admite que para la proteccién
intracelular es precisa la penetracién intracelular de un
tiol exégeno pero no se excluye gque también esten
implicados los cambios que estos tioles provoquen en los

tioles enddgenos (65).

Si consideramos que ta principal estructura
diana a nivel intracelular para las radiaciones ionizantes
es el DNA, deberia ser importante el conocer la

concentracidén de tioles, tanto exdgenos como enddégenos, en
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sus proximidades. Sin embargo es muy poco lo gque
conocemos sobre las concentraciones de los tioles en los
compartimentos celulares (66).

De entre todos ellos los que mayor indice
de radioproteccién brindan en la actualidad son los

aminotioles.

Doherty y cols. determinaron por primera
vez, en 1.957 (67), la conformacién estructural de los
aminotioles que tenian un efecto radioprotector eficaz y
vieron que seguia el siguiente patrén: un grupo sulfidrilo
iibre o latente separado por no mads de tres &tomos de

carbono de un grupo funcional de nitrégeno.

Los aminotioles pueden ser enddégenos o
pueden suministrarse exégenamente. Los exégenos, pues,
deben ser transportados activa o pasivamente al medio
intracelular y deben estar presentes en las inmediaciones
del DNA celular en el momento de la irradiacién. Debido a
su rdpida metabolizacién por el organismo, ia
administracién debe realizarse durante un corto espacio de
tiempo antes de la irradiacién. La clasificacién de los
aminotioles, con algunos ejemplos de los mismos, se expone
en la FIGURA 7.

Las investigaciones actuales se dirigen con
preferencia al estudio de los aminotioles exdégenos debido
al hecho gde que el aminotiol mids importante presente en la
célula, el glutatién, tiene poco efecto radioprotector
{65) a pesar de que su depleccién aumente la
radiosensibilidad celular, especialmente en condiciones
hipéxicas.

Los resultados obtenidos por varios autores
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FIGURA 7. Clasificacién de los Tioles.

ELIMINADORES DE RADICALES LIBRES. TICLES.

1.-TIOLES ENDOGENOS (Tioles anidénicos}).
1.1.~-Glutatién.
1.2.-Cisteina.

1.3.-Mercaptosuccinato.

2.-TIOLES NEUTROS.
2.1.-Mercaptoetanotl.
2.2.-Ditiotrolol.

3.-TIOLES EXOGENQS (Tioles catiénicos).
J.1.-Cisteamina.
3.2.-WR-2721.
3.3.-WR~-1065.
3.4.-WR-3689.
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como Vos y Roos~Verhey (65), sugieren en primer lugar que
los tioles exégenos son capaces de brindar un efecto
radioprotector sin cambiar los niveles de glutﬁtién
endégeno, en segundo lugar que con los compuestos que en
la actualidad consiguen elevar ligeramente los contenidos
de glutatibn enddgeno se consigue una pequeria
radioproteccidén in vitro y, por dltimo, que los ésteres
del glutatién parece que solo tienen un pegqueio efecto
radioprotector.

Se admite generalmente que la causa primaria
de la muerte celular causada por las radiaciones
ionizantes es el dafio al DNA, a pesar de que la relacién
exacta causa efecto no esta clara.

Hutchinson, en 1985 (68), publicé un trabajo
en el que se recopilaban todos los conocimientos de los
que se disponia hasta la fecha en el sentido de cémo las
radiaciones ionizantes lesionan al DNA y se planteaban
asimismo dos mecanismos posibles de proteccidén del DNA por

los tioles. Pasemos a exponerios de forma muy resumida.

Se considera que el producto méds dafiino para
el DNA es el radical hidroxilo. También se conoce que
éste radical! reacciona con mis frecuencia con las bases
del DNA y con una frecuencia menor con los azdcares,
siendo la reaccibn con el fosfato practicamente
insignificante, formando en cualquiera de los casos un
radical DNA (DNA-). Este radical DNA puede sufrir otras

transformaciones que conducen a un DNA dafiado (DNAdaa ).

DNA + HO: -----——- DNA:
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Los tioles reaccionan con los radicales
hidroxilo casi exclusivamente mediante la donacién de un
d4tomo de hidrégeno procedente del enlace SH. Se produce la
formacién de un radical tiilo (RS*), que no es lo

sufientemente reactivo para causar dafio al DNA, ¥
formacidén de agua.

RSH + HO* —=-—=--- RS: + H20

Una segunda forma de proteccién del DNA por
los tioles seria mediante 1la reparacién quimica del DNA,
mediante la donacidén de un d4tomo de hidrdégeno.

DNA + RSH -—=--~—- DNA + RS-

Esta reaccidédn ocurre en competicién con la
reaccién del DNA con el oxfigeno (69} (70) (71) que se

muestra a continuacidén y que produce un radical peréxi del
DNA (DNAO2.).

DNA: + 02 -—=-=-- DNAOz2 .

Radical que a su vez puede sufrir diversas
reacciones que también conduzcan a la produccién de dailo
en el DNA (DNAaas) (69) (70) (71).

A lo largo de los afios han sido propuestas
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otras hip6tesis, ademds de las anteriores, para explicar
la radioproteccitén obtenida mediante los tioles, Varios
autores, como por ejemplo Klayman y Copeland (58), las han
enumerado y discutido. Estas incluyen, donacidén de atonos
de hidrégeno por los +tioles a los radicaies libres
inducidos por la radiacién en competicidén con la reaccibn
de estos radicales con el oxigeno, lo que se denomina el
modelo de reparacidén-fijacién (69), induccién de hipoxia
por los tioles (72) (73), quelacién de metales, ¥
produccibén de disulfidos.

Asimismo esté demostrado que el efecto
radioprotector de los tioles depende de la concentracién
de oxigeno en las células (74). La adicidén de aminotioles
a cultivos celulares irradiados en anoxia o en oxigenacién
plena tiene muy poco efecto radioprotector, en cambio su
efecto radioprotector es marcado en los cultivos celulares
que tienen unas presiones de oxigeno intermedias,
especiaimente en aquellas que estdn en [os niveles de
transicién gradual entre la radiosensibilidad de la plena
oxigenizacidén y la resistencia hipéxica. Esta dependencia
critica del oxigeno para la radioproteccién de los
aminotioles ha sido plenamente demostrada para las
bacterias (75), para células de mamfiferos in vitro (76)
(77) (78) vy para un cierto nuimero de tejidos normales in
vivo (74) (79} (80}.

Como se ha mencionado anteriormente, el hecho
de que los radicales OH* pueden dafiar al DNA irradiado en
solucién ha sido demostrado en varias ocasiones (81} {82)
(83). Debido a4 que los tioles reaccionan con mucha
rapidez con los radicales OH- (84), podria esperarse que
protegieran al DNA o a sus contituyentes irradiados en
soluciones acuosas; extremo que también ha sido demostrado
(30) (85) (86).
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Los datos presentados por Held (87) a partir
de estudios realizados con DNA en solucidén son claramente
consistentes con la idea de que los tioles protegen al DNA
irradiado mediante una combinacidén de dos procesos:
eliminacidén de radicales OH- y donacién de dtomos de H.

También concuerdan con los trabajos de van
Hemmen et al. en 1974 (88) y de Lafleur et al. en 1980
(89) sobre DNA demostrando que la cisteamina protege
contra la induccién de roturas simples y contra la
inactivacién biclégica pero no protege contra el daiio a
los nucledtidos.

Existen numerosos trabajos en la literatura
mundial que muestran la correlacién existente entre la
eliminacién de radicales OH- y la disminucién del dafio al
DNA en células irradiadas de mamiferos, como por ejemplo
el de Roots y Okada en 1972 (90) que los relaciona con la
disminucién de roturas de los filamentos del DNA, el de
Sasaki y Masubara en 1977 (91) que lo relaciona con la
disminucién de la frecuencia de aberraciones cromosémicas
en linfocitos humanos de sangre periférica, y los de Roti
Roti y Cerutti en 1974 (92) v el de Remson y Roti Roti en
1977 (93) que lo relacionan con formacién de lesiones en
las bases del DNA

Un trabajo reciente de Held en 1986 (94)
muestra que cuando la irradiacién es en el aire, los
factores de proteccién pueden llegara ser de 4 para los
eliminadores de OH- no tiolicos y de méas de 7 para los
tioles. Aproximadamente, un 70% del daiio radioinducido en
el DNA en medio no anéxico puede ser prevenido mediante
eliminadores de OH- no tiolicos; ¥y se ha estimado que con

los tioles puede prevenirse hasta un 85% (9%0) (95) (96).
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Los estudios realizados con los componentes
nonoméricos del DNA v los datos obtenidos con el DNA de
doble hélice han suministrado evidencias en favor de la
proteccién del DNA por los tioles mediante un aumento de
la eliminacién de radicales hidroxilo y de los mecanismos
de reparacion de los radicales de DNA. Existen evidencias
(97} de que los tioles catidnicos estdn concentrados cerca
del DNA mientras que existe una depleccién de Ilos

anidénicos en ias cercanias del DNA.

En los estudios mds recientes (98) se ha
medido la proteccidn del DNA por los tioles mediante la
liberacidén de bases libres después de irradiacién gamma y
sus resultados muestran que los tioles catidnicos son
me jores radioprotectores que los neutros ¥y estos a su vez
que los anidénicos.

A lo largo de muchos afios se ha investigado
sobre 1los tioles y se han desarrollado varias teorias
explicando el mecanismo de accién de estos compuestos.
Estos incluyven el papel en la proteccidn de los distintos
componentes celulares (DNA, proteinas, membranas) y sus
efectos en 1la replicacidén, reparacién y dindmica celular
pero, a pesar de todo, no se ha clarificado la razdén del
porqué unos tioles son superiores a otros en cuanto a su
efecto radioprotector.

A partir de 1los estudios en cultivos
celulares se ha demostrado gue, para los aminotiocles, el
grado de proteccidn guarda correlacién con ia
concentracién del compuesto en e] medio (99), y puede
asumirse qgque una situacidén similar existe para el
microambiente de las células. Por 1lo tanto es muy

importante el poder conocer la concentracidén intracelutar
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(100) ¥ su concentracién en la vecindad inmediata de la
molécula blanco en la célula. Se han efectuado intentos
de determinar la concentracion intracelular mediante el
empleo de compuestos marcados {(101) (102) o mediante
técnicas de cromatografia (103) con cierto grado de éxito,
pero poco es lo que se conoce en la actualidad sobre la
concentracién de los aminotioles en varios compartimentos

celulares.

1.3.3.1.2.-TIOLES ENDOGENOS.

La célula contiene un complejo sistema de

defensa interrelacionado antioxidante consistente en
tioles no proteinicos (glutatidn, cisteina), tioles
proteinicos, superdxido dismutasa (soDh}, Catalasa,

nucleotin adenosin difosfato reducido (NADPH), vitaminas C
vy Ey varios sistemas enzimaticos (83). Todo ello sirve
para la proteccidén contra los radicales libres generados
durante el metabolismo oxidativo normat, por el
metabolismo de compuestos o por exposicidn a las
radiaciones.

Debido a que el Glutatién representa
aproximadamente el 90% de todos los tioles intracelulares
(7)), nos centraremos en él1 al hablar de los tioles

enddgenos.

1.3.3.1.2.1.~GLUTATION. (GSH) .

En 1.979, Alper (104} propuso que la
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radioresistencia celular a bajas tensiones de oxigeno se
debe en parte a la capacidad de donacién de hidrégeno de
los compuestos reductores intracelulares. Es una
consecuencia ldégica el que sSe haya prestado una gran
atencién investigadora al Glutatidén, que qguimicamente es
un tripéptido gque contiene grupos sulfidrilos, debido a su
prevalencia en el medio intracelular (59) (60) (61) (105)
(106) (107) {62), a pesar de gue existen grandes
variaciones en el contenido de GSH entre distintas lineas
celulares (108) (109}, entre las diferentes fases del
cultivo celular (110), bajo distintas condiciones de
cultivo (111), y en las distintas fases del ciclio celular
{112). Ohara y Tharasima (112) y Sinclair {(113), en 1969,
informaron que la resistencia a la radiacidén X varia en

forma sincrénica con el contenido de GSH.

Ha sido demostrado en repetidas ocasiones
que los tioles intracelulares (es decir el GSH) protegen a
las células contra el stress oxidative reaccionando con
los per6xidos e hidroperdéxidos (114} (105). La reaccién
del oxigeno con Ios radicales orgAnicos producidos por la
radiacién produce radicales peroxi, que pueden ser
reducidos por el GSH a hidroperéxidos (115). Los
hidroperdéxidos pueden entoces ser reducidos a hidroxilos
intermedios mediante reacciones catalizadas por la
GSH-peroxidasa y la GSH-S-transferasa, enzimas que
utilizan al GSH comoc substrato (115) (116) (117). Estos
hidroxilos intermedios pueden entrar subsecuentemente en
el metabolismo lipidico ¥y prevenir reacciones en cadena
adicionales a partir de las que ocurren en las

macromoléculas (115).
El GSH no puede ser transportado a través de

ia membrana celuliar desde el medio extracelular hasta la
célula {118) {119) {120), pero es sintetizado

46



intracelularmente por el ciclo gamma-glutamil (121).

La FIGURA 8 (31) representa, esquematizados,
el metabolismo del GSH y su papel en los procesas
celulares de detoxificacién. Ademds de actuar en el
modelo compétitivo, el GSH reacciona con los compuestos
electré6filos, como los agentes alquilantes, para
detoxificar a estos agentes con la enzima

glutatién-S-transferasa (21)

Gran parte de los datos referidos al papel
que juega el GSH en la radioproteccidén de Jlas células de
los mamiferos se han obtenido de 1los estudios de los
efectos de 1la deplecién de GSH. Las evidencias directas
del papel del GSH intracelular en la radiosensibilidad
celular se obtuvieron de los experimentos realizados con
células que tienen bajo contenido en GSH. Para estos
estudios se usaron bacterias y células humanas con un bajo
nivel de GSH determinado geneticamente (103) (122) (123).
Ademds se estudiaron los efectos de la influencia en la
depleccién celular de GSH en 1la radioresistencia con
células en las cuales el nivel de GSH fue disminuido
mediante incubacidén en medio que <contenia butionina
sulfoximina (BSO) (124) (125) {(126).

La BSO inhibe la sintesis de GSH, y se
obtienen unos niveles muy bajos de GSH en un tiempo
relativamente corte y sin una toxicidad apreciable.
Cuyando se disminuye rapidamente Jlos niveles de GSH {(en

unas pocas horas) hasta alcanzar niveles menopres al 5%

del wvalor control se obtiene un pequeflo nivel de
radiosensibilizacidn (106) (116). Una exposicidn
prolongada a la BSO , gque tiene como consecuencia una
depleccidn crénica de GSH, conduce a una

radisensibilizacidén mucho mayor {106}
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Biaglow, Varnes, Epp ¥ Clarks, en 1988,
(127) han sugerido gque la depleccidén del GSH intracelular
produciria una radiosensibilizacidén aerdbica debido a que
los peroxi o hidroperéxidos intermedios, producidos por la
radiacién, son tédxicos, y su ruptura conduciria a la
formacién de malondialdehido (MDA), qQue, & su vez, tiene
un efecto t6xico y mutagénico (114) (115) (128) (129)
{130). La depleccidn de GSH in vivo e in vitro produce
una inhibicién de la GSH peroxidasa y se ha demostrado que
produce peroxidacién lipidica (114) (131). Se ha
demostrado que la elevacidn de los niveles intracelulares
de la GSH peroxidasa provoca proteccién contra la
mutagénesis inducida por las radiaciones (59) (131) ¥y
frente a la radiacién corporal total (132}.

Los resultados de los estudios efectuados
son c¢oincidentes en 1a concliusién de que las bajas
concentraciones de GSH provocan una radiosensibilizacién,

especialmente bajo condiciones hipéxicas o anéxicas (61).

Van der Schans y cols., demostraron en 1986
(133}, que en células cultivadas de mamiferos se consegufa
una reconstitucidén de los radicales libres producidos por
la radiacién en las molécutas criticas mediante la
donacién de hidrégeno por parte del glutatién ¥y que esta
reconstitucién era considerable unicamente cuando el GSH
puede competir con el oxigeno en la reaccidén con esos
radicales.

Esto significa gque el grado en que el
aumento o la depleccidén de GSH intracelular afecta a la
radiosensibilidad depende en gran manera de ia

concentracién local de oxigeno, y =81 ademids tenemos en
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cuenta que a los cultivos celulares se les aplica wuna
mayor concentracion de oxigeno que aquella que tendrian
los mismos tejidos "in vivo"” (134), podremos aventurar una
de las posibles razones del poco efecto radioprotector de

este compuesto.

Révész y otros investigadores (135) (136)
(137) sugirieron gue la proteccibn mediante tioles
exégenos puede ser causada indirectamente por un
incremento de la concentracidén del GSH celular debido a la

liberacién de GSH por las proteinas intracelulares.

La elevacién directa de] GSH intracelular
mediante aporte de GSH exdégeno no es posible porque e! GSH
no es8 transportado al interior celular en cantidades
apreciables. Ademds GSH inhibe por feedback a la enzima
gammaglutamilcisteinasintetasa, regulando asi su sintesis
{87). Esto limita, efectivamente, el nivel al que se
puede aumentar las concentraciones intracelulares de GSH
mediante el suministro de sus aminodcidos componentes a
uno no mucho mayor gue los niveles intraceluliars

normales.

Una forma muy prometedora de aumentar el
contenido de GSH intracelular fué descrita por Puri vy
Meister en 1983 (119), quienes observaron unos incrementos
sustanciales del contenido de GSH en el higado ¥y en los
rifilones del ratén tras la administracién de ésteres
monometilicos ¥y monoetilicos del GSH. Atribuyeron sus
hallazgos a que los ésteres eran transportados al interior
celular y a su paso posterior a GSH.

Wellner ¥y cols. en 1984 (120} comunicaron

que se producia una elevacién significativa del contenido

de GSH en los fibroblastos normales humanos, después de su
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incubacién en un medio gque contenia éster monocetilico de
GSH. Los mismos autores describieron también un incremento
de los niveles de GSH en células linfoides humanas después
de la incubacién en un medio que contenia un ester del GSH
v una radioproteccidn de dichas células, aunque en sus
datos no se especificd el grado de radioproteccidn
obtenido. Anderson ¥ cols. publicaron en 1985 ({(138) un
trabajo en el gque informaron de todo el proceso de
preparacion del monoetil éster de GSH, de su incorporacién
a los tejidos vy de su conversidén a GSH, después de su

administracién por via oral e intraperitoneal al ratén.

Efectivamente, al <contrario de 1lo que

ocurre con el GSH, el glutatién monoetil ester es
transportade intacto al interior celular y alli es
deesterificado pasando a GSH (138), c¢on 1lo que se

consiguen incrementos hasta de 3-4 veces Jos valores
normales intracelulares (119) (120) (139).

Asimismo, los niveles intracelulares de GSH
pueden elevarse empleando oxotiazolidina-4-carboxilato
(OTZ) {(139). B8Se ha visto que una elevacidén de los niveles
de GSH hasta aproximadamente el doble de su valor,
proporciona una modesta radioproteccidén a las células
linfoides humanas (118) pero no lo hace en las células
linfoides del hamster chino (140) (141). Ademds, un
aumento de los niveles intracelulares de GSH hasta 3-4
veces superiores a los valores controi, mediante el empieo
de ésteres del GSH, no ha brindadd una radioproteccidn

apreciable (142).

No estd clara la razén del porqué se obtiene
radioproteccién con el OTZ en las células Ilinfoides
humanas y no en las del hamster chino. Puede ser que los

dos tipos de células tengan diferencias enzimAticas en los
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sistemas que metabolizan al OTZ. Las células linfoides
humanas puede que no utilicen completamente al OTZ y por
esa razdn pueden elevarse los niveles de cisteina. En
este caso un aumento puede resultar en una proteccién
independiente del GSH . En el caso de los estudios con los
ésteres del GSH, puede que exista wuna produccidén de
peréxido intracelular por los ésteres del GSH gque provoque
un stress adicional a las células irradiadas y que impida
cualquier mejoria en la radioproteccidén debida a los

niveles incrementados de GSH (142).

Los datos suministrados por Russo y Mitchell
en 1984 (140) y por Vos y Roos-Verhey en 1988 (65), no
indican g9que el GSH intracelular sea por si mismo un
radioprotector eficaz. Por lo tanto, la teoria expuesta
por Revesz (135) y por Sjoberg y sus colaboradores (143),
que atribuia al GSH propiedades especificas de donacién de
hidrdégeno, que lo convertian en un radioprotector
efective, no han peodido ser confirmadas por los trabajos
de otros investigadores (65) (140). Held y cols., en 1984
(30), llegaron también a la conclusién de que el GSH no
era efectivo en 1la reaccién de reparacidén del daiio
radioinducido mediante donacién de hidrégeno al DNA

lesionado.

Los resultados publicados por vVos h4
Roos-Verhey en 1988 (65), en el sentido de que el GSH no
es transportado por si mismo al medio intracelular a
traves de la membrana celular y que, por lo tanto, altas
concentraciones de GSH en el medio extracelular no causan
practicamente elevacidn en la concentracidn intracelular
concuerdan con los datos de Dethmers y Meister (126) y de
Jensen y Meister (118), publicados en 1981 y 1983
respectivamente. Asimismo, el trabajo de Vos v
Roos-Verhey (65) ha confirmado que los ésteres del GSH
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pueden ser usados como un sistema de suministro de GSH al
medio intracelular, pero no ha confirmado que se produzcan
los grandes aumentos en la concentracién de GSH
intracelular gue fueron descritos por Wellner vy cols.
{120}).

En resumen, son necesarios mAs estudios para
clarificar las cuestiones pendientes, pero, todos Ilos
estudios de Jlos que disponemos en la actualidad indican
que, contrariamente a las estimaciones anteriores, el GSH
no seria un radioprotector intracelular de gran
importancia (144).

1.3.3.1.2.2,-CISTEINA.

En 1949, Harvey Patt (3) descubrié que la
cisteina proporcionaba una considerable proteccidén al
ratén frente a la muerte producida por la irradiaciodn
corporal total. La dosis que se requeria para conseguir
la misma letalidad fué casi el doble en los animales que
recibieron el compuesio comparados con los que no lo

recibieron.

Fué e] primer compuesto radioprotector que
se describidé, pero al igual que muchos otros, su toxicidad
obligé a descartar su empleo en seres humanos (145},

Su estructura quimica es la siguiente:

- NH2.

SH -~ CH2 - CH
- COOH.
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1.3.3.1,.3.-TIOLES EXOGENOCS.

1.3.3.1.3.1.-CISTEAMINA.

Fué, durante mucho tiempo, el patrén con el
que se comparaba la efectividad radioprotectora de otros
compuestos, pero presenta una toxicidad mayor que la del
WR-2721 (13), por lo que al sintetizarse este dltimo su
empleo perdid vigencia , aunque han seguido publiicédndose
estudios de sus posibles aplicaciones, ¥y fué sustituido
por el WR-2721 como radioprotector "patrén” (145).

Su estructura qQuimica es la siguiente:

SH - CH2 - CH - NHz2.

Como ejemplo de los estudios que han seguido
realizdndose consideraremos los efectuados por Lohman y
cols, {146) y también por Sawada y Okada (147) en 1.970,
quienes publicaron la observacidn de que la cisteamina
podria disminuir la produccién de roturas simples del DNA

{S5Bs) en las células irradiadas.

En estudios recientes (148), en los que se
muestra gque la cisteamina altera de diversas formas los
niveles de produccidén de roturas simples y dobles en el
DNA, trasposiciones en las proteinas del DNA, vy de
lesiones en las bases (149), se sugiere que este aminotiol
en particular podria producir un cambio en el espectro de
las lesiones en el DNA.
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Gren ¥y cols. {150) , sugieren tras los
resultados de su estudio efectuado en 1.987, que la
cisteamina actua como un reductor del dafio producido por
la radiacién gamma sin afectar 1la reunificacién de los

filamentos rotos del DNA.

1.3.3.1.3.2.-WR-2721,

INTRODUCCION.

WR-2721 son las siglas de identificacién del
Acido S-2(3-aminopropilamino)etilfosforotioico que fué el
compuesto mds efectivo como radioprotector quimico de los
4400 sintetizados y probados por el Antirradiation Drug
Development Program que, patrocinado por el U.S. Army
Medical Research and Development Command, se desarrolié
entre los afios 1959 y 1973 (6) (7) (8) ¥ es, a pesar de
sus efectos secundarios que veremos méds adelante, el mejor
radioprotector que disponemos en la actualidad y wuno de
los menos téxicos de los aproximadamente 1.000 compuestos

sulfidrilicos probados en el mencionado programa (9).

ESTRUCTURA QUMICA, FARMACOLOGIA
Y SECUENCIA DE ACTUACION.

El WR-2721, también conocido como ethiofos,
es un derivado fosforotioado de la cisteamina (151).
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Su estructura quimica es la siguiente (1453):

NHz (CHz2 )3 NH (CH2)2 SPO3zHz2.

La farmacocinética del WR-2721 ha sido ¥
estd siendo investigada por varios grupos de trabajo (152)
(153) (154} (155) (156) en wun intento de establecer los
pardmetros farmacocinéticos en humanos para asi optimizar
las dosis y procedimientos de administracién y poder
me jorar sus efectos radioprotectores. Shaw y cols. {154)
{157), empleando una técnica especifica de cromatografia
liguida de alta densidad (154), han medido los niveles
plasmiticos del WR-2721 y de su metabolito WR-1065. Los
pacientes recibieron una dosis de WR-2721 de 150 mg/m? en
un bolus por via intravenosa. La mayor parte del WR-2721
desaparece del plasma en wunos 10 minutos. La excrecidn
renal del WR-2721 y del WR-1065 fué minima (menor del
10%). Los resultados de estos estudios sugirieron a Shaw
y cols. (157) que el WR-2721 abandona rapidamente el
plasma ¥y penetra en el interior celular donde es

transformado en sus metabolitos.

Los datos anteriores son consistentes con
los resultados obtenidos en la rata donde también se ha
estudiado su farmacocinética (152) (158). En el modelo
animal asimismo se ha encontrado una rapida desaparicidn
de los niveles de WR-2721 en plasma desapareciendo 1la
mayor parte (mds del 95%) en unos 5 minutos. Ademas,
parece ser que la mayor parte del WR-2721 es convertido en
el interior celular en WR-1065.

Los estudios llevados a cabo por Yuhas en

1980 (159) y por Afzal y cols. (160) en 1982, en ratas,

analizando las concentraciones de WR-2721 en plasma,
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tejidos sanos y tejidos tumorales, después de la inyeccidn
intraperitoneal de 200 mg/Kg de WR-2721 mostraron que,
mientras la concentracioén plasmética v cerebral del
compuesto decrecia proporcionalmente al tiempo
transcurrido postinyeccién, la concentracidn en el higado
vy en los otros tejidos normales seguia aumentando, los que
indicdé que dichos tejidos podian concentrar activamente al
WR-2721 contra un gradiente de concentracidén. Por el
contrarico la concentracién de WR-2721 en los tejidos
tumorales se aproximaba gradualmente a un equilibrio con
los niveles decrecientes de concentracién en el plasma, lo

que sugeria una cinética de absorcidén pasiva.

Actualmente se conoce (161) que el mecanismo
de concentracién activa del WR-2721 en los tejidos
normales es una difusién facilitada en la que el
compuesto, una vez en el interior celular, es
desfosforilado y se liga a las macromoléculas enddgenas,
permitiendo de este modo la entrada de mids compuesto.

l.os estudios efectuados con tejidos de
mami feros plantearon 1a posibtilidad de que el WR-2721 y
los fosforotioatos con estructura similar, como la
cisteamina S-fosfato, eran hidrolizados tanto por la
fosfatasa Acida (162) (163) como por la fosfatasa alcalina
(164) (165) (166). Grandes cantidades de preparaciones
purificadas de dos diferentes isoenzimas de fosfatasa
Acida humana no tuvieron efecto o tuvieron muy poco en la
hidr6lisis del WR-2721 (154). Sin embargo, preparaciones
purificadas de fosfatasa alcalina del intestino humano y
de ternero, fueron en ambos <casos catalizadores muy
activos de 1la hidrélisis del WR-2721. Estos datos
sugirieron la posibilidad de que la fosfatasa alcalina,
una enzima de la membrana plasmdtica (167}, fuera la

enzima que catalizara la hidrélisis del WR-2721 para
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producir WR-1065 in vivo. Las observaciones realizadas
por Calabro-Jones y cols. en 1985 (168) respecto a que la
adicidon de fosfatasa alcalina a celulas V79-171 que
estaban incubadas en un medio que contenia WR-2721,
produjo una acumulacidén intracelular de WR-1065, apova la
hip6tesis de que la fosfatasa alcalina es el catalizador
responsable de ila hidré6lisis del WR-2721 y de su

subsecuente transformacién en WR-1065 in vivo.

MECANISMO DE ACCION.

Se han propuesto bastantes mecanismos para
explicar los efectos radiopretectores de los
fosforotioatos y de los otros animotioles. Entre ellos
estén: Eliminacidén de los radicales libres (29}, donacidn
de H para reparar los radicales libres en las moleculas
diana (71) induccidén de hipéxia quimica o bioquimica (73),
estabilizacién de 1las moléculas diana mediante wunidén al
DNA (169), formacidén de mezclas de bisulfidos (170} ¥ una
elevacién general de 1la proteccién Tfrente al stress
oxidativo (171). De todas ellas las tres primeras merecen
probablemente una consideracién mds seria que las otras
(171). Tanto la donacién de H «como la induccidén de
hipoxia pueden considerarse como una herramienta de una
hip6tesis modificada de fijacién de oxigeno para las
lesiones radioinducidas (172).

Estudios posteriores han demostrado que el
grado de radioproteccidén depende de las dosis de WR-2721
administradas (173) vy del intérvalo de tiempo entre la
administracién del compuesto ¥y la exposicién a las
radiaciones (173) (174).
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Los trabajos de Rilis y Green en 1983 y 1987
respectivamente (66) (150), sugieren que el WR-2721
aumenta la supervivencia celular actuando como un reductor
del daifio provocado por la radiacién gamma, incrementando
la reparacién del DNA y favoreciendo la reunificacién de

los filamentos rotos del DNA.

ESTUDIOS PRECLINICOS. RESULTADOS.

La efectividad del WR-2721 como
radioprotector quimico contra la muerte producida en los
roedores por los sindromes hematopoyético y
gastrointestinal, ocasionados por la ICT, fde notificada
en primer lugar por Yuhas y Storer en 1969 (175).
Asimismo, estos investigadores informaron gque el WR-2721
tenia un efecto radioprotector sobre ciertos tejidos sanos
( piel y médula dsea con unos FRD de 2,4 ¥ 2,7
respectivamente ) sin incrementar la radioresistencia de
los tumores s6lidos mamarios inducidos en estos animales
{176). Desde entonces la proteccién brindada por el
WR-2721 a los tejidos normales de los roedores contra la
radiacién, ya sea fraccionada o en dosis unica, ha sido
exaustivamente estudiada. La FIGURA 9 expone los FRD para
dosis mayores de 10 Gy y para dosis de WR-2721 iguales 6
mayores a 400 mg/Kg en distintos tejidos normales de ratén
y de rata, con referencias bibliogr4dficas de algunos
investigadores y equipos de trabajo que los han descrito.
Como puede verse, los valores varian desde 1,2 para el

pulmén hasta 3.0 para la médula 6sea.

A pesar de que se ha constatado que el
WR-2721 protege no selectivamente a algunos tumores
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FIGURA 9.

TEJIDO FRD, REF. BILBIO.

Médula ésea 1.6-3.0 (177)
Yeyuno 1.6-2.1 (173) (177) (178)( 179)
Piel 1.4-2.1 (180) (181)
Testiculo 1.4-1.6 (173) (182}
Es6fago 1.4 (177)
Mucosa oral 1.7 (183)
Glandula

salivar (*) 1.7-2.5 (184) (183)
Pulmén

(neumonitis) 1.2-1.6 (177) (186)
Pulmén

(fibrosis) 1.5-1.8 {(186)

Rifién 1.3-1.5 (177) (187)
Vejiga 1.3-1.5 {188)
Higado (%) 2.0-2.7 (20) (189)
Misculo

{atrofia) 1.5-2.0 (190)

Factores de Reduccién de Dosis (FRD) brindados por el
WR-2721 en diversos tejidos normales de ratén y rata (*)
para dosis de radiacién mayores de 10 GY y para dosis de
WR-2721 iguales o mayores a 400 mg/Kg.
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experimentales (163) (174), comparada esta proteccién con
la que brinda a los tejidos normales ha resultado ser
practicamente inexistente (176) (177) (191).

Resumiendo, si exceptuamos que no protege al
cerebro (192) ni a la médula espinal (159) cuando se
administra sistemicamente, la espectativa bdsica de que el
WR-2721 puede mejorar la efectividad de la radioterapia de
los tumores s6lidos permanece intacta.

En los modelos animales, proteje
selectivamente a los tejidos normales contra las
citoxicidades de cisplatino, ciclofosfamida y mostaza
nitrogenada (193) (194) (195). Aumenta la tolerancia
renal al cisplatino con factores de 1.3-1.7 {193), aumenta
la tolerancia de la médula 6sea a la ciclofosfamida y a la
mostaza nitrogenada con factores de 1.5-2 ¥y 2-4
respectivamente (194) (195).

Por tanto, la combinacién de WR-2721 con
agentes algquilantes quimioterdpicos o con la radioterapia
deberia, tedricamente, permitir la administracién de dosis
significativamente mds elevadas, lo que nos llevaria a una
mayor muerte celular tumoral con la ventaja de una
toxicidad en el huesped disminuida (14}.

PROTECCION SELECTIVA.

De todos los datos anteriores se deduce
que, en el modelo animal, el WR-2721 protege
selectivamente a los tejidos normales contra la
citotoxicidad de la radiacidén y de los agentes alquilantes

quimioterapicos.
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HIPOTESIS QUE LA EXPLICAN.

El mecanismo de la protecidn selectiva del
WR-2721 no se ha desentrafiado completamente, pero parece
tener relacién con su absorcién diferente por los tejidos
sanos Y los tumorales. Se concentra rapidamente en la
mavoria de los tejidos normaltles por un proceso de difusién
facilitada, mientras que la mayoria de los tumores sélidos
absorven minimas cantidades del compuesto por absorcién
pasiva (159}. Yuhas y cols. (196) también demostraron
que la hidrofilicidad es un factor fundamental en la
capacidad del WR-2721 de ser absorvido selectivamente por

los tejidos normales.

Se ha atribuido esta gran variacién de la
radioproteccién de unos Organos/tejidos a otros a las

siguientes causas

a) Incorporacidén del WR-2721, que es , por ejemplo, grande
en las glandulas submandibulares (197) y pequeiia en e}l SNC
v en la mayor parte de los tumores s6lidos (198) (199)
(200).

b} Los niveles tisulares y celulares de la p0O2, que pueden
ser o demasiado altos ( p. ej. pulmén ) o demasiado bajos
{ p. ej. tumores ) para permitir una competicidén efectiva
con el radioprotector de acuerdo con el modelo competitivo
de radioproteccién (29) (201).

¢) variaciones especificas intertisulares de los niveles

de fosfatasa alcalina (202), que es la qgque activa
(defosforildndolo) al WR-2721 ¥ lo convierte en el
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protector sulfidrilioco activo, el WR-1065. El argumento
para esta explicacién viene de las demostraciones
efectuadas en el sentide de que el WR-2721 es
defosforilade por la fosfatasa alcalina y no por la
fosfatasa dcida (154) {168) (203). Asimismo esto
explicaria la significativa proteccién por el WR-2721 del
sistema gastrointestinal, de los hepatocitos, de los vasos
y de la glandula pardétida ¥y la inusual falta de
incorporacidon y de radioproteccidn por parte del WR-2721
de los cultivos celulares (204) (205).

CONTROVERSIA RESPECTO A LA
RADIOPROTECCION SELECTIVA

Para que tengan un empleo terapéutico, los
radioprotectores deben protejer a los tejidos sanos en
mayor grado que a los tumoraies. A pesar que los estudios
iniciales que se efectuaron con &€l WR-2721 no demostraron
que protegiera a los tumores sélidos (194) (206), estudios
miAs recientes han demostrado que puede producirse un
cierto grado de proteccién tumoral (174) (207). En
general, la informacién de que se dispone demuestra que
,en todo caso, los tumores estdn protegidos en menor grado
gque los tejidos sanos (186). La protecidn de los tumores
por el WR-2721 depende en gran medida del tamarfo del tumor
en el momento de la radioterapia (173) (207). La ausencia
de radioproteccidén en los tumores grandes puede atribuirse
a la no accesibilidad del WR-2721 & las células tumorales
debido al deficiente aporte vascular tumoral o a Ila
incapacidad del WR-2721 para proteger a las «celulas

hipéxicas (que constituven una fraccién significativa del
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total celular en un tumor grande). Existen abundantes
evidencias gque demuestran que el WR-2721 protege
pobremente a las células hipéxicas frente a la radiacién
mientras que brinda 1la mayor proteccidén a las células
oxigenadas (72) (74) (186). En cuanto a su aplicacién en
los tratamientos radioterdpicos, debemos considerar que si
la hipoxia es un factor restrictivo importante en la
radioproteccidn tumoral, ésta se pierde en gran manera en
los tratamientos con un fraccionamiento diario
convencional (una sesién por dia, cinco dias por semana)

debido a que puede producirse la reoxigenacidén tumoral.

PROPIEDADES ANTIMUTAGENICAS,
ANTITRANSFORMACION Y ANTICARCINOGENICAS.

La radiacidén y la quimioterapia son dos
modal idades efectivas en el tratamiento del cancer.
Desafortunadamente tienen un efecto mutagénico v/o
carcinogénico {208). Por ejemplo los pacientes tratados
de enfermedad de Hodgkin con quimioterapia combinada con
radioterapia aparentemente presentan un cierto riesgo de
desarrollar una leucemia aguda iatrogénica (209} y un
linfoma no Hodgkin (210). Por eso el riesgo de provocar
tumores secundarios en pacientes que tienen una enfermedad
potenciaimente curable es un problema que ha sido
considerado por varios investigadores (211} {(212) (213)
(214),

En 1984 Milas publicé gque e)l WR-2721 es
capaz de proteger significativamente contra la induccidn

de tumores por las radiacidnes ionizantes en roedores
(215).
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Milas demostrd que el WR-2721 administrado
por via intraperitoneal en unas dosis de 400 mg/Kg, 30
minutos antes de la irradiacién reducia significativamente
la incidencia de tumores radioinducidos en ] ratén.
Grdina y cols. (216) encontraron que el WR-2721 era
efectivo en la proteccidédn de focos preneoplédsicos en el
hepatocito en ratas recien nacidas a las gque se habia
expuesto a unas dosis de radiacién gamma {(Co®%) que
variaban desde 1.5 a 3.0 Gy (217).

Siguiendo a las observaciones iniciales de
Milas en 1984 (215) en las que el WR-2721 protegia
significativamente a los roedores de la induccidén de
tumores por la radiacién, han aparecido una serie de
comunicaciones en la literatura que describen las
propiedades antimutagénicas (216) (218) (219),
antitransformacién (220) y anticarcinogénicas (217) del
WR-2721 y de su correspondiente tiol libre, el WR-1065.

PROTECCION CONTRA LOS EFECTOS
TARDIOS DE LA RADIACION.

El WR-2721 también resultd ser un potente
radioprotector de los tejidos que tienen una respuesta
tardia a las radiaciones. Otros estudios efectuados por
Travis y cols. han demostrado que el WR-2721 también
protege contra 1las lesiones radioindicidas en el pulmén
(221), y el colon (222) con unos FRD de 1,6 ¥y 1.5
respectivamente, De este modo, se observd que el WR-2721
protegia a los tejidos con respuesta tardia a las
radiaciones de forma similar a como lo hacia en los

tejidos de respuesta temprana. Estos hallazgos son de una
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particular importancia para el potencial uso <clinico de
los agentes radioprotectores debido a que las
complicaciones tardias de la irradiacidn limitan
frecuentemente la dosis total de radiacién que puede ser
administrada para erradicar al tumor en gran parte de las

localizaciones.

ENSAYOS CLINICOS.

Basados en estos estudios preciinicos, se
realizaron ensayos en Fase 1I-II en 1la Universidad de
Pennsylvania ¥ en otros centros (9). Los estudios en fase
I se llevaron a cabo con 250 pacientes con tumores
avanzados que recibieron WR-2721 antes de ciclofosfamida,

mostaza nitrogenada, cisplatino o radioterapia.

Los resultados de este estudio sugirieron
que el WR-2721 puede proteger contra alguna de la
toxicidad provocada por el cisplatino en los tejidos
normales [lototoxicidad {223}, neuropatia periférica
{224)], pero que no protege contra la eficacia antitumoral
del cisplatino (9).

Asimismo sugieren que el WR-2721 protege de
la toxicidad hematolégica provocada por la ciclofosfamida
{granulocitopenia y trombocitopenia) (225) (226).

También los resultados apovaron los datos
presentados por Yuhas y Culo (193) en el sentido de que el
WR-2721 protege contra la toxicidad renal provocada por el

cisplatino.
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El Eastern Cooperative Oncology Group esti
efectuando actualmente un ensayo en fase I! con WR-2721 y
cisplatino en pacientes con melanoma metastdsico vy

cnceres avanzados de cabeza y cuello.

El Radiation Therapy Oncology Group (RTOG)
(9) ha iniciado un ensayo en Fase II con WR-2721
administrado antes de tratamientos radioterdpicos en
pacientes con tumores pélvicos avanzados.

Una vez determinada la dosis maxima
tolerada de WR-2721 (159), el siguiente paso previsto por
el RTOG es la realizacién de un estudio administrando el
compuesio en tratamientos radioterdpicos de tumores de
vejiga, recto, ldtero y ovario, comparando las alteraciones
con las gue se encuentran en los organos pélvicos tras la
administracién de 50 Gy sin la adiccién del
radioprotector. Una vez conocido el FRD para los érganos
pélvicos, el siguiente paso deberd ser la determinacién de
la efectividad terapéutica de esta dosis con
radioprotector comparaiandola con fa de 50 Gy sin
radioprotector (9).

TOXICIDAD Y EFECTOS SECUNDARIOS.

Desde hace bastante tiempo, todas las
observaciones efectuadas han demostrado que los compuestos
radioprotectores mAds activos, gque son los gue contienen
grupos sulfidrilo, y entre ellos el WR-2721 que es el més
representativo, son téxicos para todos 108 sistemas
vivientes y particularmente para los mamiferos (227)

(228). E1l margen entre 1la dosis activa ¥y la téxica es
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estrecho o nulo, lo que provoca una limitacidn importante
de la zonsa mane jable terapeuticamente. Los efectos
perjudiciales de los compuestos protectores ocurren en los
niveles <celular, tisular y general. Algunos de los
efectos perjudiciales que provoca la administracién de un
agente radioprotector que contenga grupos sulfidrilo son
de naturaleza secundaria y no estan relacionados con la
capacidad protectora del compuesto, y pueden reducirse
mediante procedimientos adecuados. La toxicidad celular
parece ser el factor responsable del poder protector, al
menos en los mamiferos (229). Por eso los
radioprotectores sulfidrilicos, administrados en dosis
protectoras, modifican drasticamente la estructura de
algunas organelas celulares (p.ej. nlcleo, mitocéndrias,
reticulo endoplésmico). La administracidn de
radioprotectores sulfidrilicos antes de la exposicién a
las radiaciones disminuye [os cambios inducidos por Ila
radiacidén en esas estructuras. También se influye
temporalmente, mediante una unica administracién de
radioprotectores sulfidrilicos, en las funciones
bioquimicas: Disminuye la sintesis del DNA vy se prolonga
el ciclo celular de las células con capacidad mitética a
nivel del intestino delgado, etc. {230) (231). La
radioproteccidén ofrecida por los compuestos sulfidrilicos
parece estar intimamente relacionada con la importancia de
esas alteraciones y parece ser, por lo tanto dificil de
reducir marcadamente (230}, como no sea mediante
combinaciones con otros farmacos que permitan disminuir la

dosis a administrar (232}.

Desde hace varios afios se estédn realizando
estudios para reducir su toxicidad y potenciar sus efectos
mediante ia combinacién con otros radioprotectores (233)
(234).

68



Los efectos secundarios del WR-2721 que son

dosis dependientes son : vémitos, disminucién de la
presién sanguinea sistbdlica, sensacioén de rubor,
somnolencia, estornudos Yy, mAs raramente, Treacciones

alérgicas (235) (236). Ademds este compuesto provoca una
hipocalcemia transitoria importante debido & que tiene una
accion inhibidora de la secrecién de la hormona
paratiroidea y de la resorcidén Gsea (14) (226) (235).

En los ensayos clinicos en fase I y 11
efectuados en la Universidad de Pensylvania sobre 250
pacientes se pudo constatar que el WR-2721 fue
generalmente bien tolerado con los efectos colaterales
transitorios, que ya se han descrito mds arriba ¥y una de
las conclusiones a las que se llegaron fué que el dnico
efecto colateral del WR~-2721 que era potencialmente
limitante de la dosis a administrar fué la hipotensién
(237) entendida como tal a Ila disminucién de la presidn
sistdlica sanguinea en aproximadamente 20 mm Hg, que tenfa
una duracidén aproximada de 20 minutos. Parece ser que la
hipotensién se produjo con mas frecuencia en pacientes con
tumores de cabeza y cuello, eséfago, cancer de pulmén (no

de células pequeiias) y en los que tenian hipercalcemia.

1.3.3.1.3.3.-WR-1065.

El WR-1065 0
[2=(3~aminopropilamino)—~etanetiol] es el tiol libre del

WR-2721 (238} y su estructura quimica es la siguiente:

NH2 (CH2 ) aNH(CH2) 2SH
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Se cree que el WR-1065, el metabolito
defosforilado del WR-2721, es el agente radioprotector
activo, entre otras razones porgue el WR-2721 es incapaz
de proteger a varias lineas de cultivos celulares (205)
(239} (240), mientras que el WR-1065 si protege a las
células cultivadas (239) (240).

Una de las hipdtesis gue se han expuesto para
explicar la distinta proteccién brindada por ¢l WR-272]1 a
los distintos tejidos es atribuida a diferencias en la
cantidad y distribucidon del WR-1065 en esos tejidos
posiblemente relacionada con la distribucién tisular y la
cantidad catalitica de fosfatasa alcalina, la enzima de la
membrana plasmiética a la que se atribuye la
responsabilidad catalizadora para la hidrélisis y la
posterior incorporacidén del WR-272! a las células {(203}.

Los resultados obtenidos en animales de
experimentacidén sugieren que aporta una proteccidn
significativa contra los efectos mutagénicos provocados
por varios agentes usados en ia terapéutica
antineoplédsica, en particular contra la mutagénesis en la
hipoxantina-guanina fosforibosil transferasa que se induce
en las células del animal de experimentacidén por Ila
radiacidén con neutrones {(alta LET), por la radiacién gamma
{baja LET), v también por la bleomicina, el
cis-diaminodicloroplatino y la mostaza nitrogenada (241).

En 1986 Grdina vy Nagy (242) demostraron que
el WR-1065 era efectivo, si estaba presente durante la
irradiacién, en la proteccién contra la induccién de
roturas simples en el DNA por la radiacién con in FRD de
1.5. En 1987, Sigdestad y cols. {243), comunicaron que

el WR-1065 protegia significativamente contra el dafto al
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DNA, presumiblemente contra la formacidén de roturas dobles
en el DNA con un FRD de 1.8.

1.3.3.2.-ANTIOXIDANTES.
1.3.3.2.1.INTRODUCCION.

Los radicales libres mediadores del dafio
celular por oxidacién, que sSe consideraron durante 1un
largo periodo de tiempo como un fendmeno tipico del
desarrollo de los efectos bioclbégicos de las radiaciones
ionizantes, intervienen en una gran variedad de
situaciones patoldégicas como envejecimiento, inflamacidn,
carcinogénesis, toxicidad de medicamentos, y de compuestos
quimicos, etc.. La <clasificacién de los antioxidantes,

con algunos ejemplos,se expone en la FIGURA 10.

Los radicales hidroxilo y superéxido tienen
gran importancia en las reacciones dgque conducen & Ila
produccién de las lesiones por oxidacidn en las

biomoléculas criticas.

En el +trabajo de Tamba et alt. presentado
en 1987 en Bethesda (244), en el que se evalua el papel
protector de los compuestos reductores,se presta una
atencidén especial al radical tiilo RS- que es el radical
sulfdrico intermediario mAs prominente, resultado del
proceso defensivo desarrollado por 1los tioles contra el
ataque a los sistemas celulares por los radicales libres.
Este radical reacciona con el oxigeno formando radicales
peroxilo RSO0~ que a su vez estdn implicados con los
radicales superdéxidos en la eliminacién de los sulfidrilos

mediante una corta reaccidn en cadena.
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FIGURA 10.Clasificacién de los Antioxidantes.

ANTIOXIDANTES.
1.-ENZIMAS ANTIOXIDANTES.

i.1.-Principales.
1.1.1.-Glutatién Peroxidasa (GSHPx).
1.1.2.-Cataiasa.
1.1.3.-Superéxido Dismutasa (SOD}.

i.2.-Secundarias.
1.2.1.-Glutatién Transferasa {GSHTx).
1.2.2.-Gliutatién Reductasa {GR).

1.2.3.-Glucosa 6-fosfato dehidrogenasa.

2.-METALES ANTIOXIDANTES.

(Miméticos de las Enzimas Antioxidantes).

1.-Compuestos de Cobre.
2.-Compuestos de Hierro.
3.-Compuestos de Selenio.
4.-Dietiiditiocarbamato (DDC}.

3.-VITAMINAS ANTIOXIDANTES.
3.1.-Vit. C.

3.2.-vit. A {y su componente el B-caroteno}.
3.3.~vit. E {(y su componente el A-tocoferol).
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Ademds se han encontrado evidencias que
indican que los radicales per6xilos de 1los tioles pueden
inactivar enzimas como la lisozima y Ja tripsina. Otros
estudios han demostrado que los radicales peréxilos del
glutatién reaccionan con 1los antioxidantes naturales ¥y
artificiales c¢omo la vitamina C, NADH, clorpromacina,
etc.. Estos hallazgos pueden ser indicativos del papel
que juegan Jlos antioxidantes biolégicos en la limitacién
de la reaccién perioxidativa en cadena y y COmo
consecuencia, en la limitacidén de las lesiones bioldgicas

por oxidacidn.

1.3.3.2.2.-ENZIMAS ANTIOXIDANTES.

l.as enzimas antioxidantes forman parte de
los sistemas endbgenos de los que dispone la célula (o el
organismo) gque son capaces de eliminar v detoxificar a las
"reactive oxygen species" (ROS) vy a sus productos,
originados todos ellos por 1la accién de las radiaciones
ionizantes. Podemos clasificarlas en Principales y
Secundarias. Las Principales son la glutatidn peroxidasa
(GSHPx}, que actua sobre el H202 y los peréxidos

orgdnicos; la catalasa, que actua sobre el Hi2012; ¥ la
superoxido dismutasa (SOD), que sustrae ©O2 al Hz202.
Pueden considerarse como enzimas antioxidantes
Secundarias, a otras enzimas que intervienen en las

reacciones de detoxificacién ya sea disminuyendo 1los
niveles de perdéxidos , como la glutati6én transferasa
(GSHTx), o manteniendo el suministro de intermediarios
metab6licos que se precisan para la detoxificacién, como
la glutatién reductasa {GR) y la glucosa 6-fosfato

dehidrogenasa {(G6PD) . Se han publicado numerosos trabajos
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sobre el papel desempefiado por estas enzimas como, por
ejemplo, el publicado en 1984 por Petkau y Chuaqui (245)
en el que se revisaba el papel de la superdéxido dismutasa
en la radioproteccidén. En la FIGURA 11 {(246) se muestran
las relaciones existentes entre los ROS que se forman por
la accién de las radiaciones ionizantes, con los perdxidos

¥y las enzimas antioxidantes primarias y secundarias.

La formacién de radicales 1libres y de RGOS
por las radiaciones 1ionizantes se produce a través de la
radiolisis del agua . Los productos que se forman incluyen
al radical hidroxilo (OH-)}, electrones hidratados (e-

aqu.), protones (H*), y peréxido de hidrégeno (H202) (19}
(247).

HaO —-+~——r—e— " aqu-, OH, H, Hz, H202

Algunos de estos reaccionan con el Q2
contenido en el agua intracelular formando radicales 02-
(superéxido) y HOO- (hidroperoxilo).

Se cree que el efecto mAs perjudicial a nivel
celular, de entre todos 1los gque producen estos radicales,
es la accion del radical hidroxilo (248) sobre las
biomoléculas criticas (o biomoléculas diana) como el DNA,
las enzimas ¥y los constituyentes de las menbranas
celulares (TH) , formando comple jos radicales
libres-biomoléculas diana (T)
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FIGURA 11 : Relaciones existentes entre los ROS que se forman por accién de las Radiaciones Ionizantes

y las enzimas antioxidantes primarias y secundarias.

Tomado de:  KUMAR, K. S., VAISHNAV, Y.N., WESS, J.F.: Radioprotection by antioxidant enzymes and enzyme

mimetics. Pharmac. Ther.. Pergamon Press, Oxford. 1988. 39: 301-309.



Los radioprotectores endégenos ([glutatidn
(GSH) ¥ otros antioxidantes fisiolégicos] o exdégenos
(aminotioles o sulfidrilos) pueden proteger contra la
formacién de T o reparar los T formados en 1la anterior

reaccién, por medio de la donacidén de hidrdgeno

El oxigeno tiene una accidn competitiva con
esta reaccidén mediante la fijacidén del dafio, o mediante la

formacién de 0O2-

T + 02 ~——~—wm—m—mee TOO
T + 02 —=—=——=m—mmmm T + O02-
Los productos diana pueden reaccionar

posteriormente con los ROS ¢ «con los tioles para formar

hidroperdéxidos que pueden ser reparadcos mas tarde:

TOO + 02° + H* ——=—-—mmmmmem TOOH + 02

TOO + RSH ~-—=—=—mm——m e TOOH + RS

El superdxido es convertido, espontaneamente
o mediante una reaccién catalizada por la SOD, a H202 que
es detoxificado por 1la catalassa o por la GSHPx ,
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dependiendo de la concentracioén de H20z ¥y de la
localizacién de esta formacién. Los ROS reaccionan con
los lipidos de las membranas celulares o con el DNA ¥y
forman los correspondientes hidroperéxidos (ROOH, DNAOOH).
Los hidroperéxidos lipidicos también son intermediarios en
la sintesis de los leucotrienos, gque a su vez, tienen
efectos inmunolégicos. La GSHPx detoxifica a los
hidroperéxidos y los convierte en compuestos hidroxi. Un
aumento en el porcentaje de detoxificacidén de los
peréxidos por el sistema de la GSHPx puede estimular la

via de los sistemas enzimdticos antioxidantes secundarios.

La regulacién de ¢éstos sistemas enzimdticos
antioxidantes gue tienen la capacidad especifica de
catalizar la detoxificacién de los ROS o de sus productos,
podria favorecer la radioproteccién. La GSHPx y la GSHTx
emplean GSH reducido como uno de sus sustratos necesarios
para su accién (249). Como demostraron Lawrence y Bork en
1976 (230), existen dos tipos de GSHPx, una que es
selenio-dependiente (SeGSHPXx) y que emplea el Hz202 , a los
lipidos y & otros hidroperéxidos como sustratos, ¥ la
GSHPx selenio-independiente que unicamente emplea a los
hidroper6xidos como sustratos . Se ha encontrado a la
GSHPx en el citoplasma, las mitocondrias y las membranas
(251) , 1o que indicaria su capacidad para eliminar los
perdxidos en esas localizaciones vitales <celulares.
Asimismo también existen dos tipos de SOD segun su
localizacién; la citoplasmética y la mitocondrial . La SOP
citoplasmdtica contiene cobre ¥y zinc (CuZnSOD}), ¥ la SOD
mitocondrial contiene manganeso (MnSOD). En la CuZnSOD,
el zinc tiene un papel estructural pero no juega al

parecer ningin papel catalitico (252).
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EFECTOS DE LA RADIACION EN LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES.

Hassan y Fridovich, en 1976 (253), indujeron
la produccién de SOD en la E. c¢oli como respuesta & un
stress oxidativo . En 1682, Krizala ¥y cols. (254)
comunicaron que se producia un incremento de la SOD en la
médula 6sea de la rata que oscilaba entre el 700 y el 800
%, transcurridas 72 horas después de que fueran sometidas
a ICT. Esto puede ser un mecanismo primario de defensa
contra la produccidén radioinducida de radicales libres.
Schweitzer y cols. (255), encontraron que la cantidad de
SOD en los eritrocitos de trabajadores profesionalmente
expuestos a las radiaciones ionizantes era solo del 11-27
% , a las 5 horas después de la extraccidén de la

sangre,frente al 63 % en el grupo control

Podria ser gue la exposicién continuada a
bajas dosis de radiacién provocara una inestabilidad de la
SOD. Sin embargo, Petkau (256) publicé, en 1987, un
estudio que realizdé con trabajadores profesionalmente
expuestos a las radiaciones ionizantes ¥y que dié como
resultado que éstos tenfan wunos niveles mds elevados de

SOD en los leucocitos de sangre periférica.

Kumar, Vaishnav y Weiss (246) demostraron,
en 1988, que se produce un incremento del 40 % en el

contenido de SOD en la médula 6sea del ratén sometido a

ICT «con una dosis letal (10 Gy). También aumentd el
contenido de GSHPx y de catalasa pero esta elevacién no
fué estadisticamente significativa. Asimismo se han
comunicado, por diversos autores, incrementos en la

actividad de la G6PD en tejidos sanos (257) ¥y en tejidos
tumorales (258) después de su exposicidén a radiaciones
ionizantes. Este aumentoc de actividad podria tener una

accidén potenciadora sobre la capacidad endégena de
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eliminar a los perdxidos radioinducidos.

ENZIMAS ANTIOXIDANTES Y RADIOPROTECCION.
1.~ EXPERIMENTOS IN VITRO.

Michelson y Bockingham (259), comunicaron en
1974 que la adicidén de SOD a una cepa de mioblastos
previamente a su irradiacién, previno la aparicién en
é€stos de cambios morfolégicos radioinducidos. En los
experimentos de Petkau ¥ Chelack (260} (261} la 8OD
protegid a las células madre de los macréfagos de la
médula Gsea del ratén. De todas formas, se han publicado
estudios contradictorios en el sentido de que la SOD
ejerce una accién protectora (262) o gue, por el
contrario, favorece ta transformacidén cejular
radioinducida (263).

Kumar, Vaishnav y Weiss (264), consideraron
la formacién de pentanos como un indice de la peroxidacidn
lipidica de las membranas del eritrocito provocada por las
radiaciones ionizantes y observaron que la adicién de SOD
o de catalasa a las membranas, después de la irradiacién,
preducia una reduccibn significativa de la formacidn de

pentanos.

2.~ SISTEMAS IN VIVO.

El mejor resultado obtenido <con la SOD como
radioprotector fué comunicado por Petkau (256), gquien
obtuvo una mejor radioproteccién (FRD = 1.56) cuando la
administracién de la SOD al ratdén fue por via 1.v., ¥ya

fuera antes o después de la irradiacidn.
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La estabilidad de 1a GSHPx frente a los
perdéxidos ¥ su presencia en abundantes localizaciones
intracelulares podria sugerir qgque este enzima tiene un
papel muy importante en la detoxificacidén celular de los
peréxidos radioinducidos. Kumar y Weiss (264},
demostraron gque el misonidazol, un radiosensibilizador,
inhibe 1la GSHPx hepAtica poco tiempo después de su
administracién intraperitoneal . Jacobs y cols. {265)
objetivaron que los tratamientos que incrementan a |ia
GSHPx, como por ejemplo 1la administracién de selenio,
tienen un efecto radioprotector intermedio . Todos estos
estudios indican indirectamente que la GSHPx tiene un

papel en la radioproteccién.

Gray ¥y Stull en 1983 (266), obtuvieron una
ligera radioproteccién (FRD = 1.2) al administrar
polietileno glicol-catalasa a la hembra del ratén B6CBF1
antes de someterla a ICT . La catalasa puede también jugar
un papel! en ia inhibicidén de la mutagénesis radioinducida
por medio del selenio ya que se ha visto que su actividad
estd incrementada en aquellas células tratadas con selenio
(267). Kumar, Vaishnav y Weiss (246), observaron un
incremento en la actividad de la catalasa , en la médula
6sea del ratén, 24 horas despues de la administracién de

selenio o 1 hora después de la irradiacién.

1.3.3.2.3.MIMETICOS DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES
(METALES ANTIOXIDANTES).

Se sabe que algunos compuestos mimetizan a
las enzimas antioxidantes (268). Se trata de complejos de

metales de transicién o de sus sales.
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Sorenson (269) obtuvo una mayor
supervivencia (48%) en ratones tratados con el mimético de
la SOD , el 2(3,5-diisopropilsalicilato) de cobre, (Cu
DIPS) 24 hr. antes de ser sometidos a ICT con 10 Gy,
comparado con los ratones que fueron tratados con placebo

Sin embargo, Steel ¥ cols. {270) publicaron los
resultados de un trabajo en gque el CuDIPS no proporciond
niguna proteccidén adicional gque la que se consiguidé con la
administracién de una concentracidn equivalente de clorato
de cobre (CuCl2) administrado a ratas machos y hembras 24
horas antes de la ICT,. Otro mimético de la SOD , un
complejo de cobre ¥y 3-mercapto~2-hidroxipropileter de
dextran ha sido descrito como suministrador de efecto
radioprotector (271).

Vamos a mencionar ahora a otros dos
compuestos miméticos de la S0D, el
tetrakis-(4-N-metilpiridil)porfino~de hierro (III} {(FelIll
TMpyP) v el tetrafenilporfino-sulfonato de hierro(III) (Fe
111 TPPS), que son quelatos del hierro . A pesar de que su
potencial como radioprotectores se desconoce, es
interesante el hecho de que el FellITPPS no sea destruido
por un sistema generador de superéxido y que, ademds se
una a la albdimina del suero y la proteja de su destruccién
por el HaOa. Esta propiedad del FelllITPPS, ademds de su
hidrofilicidad, le convierten en una excelente herramienta
para la actuacién con el CuDIPS en los lugares hidrofobos
como son el plasma y las membranas nucleares . Se espera
que la combinacidén de los dos miméticos pueda proporcionar
eliminacién de los radicales libres en la mayor parte de
las localizaciones celulares. El FelIITMpyP es destruido
por el superdxido formando otro producto de mucha menor
actividad mimética de la SOD. Ademas, Oberley ¥y cols.

demostrareon en 1984 (272), que estos dos compuestos
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miméticos presentan una actividad mayor gque. la SOD
citopldsmica ( CuZn SOD ).

Los compuestos que pueden mimetizar a la
GSHPx pueden tener accidén radioprotectora . Entre ellos

estdn el DDC (Dietiiditiocarbamate] ¥y los compuestos

sintéticos de Se, COmMo la DiL-selenocistina,
selenocistinamina, selenometionina, y el
2-phenyl-1,2-benzoisoselenazol-3{2H). El papel

desempefiado por estos compuestos merece ser objeto de

estudios posteriores.

Evans en 1985 (273), informé que el DDC
tenia una accién radiosensibilizante de los tejidos
tumorales v radioprotectora de los tejidos normales . La
reaccidén de oxidacidén-reduccién del DDC unido con el Ha02
y ¢l GSH, que tiene lugar de forma ciclica, es similar a
la actividad de }a GSHPx . El DDC es el compuesto
sulfidrilico que tiene mayor actividad mimética de la
GSHPx (274).

8i tenemos en cuenta que la actividad
mimética de la GSHPX ejercida por el DDC depende de la
concentracién de GSH (32), el papel del DDC en la
radioproteccidén de 1los tejidos normales ¥y en la
radiosensibilizacidén de los tejidos tumorales en un mismo
animal vendri determinado tanto por el contenido de GSH de
los tejidos como por la capacidad de éstos para regenerar
el GSH a partir del glutatién oxidado (GSS8G). 8e sabe que
el DDC es un inhibider de la CuZnSOD v no de la MnSOD
{275) . 8Si tenemos en cuenta gque los tumores tienen
niveles bajos de MnSOD (276), el tratamiento con DDC para
inhibir a Ia CuZnSOD puede sensibilizar & los tumores

frente a las radiaciones ionizantes.
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Los compuestos miméticos de las enzimas
antioxidantes alcanzan con facilidad diversas
lecalizaciones en las que se producen lesiones por
radiacién a las que las enzimas antioxidantes, de gran
peso molecular, no pueden acceder. Ademés, los miméticos
de 1las enzimas antioxidantes no son atacados por las
enzimas proteoliticas, las cuales $ONn capaces de
hidrolizar e inactivar a 1los suplementos de enzimas
antioxidantes (246).

Como hemos visto anteriormente, el WR-2721
es en la actualidad el compuesto gque proporciona una mayor
proteccidédn frente a la mortalidad aguda provocada por las
radiaciones ionizantes en 1los roedores, sin embargo su
empleoc en humanos estd condicionado por su toxicidad
(277). Weiss y cols. (278), comunicaron en 1987 que la
administracién intraperitoneal de Se, 24 horas antes de la
administracién del WR-2721, aumentaba la radioproteccidn

de este dltimo y disminuia su toxicidad aguda.

1.3.3.2.4.-VITAMINAS ANTIOXIDANTES.

Existe gran nimero de estudios sobre la
accién radioprotectora de algunas vitaminas y es sabido
que su adiministracién en pacientes en tratamiento
radioterdpico disminuye algunos de los efectos secundarios
a la radioterépia. Podemos poner COmo ejemplo la
reduccién de las reacciones en la mucosa oral de los
pacientes en tratamiento radioterdpico de tumores de
cabeza Yy cuello a los que se les administra Vit. C.
(279).
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Ademés, se cree que un posible mecanismo del
inicio de 1os cambios inducidos por la radiacién en la
membrana celular es la destruccién radioinducida de los
antioxidantes, entre los cuales la Vit. E es uno de los
mas eficientes (280) (281), lo que implica que también

tiene un papel importante en la radioproteccién.

El alfa-tocoferol, antioxidante
liposoluble, proteje con efectividad contra la
peroxidacidn lipidica producida por la unidn de
O2radiolitico/xantina oxidasa (280). Lo anterior puede

sugerirnos gue el inicio de la peroxidacidén tiene lugar en
un ambiente hidréfobo. A pesar de que se sabe que el
alfa-tocoferol reacciona directamente con el 02 (282)
(283), no es probable que este sea el 1dnico mecanismo de
proteccidn debido a que el 02 se produce en cantidades que

exceden en mucho a la concentracidon de alfa-tocoferol.

Como ya hemos visto anteriormente, los
eliminadores de 02 como la superéxido dismutasa inhiben la
peroxidacién producida por la congujacion del
Ozradiolitico/xantinoxidasa. Sin embargo, la
administracién de suplementos adecuados de alfa-tocoferol
también proporciona proteccitn y, en términos generales,
puede que éste sea un protector mis efectivo por que tiene
una mayor accesibilidad 8 los blancos <criticos de la
membrana gque la que tienen las proteinas como la

superdxido dismutasa (280).

Raleigh v Shun demostraron, en 1983 (284),
que el alfa-tocoferol no solo es efectivo contra la
peroxidacién lipidica iniciada por el 02 sino que también
es efectivo contra los radicales secundarios generados por
los eliminadores de radicales OH como el dimetil
sulféxido.
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En cuanto a brindar proteccidn a la
membrana frente al stress oxidativo, el alfa-tocoferol
puede que sea, en efecto, el mas efectivo, debido a su
localizacién en la parte més radiosensible de la membrana
y siendo prolongada su accidén antioxidante por los
antioxidantes hidrosolubles (281).

Varios investigadores han observado que la
manipulacién de los niveles de la vit. E in vitro (285)
(286) e in wvivo (287) (288) (289) ha demostrado tener
efectos significativos en las lesiones radioinducidas en
la membrana. Sin embargo, el empleo de tocoferoles como
radioprotectores efectivos in vivo, tendrd que esperar a
que poseamos una mayor comprensién de su farmacologia v,
posiblemente, al desarrollo de andlogos més efectivos
(281) (290).

Malick ¥y cols. demostraron que la
administracidn de tocoferol intraperitonealmente aumentaba
la supervivencia del ratén sometido a ICT (291). Roy ¥y
cols. {292) observaron, asimismo, un incremento en la
supervivencia de las c¢élulas madre hematopoyéticas. EI
tocoferol fue efectivo administrado inmediatamente después
de la irradiacidén (pero no lo fue cuando se administré 5
horas mas tarde de la misma) lo que sugiridé que producia
una potenciacién en los procesos de reparacién y/o en la
eliminacién antioxidativa de los radicales producidos.

Lae ciclofosfamida es wun compuesto sintético
ampliamente usado en quimioterapia antitumoral ¥ en
trasplantes de 6rganos como agente inmunosupresor para
prevenir el rechazo de los mismos ¥y en el tratamiento de
algunas entidades nosocldégicas que tienen severos aspectos

inmunoldgicos e inflamatorios (ej. artritis reumatoide).
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Para que se forme el compuesto citotdxico se requiere su
activacion por los enzimas oxidativos hepaticos . Ademas
del metabolito antitumoral,se produce acrolein, un agente

téxico e inductor de tumores.

Strafford y cols., en 1980 (293) y méAs tarde
Weinzweig y cols., en 1987 (294), demostraron que la vit.
A ¥y el Beta caroteno reducen marcadamente la toxicidad de
la ciclofosfamida sin reducir las acciones antitumorales
del compuesto. Mediante su administracién se redujeron
marcadamente la linfocitopenia, la disminucién del
crecimiento, ¥ el retraso en la cicatrizacién de las
heridas debidos a la ciclofosfamida.

Seifter v cols. (295), han investigado la
influencia de la administracién de Vit. A y Beta caroteno
en animales { ratones de la «cepa CBA ) cuyo organismo fué
sometido total 0o parcialmente a la accién de tlas
radiaciones ionizantes (gamma y X). En uno de los
experimentos que fueron realizados por los autores, la
administracion de vit A a dichos animales, inmediatamente
antes de su ICT con 800 ¢Gy, produjo wun incremento
significativo de la DL 50/30 vy ademéds disminuyd toda una
serie de alteraciones ( hipertrofia de las glandulas
suprarrenales, involucidén timica, linfocitopenia y pérdida
de peso ), que son todas ellas signos de toxicidad por
radiaciones ionizantes (296).

La Vit. A ¥ el beta caroteno { gue es una
Provitamina A constituida por 18 eslabones de
hidrocarburos ¥y un anillo iénico en cada extremo, Yy gue
pasa a Vit. A en el higado por la acciédn de un fermento
hepdtico, la carotinasa ) son agentes radioprotectores con
unas grandes posibilidades de aplicacién. La ICT de

ratones de la cepa CBA y de ratas Sprague-bDavis produce
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ulceraciones y hemorragias glstricas e intestinales (297).
La administracién suplementaria de Vit. A Y de
Beta-caroteno reduce la ulceracién ¥ el sangrado. Selye
v Szabo (298) descubrieron ,en 1973, que la cisteamina
produce ulceras duodenales y de stress en ratas y ratones.
En el experimento realizado por Mahmmood y cols. en 1986
{299), la administracion suplementaria de Vit. A inhibié
el desarrollo de dichas dlceras. Ya que la cisteamina es
el prototipo de los agentes radioprotectores
aminoetanetiélicos, Seifter v Mendecki {300) sugieren que
la Vvit. A inhibe no solo las ulceraciones radioinducidas
sino también las ulceraciones y las hemorragias debidas a

los agentes radioprotectores.

Un aspecto importante de los efectos
radioprotectores de la Vit. A y del Beta-caroteno es su
empleo potencial como terapéutica de soporte en pacientes
sometidos a tratamiento con radiaciones ionizantes o con
agentes radiomiméticos (ciclofosfamida). Debido a que en
los tratamientos a los pacientes afectos de enfermedades
neoplédsicas y algunas no neoplésicas se ha observado la
induccién vatrogénica de tumores (301}, Holtzman,
Kanofshy, Friedenthal, Davis y Weinzweig (300) sugieren
que la Vit. A , ademds de ser util en los tratamientos
radioterdpicos, puede serlo también en la inhibicién de la
carcinogénesis inducida por las radiaciones ionizantes ¥

por los compuestos radiomiméticos.

La Vit. A y el Beta caroteno son
estimuladores importantes de las reacciones inmunoldgicas,
especialmente de aquellas que se dirigen contra los
tumores (302). En efecto, Tannock vy cols. (303) han
sugerido gque la Vit. A facilita la regresidén tumoral
despues de la irradiacién tumoral local mediante wuna

potenciacién de esas reacciones inmumitarias .
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1.3.3.3.-MODIFICADORES DE LA RESPUESTA
BIOLOGICA.

1.3.3.3.1.-INTRODUCCION.

Se ha demostrado que algunas sustancias,
cuando se administran antes de la irradiacién, tienen un
efecto radioprotector, especialmente en los limites de
dosis de radiacidén que causan el sindrome hematopoyético.
De entre ellas las mejor conocidas son las endotoxinas
(304) (305), pero también se ha observado una cierta
radioproteccién con extractos del Bacillus Calmette Guerin
(BCG) ¥ con el Corynebacterium parvum (305). Todos estos
agentes son potentes estimulantes inespecificos
hematopoyéticos e inmunoldégicos. Los efectos
radioprotectores Jdptimos se han observado generalmente
cuando han sido administrados de 20 a 24 horas antes de la
irradiacidn. Se ha sugerido gue la accién de estas
sustancias se lleva a cabo por medio de un incremento de
la cantidad de células madres, sincronizando a las células
madres hematopoyéticas en las fases menos sensibles del
ciclo celular y/o acelerando la repoblacién inmunitaria y
hematopoyética a partir de las células madres
supervivientes a la irradiacién. Ironicamente, estas
sustancias que son radioprotectoras especificamente en los
niveles de dosis causantes del sindrome hematopoyético,
nunca fueron clasificadas como sustancias radioprotectoras
(306). El interes primitivo en estas sustancias,
conocidas como inmunomoduladores o modificadores de la
respuesta biolégica (BRMs), fué debido a su potencial
aplicacién terapéutica en la estimulacién del sistema
inmunitario para combatir al cancer . Desafortunadamente,

estos BMRs también produjeron efectos indeseables 1o que
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imposibilité su empleo en humanos (307} (308) (309},
Durante las pasadas décadas , y debido mids a la
terapéutica anticancerosa gue a razones de
radioproteccion, se ha dedicado una gran cantidad de
tiempo, energias vy dinero para descubrir y/o desarrollar
nuevos BMRs que fueran menos téxicos pero gque mantuvieran

st potente actividad inmunomoduladora.

Su clasificacién, con algunos ejemplos, se
expone en la FIGURA 12,

1.3.3.3.2.-POLISACARIDOS.

1) ENDOTOXINAS.

Las endotoxinas son comple jos de
lipopolisacaridos, téxicos y antigénicos, asociados con
ias paredes celulares de las bacterias gram-negativas
(310). Sus interesantes efectos farmacoldégicos y su
naturaleza quimica han servido como foco de interes
multidisciplinario para inmunélogos, farmacdlogos,
biogquimicos, médicos y radiobi6élogos durante bastantes
aftos. Algunas de estas arecas han sido revisadas
recientemente (311) y se ha visto que las endotoxinas
tienen efecto sobre la recuperacién del compartimento de
las células madre, que es lo que determina la

radiosensibilidad, por ejemplo, en el ratén (312).

Al inicio de la década de los 50 se
demostré claramente que dosis semiletales de radiacién
producian un dafo severo a los sistemas hematopoyético,

reticuloendotelial e inmunitario ¥ se producia un aumento
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FIGURA 12. Clasificacién de los Modificadores
de la Respuesta Biolégica.

MODIFICADORES DE LA RESPUESTA BIOLOGICA.

1.-POLISACARIDOS.
1.1.~-Endotoxinas.
1.2.-0Otros PolisacéAridos.
1.2.1.-Glucan.
1.2.1.1.-Glucan P.
1.2.1.2,-Glucan F.

1.2.1.-GLP/B0O4.
1.2.2.-GLP/BOS.
1.2.3.-MN2.

1.2.4.-MNR.
1.2.5.-Picibanil (0K432),

2.-CITOKINAS.
2.1.-Linfokinas.
2.2.-Monokinas.

3.-PROSTAGLANDINAS.
3.1.-PGE1l.
3.2.-PGE2.
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en la susceptibilidad a las infecciones. La causa préxima
de la muerte en el ratén irradiado se asocié con las
septicemias con implicacién de 1la flora microbiana
endégena {313) (314) (315). Por entonces ya eran bien
conocidos los efectos estimulantes de las endotoxinas
sobre el sistema hematopoyético, ¥y el camino légico debia
ser intentar compensar la supresidn hematopoyética
mediante la administracién de endotoxina. Esto fué lo gue
llevé a Mefferd ¥y cols. (3053) a investigar la posibilidad
de estimular la sintesis del factor humoral producido por
el bazo que se relaciond con la recuperacion
hematopoyética. La administracién de cinco dosis diarias
produjo un aumento significativo de la supervivencia media
de ratén irradiado, pero no quedd claro si aumentéd la

supervivencia a los 30 dias.

El trabajo de Pillemer y cols. (316) sobre
el sistema de 1la properdina y el trabajo de Rowley (317)
sobre resistencia inespecifica a las infecciones
produjeron un gran estimulo para el estudio de la
proteccidén, mediante endotoxinas, de animales irradiados.
Pillemer y cols. (316) estudiaron la activacién del
sistema de la preoperdina mediante endotoxinas, zimosan,
glucan, y otras substancias. Las endotoxinas y el zimosan
activaron el sistema de la properdina y elevaron la
resistencia a las infecciones. En los afios siguientes se
realizaron extensos estudios sobre resistencia
inespecifica a las infecciones (318). Roos (319} informé
que el zimosan elevaba 1a supervivencia del ratdn
irradiado y relacioné su efectividad con 1la properdina ¥y
con el incremento de resistencia a las infecciones
enddgenas. Como era de esperr, en este contexto de la
activacién del sistema de la properdina vy de 1la
resistencia inespecifica, se publicaron poco mds tarde

trabajos sobre radioproteccién con endotoxinas como los
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elaborados por Smith ¥y cols. {320), Ainsworth (321) ¥y
Ainsworth y Hatch (322}.

Mientras que Smith ¥ cols. (320) indicaban
que la base para sus estudios estaba en los trabajos de
Mefferd y precursores sobre el 2zimosan, la resistencia
inespecifica y la radioproteccidén, el trabajo realizado
por Ainsworth (321) y uno posterior similar de Zweifach ¥y
cols. (323) se centraron en la evaluacién del efecto de
la radiacién en la induccidén de tolerancia a la endotoxina
bacteriana . Durante los afios 50, otros trabajos dieron
como resultado la incapacidad de ias endotoxinas y el
zimosan para la proteccién de animales irradiados, pero
este fallo se produjo probablemente como consecuencia del
empleo de distinta dosificacién y otros factores
microbianos como por ejemplo la presencia de Pseudomonas
Aeruginosa en los animales de experimentacién (324) (325)
{326).

No obstante, los trabajos méAs exhaustivos
que se realizaron durante la década de los afios cincuenta
sobre el tema de la proteccién con endotoxinas y sSus
mecanismos potenciales fueron realizados por W.W.Smith y
colaboradores (327) (328) (329) (330}.

Estos evaluaron el grado de proteccién
conseguido con endotoxinas en el ratén irradiado empleando
10 pardmetros como, por ejemplo, dosis de radiacién
administrada, tiempo de la administracién de la inyeccidén
de endotoxinas respecto de la irradiacién, nimero de
inyecciones administradas, etc.. También demostraron que
se conseguia radioproteccién en la rata y el hamster.
Asimismo efectuaron estudios exhaustivos sobre resistencia
a las infecciones experimentales y sobre 1la recuperacién

de la hematopoyesis en ratones tratados con endotoxinas.
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Como consecuencia de todos estos estudios,
Smith ¥ cols. {330) concluyeron que, aunque las
endotoxinas tenian un efecto significativo en la
resistencia & las infecciones bacterianas, €l mecanismo de
1a radioproteccidén conseguida con su empleo era atribuibie
a la aceleracién de la recuperacién de la hematopoyesis.
Este concepto de la aceleracién de la recuperacién
hematopoyetica inducida por endotoxinas dominé este campo
durante algunos afios, pero estudios efectuados
posteriormente, ¥ que se describen méas adelante,
originaron controversias en lo que a esa interpretacidn se

refiere.

Forssberg Yy <cols. {331) confirmaron la
efectividad del zimosan y demostraron asimismo los efectos
protectores de un compuesto sintético, el licopene.
Prestaron atencién a la naturaleza coloidal de ambas
substancias, a la activacidn dei sistema de la properdina,
fas similitudes de tiempo en el efecto radioprotector y el
aumento de la resistencia a la infeccidn, que comunicé
Landy (332}, y plantearon la posibilidad de que el
licopene acelere la recuperaciéon de la hemopoyesis

mediante egtimulacién de la sintesis del hemo.

Blondal (333) estudid los efectos de la
administracién de endotoxina, de la administracion de
dextran, y de la combinacién de los dos compuestos
(inyectados separadamente) cuando se administran 24 h.
antes o 24 h. después de la irradiacién. El dextran solo
no produjo ningun efecto, el efecto de la endotoxina sola
fué minimo, pero la combinacidn produjo wun 553% de
supervivencia administrada 24 h. antes de la irradiacidn
con una dosis, con la gque la supervivencia de los animales

no tratados fue del 2.5%. Si la combinacidén se
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administraba 24 h. después de la irradiacidn la
supervivencia fue del 30% . Blondal (333) encontré
interesante el hecho de que s8I sSe mezcaba dextran ¥y
endotoxina in vitro y se inyectaba la combinacién 24 h.
antes o 24 h. después de la irradiacién el efecto

radioprotector se reducia marcadamente o desaparecia.

Como se ha visto anteriormente, han sido

demostrados los efectos radioprotectores de las
endotoxinas en varias especies. A pesar de ello, las
comparaciones cuantitativas interespecies son muy

dificiles debido a gque solo se han elaborado <curvas
completas dosis-respuesta para el ratén, el perro y la
oveja, lo que hace que solo puedan efectuarse
comparaciones cuantitativas entre los valores de LD30/30
de los animales protegidos ¥ los animales control de cada
una de estas especies (334) (335) (336} (337). La LD50/30
para el ratén se incrementa con valores que oscilan entre
un 10-30% cuando se administran las endotoxinas 24 h.
antes de la irradiacién. En el perro y la oveja, el
incremento en la LD50 es al menos del 30% e incluso un
poco mayor (338). Smith et al.{(327) informaron que lia
radioproteccién en rTatas y hamsters era menor que la
observada en ratones, y la pobre proteccidén en la rata se
confirmé en estudios posteriores de Duplisceva y cols.
{339), quienes encontraron un efecto radioprotector muy
pequefio en el conejo, posiblemente insignificante en
terminos de supervivencia a los 30 dias, pero

significativo en cuanto a ia supervivencia media.

Se conoce desde hace tiempo 1la activacidén
del SRE (sistema reticuloendotelial) mediante la
administracidén de endotoxinas ¥ otros varios componentes
bacterianos (340) (341) (342) (343) (3443. La poca

solubilidad de algunas formas de endotoxinas extraidas,
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sugirid que estas suspensiones coloidales, igual que otros
coloides en suspensidn, estimularian al SRE, y
posiblemente al sistema inmunitario. Muchas sustancias
microbianas son immunomoduladores en el amplio sentido de
la palabra . Pero la cuestién basica es si la activacién
tnica del SRE puede incrementar la supervivencia de los
animales irradiados. Cronkite y Brecher {(345) encontraron
un aumento en la recuperacién de los granulocitos ¥y
especularon sobre Jla estimulacién del SRE en perros
irradiados a los cuales se les produjo un abceso después
de la irradiacién mediante una mezcla esteril de pirdgenos
microbianos. Se observd un incremento en la supervivencia
de los perros tratados. Smith y otros (346) informaron
que al provocar un abceso con varios materiales
inorganicos, incluyendo vidrio molido, se producia una
supervivencia mayor en el ratén irradiado mediante una
reduccidén de la incidencia de infecciones bacterianas,

presumiblemente como resultado de la activacidén del SRE.

2} OTROS POLISACARIDOS.

El Glucan es un beta-1,3-poliglucédsido
aislado a partir de la pared interna de la levadura
Saccharomyces cerevisiae (347).

Es un potente estimulador del SRE ¥ asimismo
un potente modulador de la inmunidad celular ¥y humoral
{(348) (349). También aumenta la resistencia inespecifica

a la infeccidén e incrementa la produccién de macréfagos |

que han resultado ser unas de las células mas
radioresistentes entre todas las hematopoyéticas e
inmunitarias (350) 1} y granulocitos, Ademas los

macréfagos juegan un papel principal en la defensa contra
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las invasiones microbianas; sintetizan y liberan citokinas
capaces de estimular la diferenciacién y proliferacidn
hemopoyética (351) (352). Los anteriores son unos de ios
datos que hacen sospechar que los efectos iniciales del
glucan en la elevacidén de la supervivencia puedan estar

mediados por macréfagos (353).

Hace ya tiempo que se conoce el hecho que el
glucan es un potente activador de los macréfagos (342)
(354) (355) y recientemente se han comunicado dos datos
que van a favor de gue los efectos del glucan estan
mediados por receptores. Uno es gue, tras su
administracién inyectada, el glucan parece ser incorporado
especificamente por los macréfagos (356) v el otro el
hecho de la demostracidén de la existencia de receptores
especificos para el glucan en Jlos monocitos y los
macréfagos (357) {(358).

S5e ha demostrado ademas que, tanto la
respuesta inmunitaria primaria como la secundaria, se
potencian tras la administracidén de glucan (348) (354)
(359). Se sospecha que estos efectos tardios son el
resultado de una cadena de reacciones favorecidas por las
citokinas que se inician después de la activacién de los
macréfagos. Ademis de estos efectos inmunolégicos,
también se ha demostrado que el glucan potencia la
hematopoyesis a nivel de las células madre
pluripotenciales ¥y de las células madre de cada serie
(360) (361).

Ademas de poseer gran parte de los efectos
inmunomoduladores de la endotoxinas, el glucan aumenté la
supervivencia del ratén irradiado cuando se administraba
24 h. antes o 24 horas después de la irradiacidén (362).
Patchen y cols. (343) (344) (363) demostraron asimismo
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los efectos radioprotectores del glucan si era
administrado 24 h. antes de la irradiacién, y llevaron a
cabo una importante serie de experimentos estudiando los
diversos grados de estimulacidén del SRE y hematopoyético
producidos por distintas formas de este compuesto. Estos
estudios representan una importante contribucidn respecto
a los posibles mecanismos de accién de los nuevos

productos inmunomoduladores.

Asimismo, en el ratdén, el glucan puede
estimular la proliferacion de las <céluias madres
pluripotenciales hematopoyéticas (colony-forming aunits o
CFU-s5), de las colonias de granulocitos-macréfagos
{GM-CFC), ¥y de las <células formadoras de colonias
mieloides ¥y eritroides (360) (361) (362) (364) (365) (366)
{367) {368) (369) . En base a estas propiedades, varios
investigadores han dedicado sus trabajos a dilucidar
cuales son los polisacdridos capaces de brindar proteccidn
contra la letalidad aguda y las lesiones de la médula osea
que se producen después de la exposicidén corporal total
del ratén a las radiaciones ionizantes (360) (362) . En
estos experimentos, la administracién de polisacdridos iv.
0o ip. desde 24 h. a 1 h. antes de la irradiacién, didé como
resultado una proteccién contra la mortalidad aguda,
ademds de una potenciacién de 1a recuperacién de las
células de la médula osea ¥y una proteccién de las células
nucleadas esplénicas, ademds de una conservacién del
potencial clonogénico de los distintos tipos de células
madres de Ia médula osea ( GM-CFC, CFU-e, etc.) (360)
(362).

Desde 1.986 se egtan buscando agentes
activos con una toxicidad reducida como el Glucan A (343)
{370).
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Maisin y cols. {(371) (372) han informado
recientemente sobre 3 polisacAridos extraidos de la
levadura 5. cerevisiae ( GLP/B04, GLP/BO5 y MN2 ) ¥y uno
extraido del Rhodotorula rubra ( MNR ) que tienen un mayor
efecto radioprotector que las endotoxinas. En sus
trabajos se estudidé la accién protectora contra la
mortalidad a los 30 dias y las lesiones de médula osea
tras exponer a las radiaciones ionizantes a ratones a los
cuales se les habia administrado previamente estos
polisacéridos.

Los cuatro polisacdridos tuvieron una
significativa accién radioprotectora, con un FRD cercanc a
2 para la DL 50/30. Exceptuando al GLP/B04 que fue méas
téxico, se consiguid esta radiproteccidén administrando
unas dosis de estos polisacdridos que eran 1/4 de las que
produjeron un significativo numero de muertes en 1los

ratones a las 2 semanas

Los autores sugieren qQue esta elevacién de
la DL 50/30 es debida principalmente a la proteccidén
ofrecida por estos compuestos a las células madres de la
médula osea

.a FIGURA 13 nos muestra siete BRMs que
fueron ensavados por Chirigos v cols. (373) (374). Entre
ellos, los siguientes: Glucan P (particulado), Picibanil
{0K432), Glucan F (soluble}), Lentinan, ¥y el MVE2
demostraron proteccién significativa en el ratén sometido

a una irradiacién corporal total con 9 Gy .
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FIGURA 13.

BMR ORIGEN

Glucan P Saccharomyces cerevisiae

Glucan F Saccharomyces cerevisiae

Picibanil (OK432) Streptococus pyogenes

Lentinan Lentinus eodes

MVE2 Sintético

Poly ICLC Sintético

BM 41-332 Sintético
Modificado de:
CHIRIGOS,M.A. ,SAITO,E. ,SCHLICK,E. ,RUFFMAN,R: Cellular
regulation by inmunomodifiers MVE2 and Poly ICLC and their
therapeutic application. Cancer Treatment Symp. 1985.
1:11-18.
CHIRIGOS ,M.A.,PATCHEN,M.L.: Survey of newer biological
response modifiers for possible use in radioprotection.
Pharmac. Ther. Pergamon Press. Ooxford. 1988.
39:243-246.
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1.3.3.3.3.-CITOKINAS.
1) LINFOKINAS.

2) MONOKINAS.

En los dltimos 10 afios los modificadores de
la respuesta bioldgica (BRMs); también conocidos como
Inmunomoduladores, han sido estudiados cuidadosamente para
valorar su efecto beneficioso en condiciones de

inmunosupresién o inmunodisfuncidén (375) (376) (377}).

Para gran parte de los cAanceres, las
principales modalidades de tratamiento son la radioterapia
y la quimioterapia. Estos tratamientos frecuentemente
producen una supresién de 1la hematopoyesis en grado
variable, con una reduccién en el numerc de células madre
hematopoyéticas y de su progenie (378) (379). Ha sido
demostrado que muchos agentes que estimulan
inespecificamente las respuestas inmunolégicas ¥y
hematopoyéticas pueden también funcionar como
radioprotectores (380). Las investigaciones mas recientes
se han dirigido en el sentido de definir los efectos
reguladores de los BMRs en la induccidén y secrecidn de
varias citokinas ( linfokinas ¥y monokinas ) como un
posible mecanismo mediante el cual los BMRs ejerzan su

efecto en la mielopoyesis.

La proliferacién y diferenciacidén de las
células del sistema hematopoyético depende directamente de
factores de <crecimiento y diferenciaci6én, que estan
producidos endogenamente por el huesped. Estos agentes,

conocidos como citokinas (linfocinas producidas por los
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linfocitos ¥ monokinas producidas por los monocitos), son

proteinas de accién hormonoide (381) sintetizadas ¥

liberadas por las células del sistema inmunitario,
macrofagos v linfocitos. Su liberacidn puede ser
estimulada por agentes inflamatorios o por
inmunomoduladores. Su produccién se incrementa tras un

traumatismo, en las infecciones y tras estimulo con
irritantes exdgenos. Las citokinas inducen el crecimiento
v diferenciacidén de células componentes de los sistemas
inmunitario, del tejido conectivo, vascular y endocrino
{373) (382). La multiplicidad de funciones importantes
inducidas por la citokinas nos indica que estos agentes
juegan un papel esencial en la defensa contra las
infecciones, en la vigilancia inmunitaria, en la
recuperacidén tras una agresién y tal vez como mediadores
del efecto radioprotector de los inmunomoduladores. En la
FIGURA 14 se exponen sus FRD (383).

Debido a su potencial aplicacién clinica,
durante la 1idltima década se ha efectuado un considerable
esfuerzo para purificar y caracterizar a estos agentes,
Los recientes avances en biotecnologia han dado como
resultado la clonacién de genes para muchas de ellas y su
expresién y sintesis en bacterias y hongos. Esto ha hecho
posible la evaluacién de los beneficios terapéuticos de
dosis farmacolégicas de citokinas recombinadas
purificadas.

La FIGURA 15 ilustra la sucesidén de
acontecimientos que pueden ocurrir tras la exposicidn de
varios componentes celulares del sistema inmunitario a un
BRM (373). Se inducen y secretan una o mds citokinas |
interleukina 1t (IL-1),alfa, beta o gamma interferén (IFN),
factor estimulante de colonias{CS8F), prostaglandina E

(PGE)], como asimismo el factor de necrosis tumoral (TNF),
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FIGURA 14.

CITOKINAS: Factor de Reduccitn de Dosis; Efectos en la

estimulacién de 1a hemopoyesis y Proteccién frente a las

infecciones,.

IL-1 IL.-2 IL-3 CSF IFN TMF
F.R.D. 1.15-1.25 NS NC NS NS 1.1-1.5
EFECTO EN LA
HEMOPOYESIS.
{Proliferacién) + NC + + 4% +%
PROTECCION ANTE
LAS INFECCIONES. + + NC + + +

NS = No significativa. NC = No conocida.

Promueve la diferenciacidén celular.

*
n

102



€01

4 -

v
STEM CELL DE

Activacidn # ,ﬁ R Y ., IFN Componente celular del
Sistema Inmunitario

LA MEDULA OSEA

FIGURA 15 :

MONOCITO
IFN
w o
— — --*
p—
p—
PRECURSOR Timo —
» ——— CELULA T —— T4 H/E p T8 S/C
LINFQIDE / <
/e SIRS (Soluble Inmune
1L-4 / BCSFI Response Suppressor)
Médula IL-5 ) BCSF,, ponse Suppress
(Bursa) CELULA B ’_CEI-ULA X > SINTESIS DE
—_— Activacion PLASMATICA <Actividad INMUNOGLOBULINAS
>Proliferacion <Proliferacién

Cascada de la produccidn y secrecidén de Citokinas, estimuladas mediante Modificadores de

la Respuesta Biolégica, y sus efectos en distintas poblaciones celulares.



v el factor activador del plasmindégeno (PGF) , y reguian
sucesivamente 1a activacidén de otros componentes
celulares, conduciendo a la secrecién posterior de
linfocinas que a su vez pueden modular a los linfocitos.
Por ejemplo, 1la IL-1 amplifica al potenciador de la
poblacidén de células T (T4,H/E). Otro regulador de las
mismas, el supresor de las celulas T (T8,8/C), prolifera
unicamente con fas celulas B en el comienzo de Ila
respuesta inmune, pero probablemente en una segunda fase.
Se considera que la activacidn del supresor de las células
T estda facilitada por la interleukina 2 (IL-2), que se
cree que despliega al supresor de las células T. EI
linfocito B tiene receptores de superficie que se unen al
antigeno como primer paso en el proceso de produccién de
anticuerpos. Este proceso esta facilitado por las células
T "helper" mediante la produccidén y secrecidén de las
linfocinas interleukinas 4 y 5, también conocidas como
factores estimulantes de las c¢élulas B. Después de la
activaciéon, los linfocitos B se transforman en células
plasmaticas a traves de divisiones consecutivas ¥y
subsequentemente secretan inmunoglobulinas. Las células T
"supresoras” (T8} deprimen ia respuesta inmunolédgica
mediante otra linfocina, el supresor soluble de la
respuesta inmunitaria (SIRS). Los factores supresores
actuan en gran parte sobre las células T4 o linfocitos
"helper" o colaboradores (T4), a pesar de que existen
evidencias que sugieren una accidén directa sobre las
células B en algunos casos {(por ej. SIRS actuando
directamente en las celulas B) . Las poblaciones celulares
reguladas por las citokinas son las células '"natural
killer"™ (NK}) ¥y las células "lymphokine-activated killer"
(LAK} .

El papel de estos reguladores celulares es

importante, particularmente el de aquellos que son
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cruciales en el mantenimiento de la hematopoyesis, ¥
podrian tener un empleo terapéutico como agentes

radioprotectores.

Las linfokinas que presentan una mayor
accién radioprotectora son la IL-1 y la TNF. Ambas son
liberadas por los macr6fagos tras su estimulacién por
agentes inflamatorios. Netta et al. {(384), observaron
que en la administracién combinada de IL-1 y TNF se

obtenia un efecto aditivo en la accidén radioprotectora.

El mismo autor sugiere (383) que la
combinacién de linfocinas puede ser mis eficaz ¥y menos
téxica que los tratamientos con compuestos

inmunomoduladores.

No todos los efectos del tratamiento con IL
{(interleukinas) son deseables. Los efectos secundarios
posibles son fiebre, escalofrios, artrdlgias, nauseas,

vémitos, aumento de peso y retencidén de liquidos (381).

1.3.3.3.4.-PROSTAGLANDINAS.

Goldbiatt, en 1935 (385), v von Euler, en
1936 (386), informaron por primera vez de la consecucién
de un incremento en la contraccidén del miscuio liso
tratado con liquido seminal. El componente bicactivo del
liguido seminal fue denominado prostagiandina (PG) por von
Euler. La naturaleza del componente bioactivo fue
sefialada por Bergstrom and Sjoval (387) quienes

describieron dos PGs a partir de las vesiculas seminales y
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ilamaron a una PGF debido a su solubilidad en fosfato y a
fa otra PGE por su solubilidad en eter.

Las investigaciones subsiguientes revelaron
una familia de productos existentes naturalmente y que se
producian a partir de al menos dos importantes procesos
metabélicos desde el dcido araquiddénico (AA) (388) (389)
(390). Las evidencias sugieren que el AA es transformado,
en pequefias cantidades, en las membranas celulares a
fosfatidilinositol y a fosfatidilcolina. Una vez liberado
desde las membranas, liberacién que esta mediada en parte
por las fosfolipasas, el AA se metaboliza, produciendo
algunos principios activos, por Jla via ciclooxigenasa que
a su vez produce PGs, o a través de la via de la
5-lipoxigenasa que produce leucotrienos (LTs). En la
actualidad se conoce el hecho de qgque la mayoria de las
células de los mamiferos pueden sintetizar muchos

productos a través de la cascada del AA (391).

En condiciones fisioldgicas, las PGs se

"

sintetizan a demanda" y luego quedan ligadas a las
membranas de la misma <c¢élula o de las adyacentes . Son
catabolizadas rapidamente con vidas medias variables, pero
cortas, que van desde unos segundos hasta pocos minutos; ¥y
por lo tanto las concentraciones medibles de PG en la
mayoria de los tejidos y en el plasma son bajas. Las PGs
a bajas concentraciones parecen ser mediadoras de un
cierto nuimero de fenomenos biolégicos que ayudan al
mantenimiento de las condiciones homeostdsicas (392), pero
la concentracidén cronicamente elevada de PG esta implicada
en una parte de la patogenésis de enfermedades tan
diversas como asma, defectos del metabolismo cdicico ¥

angor pectoris.
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.La radioproteccidn inducida por las PG se
comunicd por primera vez en 1972 por Prasad (393) quien
demostrd que la supervivencia de las células del ovario
del hamster chino se aumentaba, in vitro, por l[a PGE1l
administrada antes de una dosis uUnica de radiacién X. Mas
tarde, Lehnert (394) publicd una serie de curvas complejas
de supervivencia indicando que 1la PGE1l protegia a las
células v-79 . Contrastando con estos resultados
iniciales, otros investigadores no han podido demostrar la

radioproteccidén inducida por las PG in vitro (395) (396).

A pesar de los contradictorios resultados
encontrados in vitro, han sido encontradas pruebas
consistentes de radioproteccidén inducida por las PG in
vivo (391) (397) (398) (399) (400) (401).

Otra actividad reconocida de f[a IL-1 que
puede contribuir a su efecto radioprotector es el aumento,
mediante s5u administracién, de la liberacidn de
prostaglandinas in vitro e in vivo. Ademas, se ha visto
recientemente que las prostaglandinas tienen un efecto
radioprotector cuando se administran de 5 a 60 min. antes
de la irradiacidén en dosis de 1-40 picogramos a cada raton
(401) .

Neta y sus colaboradores valoraron (384)
(403) el efecto de la indometacina, wun inhibidor de la
sintesis de prostaglandinas, en 1la radioproteccidn que se
obtiene <c¢con la IL-1 . Se tratd a ratones de la cepa
C67B1/6 con IL-1, IL-1 mas indometacina, indometacina
sola, ¥ con una solucién salina. Luego se expuso a los
ratones a 950 c¢cGy de irradiacién gamma, con Co®®, una
Dosis Letal 100/30 para esta cepa. La supervivencia de
ilos ratones que recibieron indometacina mas IL-1 fue

similar a la de los que recibieron unicamente IL-1 (82 %
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contra 63 % respectivamente). De manera similar, ia
administracién de indometacina sola no afecté a la
supervivencia, lo gque se desprendidé del hecho de que los
ratones control tratados con solucidén salina y los
tratados con indometacina y una solucidén salina murieron
durante los 18 dias después de la irradiacién {( con una
supervivencia media de 12,8*-3,6 ¥ 11.5*-4,8 dias
respectivamente ). Si nos basamos en los resultados de
estos estudios, podemos concluir que la radioprotecciédn
inducida por la 1L-1 no esta mediada por las
prostaglandinas. Ademads el tratamiento <con indometacina
no prolongd la supervivencia, indicando gue los niveles
fisiolégicos de prostaglandinas no tienen influencia en la

duracidén de la supervivencia.

ias evidencias sugieren aque las PGs afectan
a las «células a traves de receptores de membrana (403)
(404). En contraste, los compuestos con gTrupos
sulfidrilos ( p.ej. WR-2721 J parecen efectuar su
proteccidn in vivo mediante un mecanismo dependiente de la
concentracién de SH probablemente asociado con la
eliminacién de radicales libres, con la donacién de Atomos
de hidrogeno {(405) o con la induccién de hipoxia (407).
Las grandes diferencias de concentracién para la maxima
proteccién { picogramos para PGs versus miligramos para
WR~2721 ) y la distinta relacién dosis
compuesto-respuesta, comparando los resultados de los dos
estudios antes mencionados en los que los dos agentes se
administraron en combinacidén (176) (399) (407), mostraron
que dicha asociacidn tuvo mayor efecto radioprotector que

cada uno de los agentes por separado.
Las evidencias presentadas por Hanson vy

cols. {391), Hanson (400), y Valden ¥ cols. (401},
mostrando que un tratamiento combinado de WR-2721 y PGs
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administrado a animales fue mids efectivo que cada uno por
separado, sugieren que las PGs efectuan su proteccién por
un mecanismo distinto a la de los compuestos
sulfidrilicos. Sin embargo los datos demuestran que la PG
debe estar presente antes, y sugieren que las PGs pueden
alterar la biodistribucidén del WR-2721. Los trabajos y
estudios futuros pueden encontrar caminos para aprovechar
esta posibilidad de ampliar el grado de radioproteccién
més alld de los miveles mé&ximos actuales por medio del
mantenimiento de la toxicidad dentro de limites

aceptables.

1.3.3.4.-ANTIEMETICOS.

1.3.3.4.1.INTRODUCCION.

Uno de 1los efectos de la exposicidén a
una cantidad suficiente de radiacién es la enfermedad
aguda por radiacidén (408) (409).

Los efectos prodrémicos del SICT se
caracterizan por nauseas, vomitos y malestar ( fatiga,
anorexia ). Estos efectos se presentan generalmente a
partir de la segunda hora postirradiacién. Los vémitos se
detienen wusualmente al cabo de unas horas (410} (411)
(412) (413). Las investigaciones con monos han demostrado
que con irradiacién a altas dosis (>10Gy) disminuye la
incidencia de vémitos. S5i incrementamos las dosis, se
observa en algunos de estos animales una incapacitacidn
franca de 1a conducta. Esta depresién funcional del SNC

podria explicar la disminucién de la capacidad para llevar
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a cabo una actividad compleja como es el vémito (408).

Pueden asimismo observarse vémitos y
diarreas de presentacidén mds tardia tanto en animales como
en humanos expuestos a una dosis letal de radiacidén. Se
presentan aproximadamente a los 1-3 dias postirradiacién y
en los estadios maAs tardios que preceden a la muerte.
Estos sintomas son debidos, al menos en parte, a procesos
degenerativos (408). Ademds no deben ser originados por
los mismos mecanismos eméticos ya que no responden a los
mismos antieméticos que la nausea y el vOmito que tienen
lugar en la fase inicial que sigue inmediatamente a la

irradiacién (414).

Las nauseas ¥ los vémitos continuan siendo
factores de 1la mayor importancia que afectan a 1la
cooperacién del paciente y a su estado general y que
pueden conducir potencialmente a la modificacién de wun
tratamiento radioterédpico {(415). En los tratamientos que
requieren la irradiacién de un gran volumen del organismo
¥y con unas dosis elevadas, como en la irradiacién corporal
total que precede al trasplante de médula oOsea, el
problema es importante y frecuentemente se trata mejor
mediante una fuerte sedacién del paciente (41i6) (417). El
empleo de radioterapia fraccionada tratando peguefios
volimenes y con peguefios incrementos de dosis reduce la
incidencia del vémito inducido directamente por la
radiacidn (417). De todas formas, existen dos
circunstancias que van en contra de una disminucién
sustancial de la incidencia de la emesis en los pacientes
tratados con estos regimenes fraccionados, el vémito de
anticipacién debido a que los pacientes esperan gque se
presente (418} y el aumento de oportunidades que ofrece el
tratamiento fraccionado para que los pacientes desarrollen

un condicionamiento de conducta (419). Como consecuencia
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de todo lo anterior existe wuna necesidad de disponer de

compuestos antieméticos efectivos y aceptables.

Existe un problema importante gue retrasa la
investigacién y desarrollo de nuevos farmacos
antieméticos. En ensayos «clinicos el efecto placebo
algunas veces sobrepasa al 50% (415). Estos hallazgos han
sido consignados recientemente por Pater y Willan (420),
guienes hicieron hincapié en la necesidad de ensayos

randomizados a doble ciego.

La FIGURA 16 (421) muestra varios grupos de

antieméticos con algunos ejemplos.

1.3.3.4.2.NEUROLEPTICOS.

El grupo principal es el que comprende a los
neurolépticos a pesar de que existen pocas evidencias
apoyadas en estudios de doble ciego que nos indiquen la
preferencia de un grupo sobre otros (413). Se ha prestado
una gran atencién a los efectos antidopaminicos de estos
compuestos, debido a que la mayor parte de ellos efectuan
una accién antiemética debida a la accidén de los agonistas
de la dopamina. De gualguier modo, los neurolépticos
ejercen una accién depresara del SNC y su efecto
antiemético puede ser un efecto colateral fortuito de la
depresién del SNC. Por si esto fuera poco, los
neurolépticos wusados como antieméticos no solo son
antagonistas de los dopaminoreceptores, sino gque ademés
muchos de ellos poseen propiedades anticolinérgicas,
antihistaminicas y antiserotoninérgicas (413) (422}, lo

que puede producir también efectos antieméticos.
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FIGURA 16. Clasificacién de los Antieméticos.

ANTIEMETICOS.

1.-NEURCLEPTICOS.
1.1.-Fenotiacinas.

1.2.~-Butiroferonas.
2.-ANTICOLINERGICOS.
3.-ANTIHISTAMINICOS H1 Y H2.
4. -TERAPIAS DE COMBINACION,

5.-0TROS ANTIEMETICOS.
5.1.-Metoclopramida.
5.2.~-Domperidone.
5.3.-Cannabinoides sintéticos.
5.4.~Antiinflamatorios.
5.4.1.~Acido Acetil Salicilico.
5.4.2.-Indometacina.
5.5.-Nuevos Agentes.
5.5.1.-Dazopride (AHR 5531).
5.5.2.-BRL 42924,
5.5.3.-MDL 72222,
5.5.4.-1C8 205-930.
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1.3.3.4.3.ANTIHISTAMINICGS,
ANTICOLINERGICOS Y
TERAPIAS DE COMBINACION.

El tercer grupo de antieméticos estéd
constituido por los antihistaminicos, anticolinérgicos ¥y
terapias de combinacidn. Ni los antihistaminicos ni los
anticolinérgicos por separado se emplean para reducir el
vémitoe inducido por la radiacién en humanos, Cooper ¥y
Mattsson (422) informaron que, en el perro, los
antihistaminicos aumentaban la ED5S0 (emesis dosis 50} para
el Co%?., También encontraron que los efectos antieméticos
eran aditivos y que una combinacién de neurolépticos y
antihistaminicos producia un aumento mucho mayor de la
ED50 (423). Tanto los fdrmacos como Jlas dosis empleadas
en estos experimentos realizados en perros imposibilitan
su empleo clinico debido a los efectos depresivos
colaterales ¥, por lo tanto, sSon necesarias mas
investigaciones que permitan encontrar combinaciones de
agentes gue sean efectivas y puedan usarse en pacientes
irradiados. En la actualidad, 1las combinaciones de
antieméticos son una practica habitual en pacientes que
reciben tratamiento quimioterdpico ¥y existen unos
protocolos de tratamiento bien reglados que asocian a unos
determinados quimioterdpicos unas determinadas pautas
antieméticas {(424) . En un estudio, a los pacientes que se
les iba & 1tratar con irradiacion hemicorporal a dosis
elevadas (425) se les administré previamente una terapia
de hidratacidén ¥y se les premedicd con fluidos y con dosis
consecutivas de prednisona e hidrocortisona y los sintomas

prodroémicos se redujeron. Estos autores sugirieron que
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los corticoesteroides v la hidratacién administrados
preirradiacién eran la causa de esta reduccién. Lo mismo
sugiere otro estudio (426) en el que los pacientes estaban
sometidos a unas condiciones similares de irradiacidén y en
el que no se observé una reduccién similar de los
prédromos con varios tratamientos que incluian diacepam o
metoclopramida pero que no incluian terapia de
hidratacién. Se trata unicamente de ejemplos aislados ¥
sin confirmar, pero pueden ser importantes por cuanto ya
se conoce la importancia de una adecuada hidratacién en

ios pacientes gue van a ser tratados con quimioterapia.

1.3.3.4.4.0TROS ANTIEMETICOS.

Ei quinto grupo lo constituye el conjunto
de fdrmacos antieméticos que detallaremos a continuacién,

La Metoclopramida administrada por via
endovenosa en altas dosis (427) ({frecuentemente asociada
con corticosteroides y difenhidramina, esta 1dltima para
reducir los efectos extrapiramidales de la metoclopramida
(428)] se emplea como tratamiento de los vémitos inducidos
por los agentes quimioterdpicos. Sin embargo no existen
estudios de doble ciego que sugieran su utilidad en el

paciente irradiado.

El Domperidone es un compuesto que
teéricamente bloguea los receptores dopaminérgicos D2
{429} ¥y 4gque no atraviesa con facilidad la barrera
hematoencefalica. Teoricamente también, y a diferencia de
las fenotiazinas, serf{a capaz de bloquear los receptores

dopaminérgicos que se encuentran en el area postrema y que
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serian los responsables del vémito, pero sin causar
depresidén del SNC. Esta teoria implicaria que el efecto
antiemético de las fenotiazinas estaria centrado en los
receptores dopaminicos del area postrema y no como efecto
secundario de su accidén sedativa. En dos pequefios ensayos
clinicos, el domperidone parecia ser un antiemético
efectivo en pacientes irradiados (430} (431) . Asimismo
fue efectivo en la eliminacién del v6mito inducido por la
radiacidén en perros (432) (433), pero no fue efectivo en

un estudio efectuado con monos rthesus (434).

A pesar de que las <cualidades antieméticas
del domperidone fueron de interes en un principio (435},
este fdrmaco se emplea en la actualidad en el tratamiento
de la gastroparesis ¥ no se han efectvado mas ensayos

clinicos en pacientes irradiados.

Pasamos seguidamente a los cannabinoides,
Se realizaron estudios «con cannabincides sintéticos que
sugirieron su utilidad en la prevencidén del vémito
inducido por los agentes dquimioterdpicos, pero antes de
conseguir un efecto antiemético provocaban sedacidén ¥y
euforia y asimismo provocaban habituacién (436). Otros
estudios no demostraron que ofrecieran ventajas sobre la
terapia antiemética convencional (metoclopramida) en los
pacientes sometidos a quimioterapia (437}, 1lo que ha
provocado una disminucidén de su empleo,

Dos estudios efectuados con pacientes
sometidos a radioterapia describen un cierto beneficio del
tratamiento con cannabinoides sintéticos (438) (439},
aungque los efectos colaterales y el pequefio beneficio
terapéutico no nos brindan un gran soporte en favor de su
empleo.
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Proseguimos c¢on los antiinflamatorios. En
un ensayo, Mennie ¥y cols. (440) emplearon 4&cido
acetilsalicilico como pretratamiento para reducir la
diarrea ¥ otras complicaciones de la irradiacidn
abdominal, incluyendo los vémitos. Carpenter y cols.
{433} informaron recientemente que la indometacina reducia
los voémitos en los perros que recibian irradiacidn
abdominal. Gralla y otros (414) informaron que el dcido
acetilsalicilico exacervaba los vémitos en perros que

recibian irradiacién corporal total.

Es necesario un mayor numero de trabajos en
mode fos experimentales animales para cuantificar y
clarificar el papel potencial de la inflamacién y en
particular de las prostaglandinas (433), en el vémito

inducido por Ia radiacién.

Por 1Ultimo revisamos Jlos nuevos agentes
empleados. En modelos animales de laboratorio, se han
empleado recientemente nuevas drogas para combatir los
vémitos debidos a los compuestos quimioterapéuticos o a
las radiaciones ionizantes. El Dazopride (AHR 5531)
abolié la emesis en monos rhesus irradiados (432). Se ha
comunicado una reduccién de los vémitos inducidos por
tratamiento con ciclofosfamida o radiaciSén X en hurones
mediante el empleo de una benzamida procinatica, el BRL
24624 (441) . Este agente bloquea los receptores 5-HT-M
(442).

Estos agentes son representativos de un
nuevo grupo de compuestos ¥y de una nueva via de abordaje
al problema de los vémitos inducidos por la radiacién.
Estos y otros agentes, como el MDL 72222 (443) v el ICS
205-930 (444), presentan 1as mismas caracteristicas que la

metoclopramida respecto a su efecto antiemético pero sin



los efectos antagonisticos de la dopamina que presenta
esta tdltima (445). De todos los fdrmacos gue se empiean
en la actualidad o que estan investigidndose, este grupo de
compuestos parece ser capaz de ofrecernos un efecto
antiemético potente y especifico con un minimo de efectos
graves colaterales, lo que requeriré una posterior
comprobacién con un mayor nimero de experimentos en

modelos animales y posteriormente en ensayos clinicos.
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1.4.- PERSPECTIVAS DE FUTURO EN LA INVESTIGACION

Y BUSQUEDA DE NUEVOS RADIOPROTECTORES.,

1.4.1.-INTRODUCCION,

A pesar de que teoricamente se han
"determinado" sus posibles mecanismos de actuacién, lo
cierto es que hemos avanzado poco desde el terreno
empirico sefialado con anterioridad. Podemos determinar si
un compuesto tiene accibén radioprotectora, podemos
establecer el grado de esta accidén ¥y lo podemos
representar mediante el concepto de FRD, pero el mecanismo
v las vias concretas de actuacién no son, hoy por hoy, mas

que objetos de especuilacidn.

Parafraseando a Rasey (446), refiriendose
al mejor radioprotector del que disponemos en la
actualidad, el WR-2721: "Mientras que los diferentes
grados de radioproteccién de un compuesto estdn bien
documentados, las razones para ello alin son especulativas
¥y seguirdn siéndolo hasta que la farmacocinética, el
metabolismo, su interaccidén con los tioles enddgenos y los
mecanismos del efecto radioprotector sean mejor

entendidos”.

Por otra parte, diversos estudios sugieren
que algunos compuestos con accidén radioprotectora la
ejercen de forma selectiva sobre las células sanas ¥ no
sobre las tumorales. La consecucidén de una accién
radioprotectora selectiva es un objetivo muy atractivo y
en el se ha venide trabajando desde hace décadas, sin

embargo esta selectividad no ha sido demostrada de forma
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convincente al menos con los compuestos de que disponemos
en la actualidad (447),

Una de las causas que han imposibilitado
esta demostracién es la existencia de efectos téxicos
colaterales provocados por estos compuestos, pero el mayor
obstdculo es el desconocimiento mencionado anteriomente de
los mecanismos bédsicos por los que efectian su accidn
protectora a nivel celular y tisular tanto los compuestos

va existentes como los de nueva aparicién.

Segin las tendencias actuales,las futuras

lineas de investigacidén en este tema deberén ser {14):

1) Seguir investigando en la Ilinea de
encontrar otros compuestos radioprotectores gque sean al
menos iguales y a poder ser mAs efectivos que el WR-2721

pero con menos efectos secundarios.

2) Investigaciones encaminadas a mejorar
nuestro conocimiento sobre los mecanismos de actuacidén de
los radioprotectores y a la comprobacién de su accidn

selectiva sobre los tejidos normales (los que la posean).

3) Intentar esclarecer las razones por las
que los radioprotectores no actuan a nivel tumoral
mediante estudios "in vitro" con cultivos de <células

tumorales humanas.

4) Profundizar en las investigaciones que
se estdn llevando a cabo por numerosos autores sobre
tratamientos con combinaciones de radioprotectores
intentando conseguir con ellas un posible incremento de su
acciéon y wuna disminucidén de los efectos téxicos gue

provocan los radioprotectores mads activos.
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5) Investigar en la aplicacidn y ensayo de
sustancias o compuestos que puedan, basandonos en sus
propiedades quimicas o en sus efectos clinicos, potenciar

la accidén de radioprotectores "probados” (448).

Como se ha descrito anteriomente, las
evaluaciones clinicas efectuadas para comprobar la
eficacia de 1los radioprotectores para su uso en la
terapetdtica del cancer se han c¢entrado en su capacidad
para modular el dafio agudo provocado por los agentes

terapéuticos a los tejidos normales limitadores de dosis.

A través del empleo juicioso de los
radioprotectores como adyuvantes en protocolos
terapéuticos bien disefiados, puede ser posible no solo
mejorar el beneficioc terapéutico, sino ademds reducir
significativamente el riesgo de la induccidn iatrogénica
de cénceres secundarios en pacientes caracterizados por
tener un excelente prondéstico para la curacidén o para la

supervivencia a largo término (241).

1.4.2.-TIOLES.

La causa principal de la muerte celular
radioinducida es el dafio causado al DNA, especialmente las
roturas dobles (20). Se ha demostrado que los aminotioles
protejen contra las roturas simples y dobles (113), pero
gue no brindan proteccidén contra otro tipo de lesidén del
DNA, como el dafio en l1os nucledtidos (65). El modelo de
reaccidén competitiva oxigeno~tiol, que puede ser aplicado
para algunos tipos de lesiones del DNA puede que no sea
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vdlido para los radicales de las bases del DNA (65). De
todas formas parece digno de consideracién el estudio de
la proteccidén especifica contra los wvarios tipos de
lesiones gque se pueden producir en el DNA, Deben
iniciarse experimentos para desarrollar métodos de
deteccidén de la radioproteccidén a nivel molecular después
de la exposicién a la radiacién in vivo. Se considera que
los radicales libres son responsables de aproximadamente
el 70% de Ias roturas simples del DNA (16) (19}). Es
necesario un mayor estudio del papel gue representa la
eliminacién de los radicales 1libres comparada con los
procesos de reparacién quimica en la proteccidén contra los
diferentes tipos de lesiones del DNA. A este respecto es
importante tener un mayor conocimiento sobre las
concentraciones de aminotioles endégenos ¥y exdgenos en el

ndcieo cejular v sobre la unién de los tioles al DNA (65).

Ya sabemos que la fosfatasa alcalina juega
un papel esencial en la conversidén, defosforilandolo, del
WR-2721 en su metabolito activo el WR-10635. De lo
anterior se desprende que la modulacién de la actividad de
ia fosfatasa alcalina podria posiblemente aumentar o
disminuir la radioproteccidén. Los efectos conseguidos con
la inhibicidn y el aumento de la actividad de la fosfatasa
alcalina se estén investigando actualmente en el modelo

animal empleando ratones (449).

También hemos visto como los radioprotectores
como el WR-2721 y su tiol libre el WR-1065 han sido
investigados extensamente debido a su potencial para
incrementar el beneficio terapeutico sobre e}l cancer como
consecuencia de su capacidad para proteger
diferencialmente al tejido normal comparado con los
tejidos neoplédsicos. Los mecanismos potenciales mediante

los cuales estos agentes manifiestan sus efectos
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protectores son numerosos. Sin embargo, €l énfasis para

los futuros estudios no debe dirigirse solamente
investigando su capacidad para reducir el daifio
radiacidén/quimico inicial, sino que asismismo deben
efectuarse investigaciones encaminadas a una mayor

comprensidén de su capacidad para afectar los procesos
postirradiacién que estdn implicados en la mutagénesis,

transformacién y carcinogénesis {238).

bBebido a que, de momento, no se han
conseguido radioprotectores mds activos y menos téxicos
que el WR-2721 y la Cisteamina, algunos investigadores han
intentado con cierto éxito incrementar la radioprotecciotn
v/o disminuir la toxicidad de estos compuestos mediante el
uso de combinaciones de estos entre si y con otros
protectores (231) (450) (451).

1.4.3.-ANTIOXIDANTES.

Como se sefiala anteriormente, una
aproximacidn a la consecucidn de una radioproteccidén méds
efectiva y duradera puede ser el uso de compuestos
aditivos a los tioles como se describié por Floersheim y
Floersheim en 1986 (451). Estos autores encontraron gque
la administracién de asparatato de zinc protegia al ratdn
frente a la radiacidén gamma vy que ademéds tenia un efecto
sinérgico con los tioles. Atribuyeron esta dltima
observacidén & una estabilizacidén de los tioles por la

formacidén de complejos de zinc.

Asimismo Martin (452) propone el empleo del
litio como radioprotector después de haber estudiado las
variaciones estructurales v funcionales provocadas por su

administracidén en ratas Wistar.
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Como hemos visto anteriormente, el WR-2721
es en la actualidad el compuesto que proporciona una mayor
proteccién frente a la mortalidad aguda provocada por las
radiaciopes 1ionizantes en los roedores, sin embargo su
empleo en humanos estd condicionado por su toxicidad
(277). Weiss y cols. (278), comunicaron en 1987 que la
administracién intraperitoneal de Se, 24 horas antes de la
administracién del WR-2721, aumentaba la radioproteccién
de este 1dltimo y disminuia su toxicidad aguda. Una vez
maés nos encontramos con las perspectivas de futuro que nos

brindan las combinaciones de compuestos radioprotectores.

También hemos visto que la manipulacién de

los niveles de la vit., E in vitro (285) (286) e in vivo

(287) {288} (289) ha demostrado tener efectos
significativos en 1las lesiones radioinducidas en tia
membrana. $in embargo, el empleo de tocoferoles como

radioprotectores efectivos in vitro, tendréd que esperar a
que poseamos una mayor comprensién de su farmacologia vy,
posiblemente, al desarrollo de andlogos mids efectivos
(281) (290).

1.4.4,. -MODIFICADORES DE LA RESPUESTA BIOLOGICA.

La direccidén de las futuras investigaciones
estd dictada por una c¢lara percepcién de cual es el
probliema mds importante. Si asumimos gue el objetivo es
determinar c¢omo incrementar la supervivencia de los
animales irradiados, incluyendo al hombre, mediante el uso
de inmunomoduladores solos o en combinacion con otros

compuestos, deben considerarse las siguientes estrategias.
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El inmunomodulador ideal debe ser de baja
toxicidad y tener wun alto valor terapéutico en un animal
apropiado para servir de test, que no sea un roedor.
Debido a las marcadas diferencias en sensibilidad de los
roedores v 1los humanos y debido al efecto pirdgeno ¥y a
otros efectos farmacolégicos adversos de la endotoxinas,
de sus derivados o de otros productos microbianos, debe
efectuarse un esfuerzo conjunto interdisciplinario
(médicos, farmacdlogos, bioquimicos, radiobidélogos, etc)
para identificar el modelo mas apropiado. La bisqueda de
agentes activos con una toxicidad reducida, como el glucan
modificado, 1lipido A, esta enfocado en la direccién
apropiada (343) (370). Otros poliglucanos extraidos de
las levaduras poseen unas propiedades radioprotectoras muy
interesantes que parecen ser diferentes de las
relacionadas con las endotoxinas ¥ que deben ser
exploradas concienzudamente. Maisin ¥y cols. (371)
estudiaron algunos compuestos que son mads efectivos que
las endotoxinas y pueden actuar como dosis-reductores. La
posibilidad de que un polisacdrido microbiano pueda
inducir la produccidén de sustancias endégenas con
propiedades radioprotectoras parece ser un nuevo e
importante hallazgo que merece Ser estudiado en

profundidad.

El Muramil dipéptido es un inmuncadyuvante
sintético andlogo a wuna subunidad de peptidoglican
bacteriano (453). Esta sustancia ¥y sus andlogos producen
algunos efectos fisioldgicos parecidos a los de las
endotoxinas o de otros polisacAridos complejos
microbianos. Estos incluyen pirogenicidad, induccién de
la actividad estimuladora de colonias, modulacién de la
mielopoyesis (454), estimulacién de las células formadoras

de colonias de la médula (455) vy estimulacién de la
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resistencia inespecifica a las infecciones. El Muramil
dipéptido y sus derivados parecen ser dignos de estudio en

1o que a sus efectos radioprotectores se refiere.

La investigacibn encaminada al
entendimiento de los mecanismos de la proteccidn frente a

las radiaciones obtenida por medio de endotoxinas u otros

polisacaridos microbianos es altamente importante. En
contraste con los efectos radioprotectores de los
aminotioles, los efectos de las endotoxinas son

atribuibles a factores potenciados o tal vez 1inhibidos
desde el interior del organismo del animal huesped. Como
ha sefialado Behling (456), mediante la endotoxina se
producen algunas citokinas y, como consecuencia, se han
comunicado ciertos grados de radioprotecci6én para los
factores humorales transferidos pasivamente (456) (457), ¥
es evidente, por lo tanto, que los estudios que se
realizardn sobre las citokinas inducidas por endotoxinas
podrian ser productivos. Recientemente se ha demostrado
gque la Interleukina 1 tiene un efecto radioprotector en el
ratén (402). Las Interleukinas 1 vy 2 tienen influencia
sobre la funcién de los timocitos irradiados (458).
También se ha comunicado que el tratamiento con Interferdn
administrado al ratén, postirradiacidn, incrementaba su
supervivencia (459). La Prostaglandina E2 tambien ha
aumentado la supervivencia del ratdén irradiado, pero su
relacién con el fenomeno de la proteccidédn por endotoxinas
aln no estd claro (460). Si se puede indentificar a los
mediadores responsables de la radioproteccién obtenida con
endotoxinas y otros polisacidridos complejos que estan
relacionados con ellas, las herramientas de 1la biologia
molecular moderna ofrecen el potencial para la produccién
de cantidades significativas de agentes due sean
relativamente no tdxicos a través del empleo de tecnologia

de recombinacidén (461},
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Los futuros estudios, efectuados
multidisciplinariamente, incrementarén nuestra comprensioén
en lo concerniente a las respuestas de los mamiferos
frente a los inmunomoduladores, sobre los mecanismos de
defensa del huesped y sobre los procesos reguladores,
tante a nivel celular como molecular, y dardn como
resultado la aplicacién de nuevos inmunoestimuladores que
sean capaces de proteger al hombre contra los efectos

ietales agudos de las radiaciones ionizantes.

1.4.5.-ANTIEMETICOS,

Hemos visto anteriormente gque existe un
problema importante gue retrasa la investigacidn ¥
desrrollo de nuevos farmacos antieméticos. En ensayos
clinicos el efecto placebo algunas veces sobrepasa al 50%
(415), por lo que Pater y Willan (420) hicieron hincapié
en la necesidad de ensayos randomizados a doble ciego.

En cuanto a la Metoclopramida, que
administrada por via endovenosa en altas dosis (427), se
emplea como tratamiento de los vdmitos inducidos por los
agentes quimioterdpicos sin que este tratamiento esté
refrendado por estudios de doble ciego que sugieran su
utilidad en el paciente irradiado.

El Domperidone es un compuesto que
teéricamente bloguea 1os receptores dopaminérgicos D2
(429) ¥y que no atraviesa con facilidad la barrera
hematoencefdlica. Teoricamente también, ¥y a diferencia de
las fenotiazinas, seria capaz de blogquear los receptores

dopaminérgicos que se encuentran en el area postrema y que
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serian los responsables del vémito, pero sin causar
depresién del SNC.

Aunque en dos pequefios ensayos clinicos este
compuesto parecia ser un antiemético efectivo en pacientes
irradiados (430) (431), ¥ que también fue efectivo en la
eliminacién del vémito inducido por la radiacién en perros
(432) (433), no fue efectivo sin embargo en un estudio
efectuado con monos rhesus {434) y serian necesarios mas

ensayos clinicos en pacientes irradiados.

Es necesario un mavor nuUmero de trabajos en
modelos experimentales animales para cuantificar y
clarificar el papel potencial de la inflamacidén y en
particular de las prostaglandinas (433), en el vémito
inducido por la radiacidén.

Si consideramos a los nuevos agentes
empleados como el Dazopride y el BRL 42924, veremos que
son representativos de un nuevo grupo de compuestos y de
una nueva via de abordaje al problema de los vdmitos
inducidos por la radiacién. Estos y otros agentes, como
el MDL 72222 (443) y el ICS 205-930 (444), presentan las
mismas caracteristicas que la metoclopramida respecto a su
efecto antiemético pero sin los efectos antagonisticos de
la dopamina que presenta esta dltima (445). De todos los
fdrmacos que se emplean en la actualidad o que estan
investigéndose, este grupo de compuestos parece ser capaz
de ofrecernos un efecto antiemético potente y especifico
con un minimo de efectos graves colaterales, lo que
precisard una comprobacidén mediante estudios en modelos

animales y en ensayos clinicos.
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El litio es un cuerpo simple, metédlico, de
color blanco. Es el mads ligero y simple de 1los metales
alcalinos y tiene un peso atémico de 6,49.
Farmacoldgicamente se presenta en forma de sal;
habitualmente como citrato y también como carbonato,
yoduro o salicilato. Tiene una valencia "+" lo que

implica que se comporta como teductor (462).

1.5,.1.FARMACOLOGIA,

A pesar de gque se encuentra en los tejidos
animales en pequefias cantidades no tiene una funcidn
fisioldégica conocida. Sus mecanismos de accién no se
conocen totalmente pero se sabe que, como catidn
monovalente, compite con otros cationes mono y divalentes
{potasio, sodio, calcio, magnesio) en las membranas
celulares, donde el litio 1las atraviesa rapidamente a
través de los canales del sodio y, cuando estd en elevadas
concentraciones, bloquea los canales del potasio. También
compite en el nivel de las proteinas celulares sensibles a
las concentraciones usuales de cationes ¥y en las
jocalizaciones celulares de transporte para 1los cationes

mono y divalentes (463}.
También interacciona con procesos del AMPc

incluyendo a aquellos regulados por hormonas

polipeptidicas. El litio reduce las concentraciones
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intracelulares de AMPc mediante la inhibicidén de Ila

adenilato ciclasa. (463).

Altera el transporte de sodio en las células
nerviosas v musculares ¥ altera el metabolismo

intraneuronal de las catecolaminas. (464).

FARMACOCINETICA.

E]l] litio se absorbe con rapidez desde el
aparato digestivo (463) (464) (465). La comida no parece
afectar a su biodisponibilidad. La absorcidén de las
tabletas y cédpsulas convencionales de citrato de litic se
completa normalmente en 1-6 h. con los niveles més
elevados en suero normalmente a las 0.5-3 h.. las
soluciones orales de citrato de litio se absorben més
rapidamente alcanzédndose las concentraciones mas elevadas
de litio en suero entre 15-60 m. Durante las primeras 6-10
h. después de la administracién su concentracidén en suero
fluctua dependiendo de su absorcién y de su distribucién
tisular (466).

Se distribuye ampliamente a la mayor parte
de los tejidos y fluidos corporales., Pasa inicialmente al
liquido extracelular ¥y entonces se va acumulando
gradualmente en varios grados en los tejidos. Se
distribuye rapidamente a los tejidos tiroideo, ésec ¥y
cerebral. Las concentraciones en estos tejidos
freuentemente son un 50 % mayores que las concentraciones
simultaneas en suero. Se distrubuye mds lentamente y de
forma menos completa al corazén, pulmén,rifién y misculo.
Las concentraciones en estos tejidos son aproximadamente
iguales que las del suero. Sus concentraciones en el
higado son normalmente el 30-50 % de las simultaneas del
suero (463).
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El litio también se distribuye en la saliva.
La relacién entre las concentraciones en Ia saliva y en el
suero muestra considerables variaciones interindividuales
pero una vez se alcanza una situacidén estable estas son
muy pequefias. En este estado las concentraciones en

saliva son de 2 a 3 veces mayores dgue en el suero (466).

Se distribuye al interior de los eritrocitos
contra un gradiente de potencial electroquimico que es de
direccidén opuesta al gradiente del ién sodio. En
situacifén estable sus concentraciones en los eritrocitos
pueden variar desde un 30-90 % con respecto a ilas del
suero pero normalmente no sobrepasan el 50 % de las

mismas.

El litio se distribuye inicialmente en un
volumen aparente que es el 25-40 % del peso corporal y més
tarde en un volumen que es igual al del total del agua
corporal. Cruza libremente la placenta y las
concentraciones en el suero fetal son iguales gue las del
suero de la madre (465). La leche de las mujeres
lactantes contiene unas concentraciones de litio que son

aproximadamente un 30-50 % que las del suero.

Su concentracidén en suero parece disminuir
de una forma bifésica. En pacientes que tienen una
funcién renal normal, se ha observado, después de Ia
administracién de una dosis idnica de litioc, una vida media
inicial de 0.8-1.2 h. ¥ una vida media final de 20-27 h..
Estos valores aumentan en pacientes ancianos ¥ en

pacientes con funcidén renal disminiuida (463) (464} (465).

El litio no se metaboliza y se excreta casi

completamente por 1la orina. Aproximadamnete el 80 % del
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litio que es filtrado por el glomérulo renal se reabsorve
en los tdbulos proximales renales. De este modo, su
aclaramiento renal plasmédtico es aproximadamente el 20 %
de la filtracidén glomerular (20-40 ml/m.). La reabsorcién
en el tdbulo proximal tiene lugar contra gradientes de
concentracidn y eléctricos que no distinguen entre el
sodio y el litio. Mas allda del tdbulo proximal su
reabsorcidén es minima y por esta razén la mayor parte de
los diuréticos no aumentan el aclaramiento renal de litio
{(466).

Aproximadamente el 95-99 % de wuna dosis
inica de litio se excreta por la orina. Pueden excretarse
pequefias cantidades por las heces como litio no absorvido
o por el sudor. En pacientes con funcidén renal normal,
aproximadamente el 30-70 % de una dosis tnica es excretado
por la orina en 6-12 h. y el 50-80 % a las 24 h.. EIl
restante es eliminado mds lentamente en un total de 10-14
dias. (463).

1 ~US N

Las sales de 1litio se han empleado en el
tratamiento de bastantes enfermedades psiquidtricas, pero
principalmente en el tratamiento de pacientes con
desdrdenes afectivos, especialmente en cuadros maniacos,

depresivos, maniaco-depresivos y depresiones mayores,

A) Cuadros manfacos agudos: Una experiencia clinica muy
extensa ha demostrado que el litio es efectivo en el

tratamiento de la mania aguda y en la fase maniaca aguda
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de las alteraciones maniaco-depresivas. El compuesto es
generalmente efective brindando un control del 60-80 % de
los episodios maniacos e hipomaniacos agudos en un plazo
de 10-12 dias después del inicio de la terapia, siendo mas
efectivo en el tratamiento de la mania aguda. De los
datos de algunos ensayos clinicos controlados el litio
parece ser mias efectivo que la clorpromacina en el
tratamiento de la mania aguda. Es particularmente
efectivo en la reduccién de la sintomatologia de la mania,
especialmente delirios de grandeza, manias persecutorias,

hiperexpansividad, irritabilidad v ansiedad (463).

B) Depresidén: Parece ser un antidepresivo efectivo en
algunos pacientes afectos de depresién aguda. La
sintomatologia depresiva (incluyendo sentimientos de
desesperanza y culpabilidad, retardo psicomotriz, pérdida
de peso, falta de suefio e ideas suicidas) mejora durante
el tratamiento con litio. En pacientes con depresién
aguda el tratamiento provoca unas respuestas globales del
60-80 % (incluyendo respuestas completas y parciales). En
diversos estudios controlados los efectos antidepresivos
del litio fueron aproximadamente iguales que los de los
antidepresivos triciclicos ¥y, en uno de ellos, la
imipramina fué mAs efectiva gue el litio. Debido a gque la
efectividad de otros antidepresivos (p.ej. los
antidepresivos triciclicos) en el tratamiento de la
depresidén aguda estd mejor estudiada y a que el 1litio
puede empeorar la sintomatologia depresiva en algunos
pacientes, la mayor parte de los c¢linicos reservan el
empleo del 1litio a los pacientes deprimidos gque no

responden a los otros antidepresivos (463) (464) (455).
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C) Profilaxis de cuadros maniaco-depresivos:
Aproximadamente el 65-90 % de los pacientes afectos
presentan recaidas si no se les trata en los intérvalos.
Cuando reciben un tratamiento de mantenimiento con litio
unicamente recae un 40 % en los primeros dos afios de
tratamiento. En estos pacientes el litio es mas efectivo
en la prevencion de los signos ¥y sintomas de la mania que
los de la depresidén (463).

D} Tratamiento de la neutropenia y anemia: Debido a la
necesidad que surge en ocasiones, sobre todo en algunos
momentos de los tratamientos oncoldgicos, de obtener ¥
utilizar agentes farmacoldégicos que eleven los niveles de
leucocitos, se han empleado diversos fdrmacos como la
hidrocortisona, prednisona, endotoxinas, etiocolanolona,
epinefrina y sales de litio. Los cuatro primeros actdan
movilizando 1los leucocitos polimorfonucleares desde las
reservas de la médula 6sea, la epinefrina moviliza las
Teservas marginales ¥ solo el litio incrementa la cantidad
de leucocitos mediante la estimulacidén de su produccidn
(467). Se ha empleado el litio para tratar neutropenias y
anemias de varias etiologias pero unicamente se han
realizado estudios bién controlados en pacientes afectos
de leucopenia secundaria a tratamientos quimioterédpicos
antineopldsicos. En un ndmero limitado de pacientes con
neutropenia secundaria a pautas mielodepresivas
quimioterdpicas, la adicién de litio ha disminuido el
tiempo de duracién de la neutropenia. Ademés se observéd
una disminucién del ntimero de hospitalizaciones debidas a
infecciénes sufridas por estos pacientes. Asimismo se
redujeron los fallecimientos debidos a infecciones. El
litio tiene eficacia, aunque menor, en el tratamiento de
pacientes afectos de neutropenias congénitas o idiopéticas

y de anemia aplésica. En estos pacientes produjo una
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elevacidén del recuento de leucocitos y/o eritrocitos (463)
(465).

E) Otros usos: Ha sido empleado en el tratamiento del
hipertiroidismo aunque en la actualidad, y debido a sus
efectos secundarios, se ha descartado su empleo en favor
de otros tratamientos. Tambien se ha empleado para
prolongar la presencia de radiactividad en el tiroides en
pacientes recibiendo tratamiento con iodo radioactivo,
aunque por ahora su indicacidén en estos casos estd en
estudio (463).

1.5.3.-EFECTOS SECUNDARIOS.

El litio, como muchos otros férmacos,
presenta un margen terapéutico muy estrecho. Se pasa
facilmente, por tanto, de las dosis terapéuticas a las
téxicas.

Pueden producirse algunas reacciones
adversas a niveles en suero aproximadamente iguales a 1.5
mEq/l., reacciones de ligeras a moderadas a niveles que
van desde 1.5 a 2.0 mEq/l. y reacciones de moderadas a
severas cuando los niveles en suero van de 2.0 a 2.3
mEq/1..

Cuando se inicia un tratamiento con litio
pueden presentarse los siguientes sintomas, que
desaparecen normalmente al seguir el tratamiento o al
disminuir 1las dosis: Temblor fino de manos, poliuria,

discreta sed, discretas nauseas y malestar general (466).
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Dependiendo de sus concentraciones en sangre
pueden presentarse los siguientes cuadros de toxicidad
(464):

a) Con niveles menores o iguales a 1.5 mEg/l puede
producirse un cuadro de sintomatologia leve que consiste
en: Nauseas, vémitos, diarrea, sed, poliuria, letargo,
concentracidén reducida, debilidad muscular y temblor fino

de manos.

b) Con niveles menores o iguales a 2.0 mEgq/l puede
producirse un cuadro de sintomatologia moderada que
consiste en: Sintomas gastrointestinales persistentes,
apatia, temblor de manos aumentado, confusidén mental,
hiperirritabilidad muscular, cambios en el ECG,

somnolencia e incoordinacidn.

¢) Con niveles mayores a 2.0 mEg/l se produce un cuadro de
intoxicacidn severa gue consiste en: Ataxia, gran
eliminacién de orina diluida, cambios graves en el ECG,
fasciculaciones, visién borrosa, movimientos clénicos,
estupor, hipotensién severa vy coma. FEn estos casos los
fallecimientos se deben normalmente a las complicaciones

pulmonares.

En este Gltimo caso se producen lesiones en
cerebro, corazon {arritmias, hipotensidn, colapso
circulatorio periférico, bradicardia) y rifiones (nefrosis
glomerular e intersticial ¥ atrofia de 1la nefrona,
disminucién de la reabsorcién de Na por los tidbulos lo que
conduce a una depleccidén de sodio y por daGltimo a wuna
disminicidén de la capacidad de concentracidén urinaria por

el rifién lo que origina una diabetes insipida que a su vez

135



produce polidipsia y poliuria con lo que aumenta la
deshidratacién ¥y por consiguiente la concentracién de
fitio) que producen la entrada en un circulo vicioso que

llevard al coma vy al fallecimiento del individuo (464}.

Como un efecto secundario mucho méds banal,
se ha descrito el aumento de peso en pacientes sometidos a

tratamientos prolongados con litio (468).

1.5.4.EL LITIO COMO POSIBLE RADIOPROTECTOR.

Teéricamente, una vez incorporado al medio
intracelular previamente a la irradiacién, deberia actuar
como radioprotector uniéndose a los radicales libres
negativeos producidos por la accién indirecta de las
radiaciones ionizantes, elimindndolos mediante la
formacién de compuestos que ya no serian capaces de

producir lesiones celulares (19).

La accidén de la radiacién sobre el agua
intracelular provoca 1la disposicién en forma esférica de
los elementos que la forman (protones H*, iones hidroxilos
OH-, H atémico y e~ libres) (19).

Las macromoléculas orgénicas empezarian a
reaccionar por la parte de fuera de estas esferas, en las
cuales estarian situados los electrones libres, que serian

los primeros en reaccionar.

En este nivel el litio tendria dos

posibilidades tedéricas de actuacidn:
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1) La unidén de dos iones de Lit a dos e, que nos

conducirian a la obtencién de litio molecular.

2) La unién de un ién de Li a un ién hidroxilo: Li* + OH-,

lo que formaria un molécula de hidrdéxido de litio.

Podemos observar que la segunda opcidén seria
la que teoricamente tendria una mayor efectividad
radioprotectora debido a 1la eliminacién de radicales
hidroxilo que, como se ha visto anteriormente son
responsables en gran parte del dafioc producido por la

accidén indirecta de las radiaciones ionizantes.

Existen varios estudios, gue describen
algunas posibles aplicaciones del litio como

radioprotector.

En 1977, Kondakova y Levitman ,de la
Academia de Ciencias de la USSR, realizaron un estudio del
efecto que tenian varias concentraciones de sales de
metales alcalinos ( LiCl y NaCl) en el DNA dafiado por la
radiacidén Gamma (469)., Los resultados fueron gque ambas
sales protegian igualmente al DNA frente a la disminucién

de la viscosidad producida por las radiaciones gamma.

Grivtsev, Tsibuliskii ¥ Gostsuljak, del
Instituto Médico de Odessa, describieron en 1978 (470) que
la irradiacién corporal total de conejos con una dosis
inica de 450 R con Rx producia variaciones de la
concentracién de 1litio en cerebro, rifiones, intestino

delgado y sangre.
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En 1983, Gallicchio, Chen, Watts v
Gamba~Vitalo, de la Universidad de Yale, publicaron {471}
los resultados de un estudio realizado en ratones a los
que se someti®d a irradiacidn corporal total con dosis de
200 rads. Los resultados del grupo que fué tratado con
litio inmediatamente después de 1la irradiacién frente a
los del grupo control mostraron la capacidad del litio
para estimular la recuperacidén de la granulopoyesis de
forma efectiva, no solo elevando el recuento de leucocitos
en sangre periférica sino ademds aumentando el ndmero de
CFUs de la médula 6sea y del bazo. Asimismo fué efectivo

en la prevencidn de la leucopenia postirradiacién.

Rose, Kehrberg, Saul y Pradel, de La
Universidad de Berlin Este, realizaron en 1985 ¥
publicaron (472) los resultados de un estudio en el que la
administracién de litio redujo el tiempo de leucopenia
aguda post-irradiacién corporal total mediante la
produccidén de un incremento de leucocitos en sangre

periférica.

Asimismo Rose, Saul y Kehrberg publicaron en
el mismo afio los resultados de otro estudio (473) en el
gque }a administracién de 1itio a un grupo de ratas
sometidas a una irradiacién hemicorporal caudal
fraccionada (3 x 300 ¢Gy) produjo una menor leucopenia gque

en el grupo control.

Moroz, Deshevoy, Tsybanev, Knayzeva ¥y
Protserova demostraron, en un estudio realizado en 1986
{474}, que l!a administracién de litio durante los cinco
dias postirradiacién a ratas ¥y ratones, que fueron
sometidos a irradiacidén corporal total con 6 Gy, tenia un
efecto estimuiante en la granulopoyesis, eritropoyesis vy

linfopoyesis en la médula Osea. En esta experiencia la
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administracién de litio no produjo ningin efecto

regenerador del tejido linfoide en el timo ni en el bazo.

En 1987, Marczynska, Kulpa, Skolyszewsky,
Sobon y Migdal del Instituto Oncolégico de Cracovia
publicaron un estudio (475) realizado en 351 pacientes de
cancer que fueron tratados con irradiacidén de Rx. En todos
ellos se administré carbonato de litio debido a la
leucopenia radioinducida que presentaron y su
administracién produjo un incremento significativo del
nimero de Jeucocitos en sangre periférica posibilitando de
este modo la comtinuacién del tratamiento radioterépico.
Simulténeamente fué observado por los autores una
disminucién significativa de la concentracién de potasio

en el suero de los pacientes,.

En otro estudio realizado en 1988, Moroz,
Deshevoy, Tsybanev y Adyushkin (476) observaron gue Ila
administracién de 30 mg/Kg de carbonato de litio una vez
al dia durante siete dias, inicidndose a los cinco dias
después de la irradiacidén, estimuld la restauraciédn del
nimero de stem cells hematopoyéticas {CFUs) en la médula
6sea de ratdnes que previamente habian sido sometidos a
una irradiacidén corporal total c¢on 6 Gy. EI estudio
histolégico de Ia distribucidn de los tipos de colonias
hematopoyéticas exégenas producidas por las CFUs de la
médula 6sea en el bazo reveld una formacidén activada de
todas las variedades de colonias sin ninguna prevalencia

de la estimulacién de ningin tipo de colonia sobre otras.

No puedo finalizar este apartado sin dedicer
una especial atencidén al trabajo publicado en 1982 por

vacek, Sikulova y Bartonickova en Suecia (477).

139



Los autores, pertenecientes al Instituto de
Biofisica de la Academia Checoeslovaca de 1las Ciencias,
efectuaron varios experimentos para estudiar las
variaciones en la radioresistencia de ratones a los que se
alimentaba durante tres semanas con una dieta gue contenia
litio suministrado en forma de carbonato. La
concentracién de litio en el suero se llevé a unos niveles
de 0.5 mmol/]l en los primeros tres dias de la alimentacién
y se mantuvo en este nivel hasta el final de 1la misma.
Posteriormente se sometidé a los animales a irradiacidn
corporal total con 1.2 Gy. Se encontrd gue en los animales
a los que se habia administrado litio tenian un 80 % méas
de stem cells en el bazo que el grupo control que s¢ habia
irradiado sin recibir litio previamente. Previamente a la
irradiacién {(a los 21 dias de 1la dieta con litio} se
efectud un estudio de la actividad proliferativa de las
stem cells hematopoyéticas ¥y se encontrd gue era superior

en un 200 % a la de la serie control.

Las conclusiones fueron que el incremento de
la resistencia a la radiacién que se observaba en los
ratones dgque habian sido tratados con sales de litio
previamente a la irradiacién podrfia ser debida tanto al
aumento del contenido ¥y de la resistencia de las stem
cells hematopoyéticas, como a la estimulacién de la
granulopoyésis.
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1.6.-OBJETO DEL TRABAJO.

En base a los resultados publicados por
Martin, Pardo, Moratinos, Menendez y Gutierrez en 1990
{(478) ¥y en el estudio realizado por Martin, también
publicado en 1990 (452), donde se estudian los efectos de
la irradiacién corporal total sobre ratas Wistar, esta
experiencia pretende, en primer lugar, establecer la dosis
letal 50/30, en nuestras condiciones de trabajo, para
dichos animales con irradiacién gamma de Co®® ya que
existen divergencias en la literatura sobre cual es dicho
valor (10) (479), o en su defecto establecer una dosis lo
suficientemente cercana gque pueda usarse como referencia

para futuros trabajos.

En segundo lugar se pretende efectuar una
valoracidn sobre la utilidad del litio como radicoprotector
metabélico. Esta valoracién se efectuaréd desde tres

pilares fundamentales gue son:

A) SUPERVIVENCIA.

Esta consideracidén es de capital importancia
para el tema que nos ocupa ya que la funcidén primordial de
un radioprotector es la de aumentar la supervivencia
celular, orgdnica e individual puesto que la alteracidn
badsica gque producen las radiaciones ionizantes tanto sobre
la célula, considerada como unidad b4dsica orgénica, como
sobre el individuo, considerado como conjunto de células y

érganos, es un acortamiento de la vida.
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Se evaluaré en primer lugar si la
administracién de Litio a los animales de experimentacidn
previamente a su irradiacién con una dosis igual a la DL
50/30 tiene alguna influencia en la supervivencia de estos
animales a los 30 dias postirradiacién, calculando el FRD

para este parametro.

También se evaluard, en el caso de que el
nimero de animales muertos al cabo de los 30 dias no tenga
una variacién estadisticamente significativa con el grupo
control, la existencia de variaciones en la secuencia de
produccién de estas muertes. Es decir, no es 1o mismo
gue, al cabo de treinta dias postirradiacién, hayan muerto
el 530 % de los animales de forma escalonada, que las
muertes se produzcan en el 4dltimo periodo de ése
intérvalo. Este dltimo supuesto aplicado a la clinica
humana aportaria una mayor uniformidad en la posibilidad
de aplicacién de tratamientos correctores a los pacientes

afectos.

B) CRITERIOS ANATOMOPATOLOGICOS.

La aportacién del estudio anatomopatolédgico
a este estudio es fundamental pues nos permite evaluar la
existencia o no de alteraciones estructurales asi como
efectuar comparaciones con las provocadas por la radiacidn

gamma en la serie tratada exclusivamente con irradiacidn.

Pudiera darse el caso de que, sin influir en
la supervivencia, el fArmaco a valorar disminuyera 1las
alteraciones provocadas por la radiacién en uno o varios

drganos; rTesultado gue seria may util en c¢linica
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radioterapéutica humana en la que en muchas ocasiones no
existe posiblilidad de proteger parcial o totalmente un
orgdno sano por su situacidén de vecindad inmediata al

tejido tumoral.
Se estudiardn y valoraridn las diferencias de

afectacién de los diversos Oérganos ¥y sistemas con el

empleo del 1itio como radioprotector

C) CRITERIOS BIQQUIMICOS.

En nuestro pais se han hecho pidblicos los
resultados de varios trabajos en los que se ha estudiado
ila variacién de los pardmetros analiticos en ratas Wistar
como indicadores de la afectacién orgénica y de la futura
mortalidad tras su irradiacién corporal total (452) {(480)
(481) (482).

Se estudiaré ia influencia de la
administraciéon de 1litio en dichas variaciones y Ssu
correlacién con la variacién de la afectacién orgénica y

de la supervivencia posterior.
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1.7.-JUSTIFICACION DEIL TRABAJO.

Por lo general, cuanto mayor sea la dosis de
radiacion ionizante administrada a un tumor, mayor serd el
control tumoral obtenido. Sin embargo, 1la cantidad de
radiacién que podemos administrar estd limitada por la
tolerancia a la misma de los tejidos normales que se
irradien al mismo tiempo. A pesar de que la relacién
cuantitativa entre las respuestas a la radiacidén de los
dos tipos de tejidos, normal y tumoral, depende de una
gran variedad de situaciones y condiciones clinicas, puede
afirmarse que una mayor posibilidad de control tumoral
estard asociada con un mayor porcentaje de complicaciones

radioinducidas.

Por lo tanto, cualquier intento de mejorar
la efectividad de la radioterapia debe llevar implicito el

intentar conseguir una mayor radiosensibilidad tumoral e/o

intentar reducir las complicaciones en los tejidos
normales. Gran parte de los intentos efectuados para
conseguir estos objetivos han sido objeto de la

investigacién radiobiolégica, ¥y wuna parte importante de
éstas 1investigaciones se ha focalizado en el empleo de
compuestos radioprotectores para intentar conseguir una
reduccién de los efectos secundarios del empleo de 1la
radioterapia en los tejidos normales sin afectar la

radiorespuesta tumoral (483).

Los resultados obtenidos con el ensayo de
nuevos radioprotectores son de interés por su potencial
aplicacién en tratamientos radioterdpicos ya que nos
permitirian administrar una mayor dosis de radiacidnes
ionizantes al tejido tumoral mientras se brindaria

proteccidén a los tejidos sanos.
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Se conseguiria, de este modo, por un lado
aumentar las posibilidades de curacidén tumoral ya gque las
dosis de radioterapia que se pueden administrar estén
fuertemente condicionadas por la tolerancia a las
radiaciones ionizantes tanto del tejido sano circundante
al tumor como de los organos vecinos en los que, a pesar
de las «cada dia méAs depuradas técnicas de dosimetria
empleadas por las secciones de radiofisica encargadas de
realizar los cAlculos dosimétricos de los tratamientos, no
podemos evitar el depositar unas dosis de radiacién que,
por pequefias que sean, no dejan de ser por ello

innecesarias e indeseables.

Asimismo los resultados en la investigacidn
sobre radioprotectores tienen una aplicacién en su
utilizacidn en ambiente radiactivo provocado por
accidentes como el producido en las islas Marshall, donde
se produjo una lJuvia radiactiva como consecuencia de un
explosién nuclear experimental, o como el mAs reciente de
la central nuclear de Chernobyl. El primero de ellos fué
estudiado por Conard y cols. en 1965 (38) y el segundo fué
analizado, entre otros, por Kraljevic en 1987 (484) y por
Young en 1988 (43).

Su utilidad queda asimismo patente si
consideramos a los trabajadores profesionalmente expuestos
a las radiaciones ionizantes. Aungue se cumplan
rigurosamente los limites anuales de dosis establecidos
para ellos ¥y no reciban exposiciones superiores, no es
pasible descartar que puedan producirse emergéncias tanto
médicas como técnicas que provoquen una sobreexposicidn y
por tanto su empleo aportaria una mayor seguridad a ese

personal.

145



Por otra parte no podemos olvidar que los
Iimites de dosis vigentes en todo el mundo para los
trabajadores profesionalmente expuestos a las radiaciones
ionizantes se han elaborado de acuerdo al conocimiento
existente en la actualidad sobre los efectos no
estocdsticos de la radiacién (aquellos gue aparecen con

seguridad al recibir una dosis determinada).

Actualmente, por lo tanto, no podemos
proteger en rigor de los efectos estocdsticos (aquellos
qQue no se conoce atin el umbral de dosis recibida que
provocard su aparicidén) y la filosofia de actuacidén en
Radioproteccidn se resume con las siglas ALARA (as low as
reasonably achievable), es decir en mantener al
profesional recibiendo una dosis de radiaciones ionizantes

tan baja como sea razonablemente posible conseguirla.

Es de esperar que la aplicacidon de las
investigaciones sobre radioprotectores permita algin dia
poder administrar a estos profesionales compuestos
farmacolé6gicos que con una toxicidad minima o inexistente
permita protegerios tanto de los efectos estocdsticos de
las radiaciones ionizantes como minimizar en l}o posible
los efectos de posibles emergéncias ¥y accidentes,
siempre que las dosis recibidas no fueran desmesuradamente
elevadas.

En este contexto se inscribe este trabajo ya
que en este campo de investigacidén como en muchos otros lo
fundamental es proseguir los estudios. 8i el resultado de
una valoraci6tn bién planificada y estructurada de un
farmaco posible radioprotector confirma la hipltesis es un
resultado positivo, pero no deja de serlo si se descarta
Su uso Ya que se evita dque otros individuos o grupos de

investigacidén empleen su tiempo v esfuerzos en ese tema ¥y
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"lo puedan dedicar a otro que si podria aportar algidn

resultado mds esperanzador.

Evidentemente, una de las necesidades
fundamentales para los experimentos de los efectos de la
irradiacién en el organismo de la rata wistar vy
posibilitar por tanto la realizacién de ensayos de
fdrmacos radioprotectores es el conocimiento de la DL
50/30, o en su defecto de una dosis lo méds cercana
posible, para la radiacién gamma del Co®? en las
condiciones experimentales de los trabajos a realizar. En
el presente estudio, esta necesidad ha obligado a
efectuar vna serie de cdlculos para conocerla debido a la

gran cantidad de factores que pueden modificarla.

La eleccidén del litio como posible farmaco
radioprotector metabélico estéd fundamentada en una serie

de hechos demostrados y de consideraciones légicas:

1) Los compuestos antioxidantes tienen capacidad de
reparar el dafio celular provocado por la radiacién
ionizante. Consecuentemente, al comportarse el litio como
reductor podria, al menos teoricamente, tener capacidad
radioprotectorsa.

2) Dentro de los radicales libres formados por la accidn
indirecta de las radiaciones ionizantes sobre el agua
intracelular, el radical hidroxilo (OH") es uno de los
mAximos responsables de las lesiones producidas. La
capacidad de los 1iones de litio para reaccionar con este
radical formando hidréxido de litio hacen que ofrezca una
posibilidad de neutralizarlos e impedirles que

interaccionen con moléculas organicas lesionandolas.
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3) Su capacidad demostrada para estimular la hematopoyesis

en general y la leucopoyesis en particular.

4} La inexistencia de trabajos publicados en los que se
valore su capacidad como radioprotector metabélico
administrdndolo inmediatamente antes de la irradiacién con
dosis letales 50/30. Hemos visto anteriormente gque existe
un fdnico trabajo en la literatura, con administracién de
litio de forma crénica previa a la irradiacidén, gque brindd
unas expectativas esperanzadoras (477}, aunque las dosis
de irradiacifn corporal total administradas eran muy
inferiores a la DL 50/30. Dicho trabajo data de 1982 y no

existen otros posteriores en este sentido.

En cuanto a la eleccién de la via
intraperitoneal para la administracién del compuesto se
fundamenta en que la adiccidn de litio al agua de bebida
en jaulas con mds de un animal de experimentacién haria
imposible la cuantificacién exacta por métodos no
agresivos de los niveles del compuesto en sangre. Por
otra parte estd demostrado que las situaciones de estres
favorecen la accién lesiva de las radiaciones ionizantes ¥y
la alternativa a emplear en caso de la administracidn
individualizada del litio por via oral (sonda géstrica)
resulta mucho méas estresante para el animal de
experimentacidn e implica bastantes mids manipulaciones del
mismo que una simple puncién abdominal con una aguja de

insulina.
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2.— MATERJIAL Y METODOS.

2.1.ANIMAL DE EXPERIMENTACION E IDENTIFICACION.

Como animal de experimentacidén se utilizaron
ratas hembras de raza wistar, adultos joévenes {entre 3 y 4
meses), cuyos pesos corporales estaban comprendidos entre
un minimo de 180 y un mdximo de 400 gramos; oscilando la

mayoria de ellos entre 230 y 320 gramos.

Las condiciones ambientales a las que
estuvieron sometidos los animales, tanto durante su
crecimiento como durante los dias del periodo de

observacién, fueron: temperatura constante (25 grados
centigrados), sin manipulaciones traumaticas (dnicamente
fueron pesadas semanalmente), alimentacién estandart
{dieta "Sanders-Mus"), bien hidratadas (bebida "ad
libitum"), no sometidas a ejercicio fisico ni a ruidos; en
general se evitaron los factores que potenciaran
externamente la susceptibilidad a la infeccién 0

favorecieran el stress.

Cada serie de 50 ratas se identificé
mediante una letra. Ademds cada lote de la serie (jaula
con 5 animales) se identificd con un sufijo numérico (del
1 al 10). Las ratas del mismo lote (las que pertenecian a
la misma jaula) fueron identificadas mediante sefiales en

Tos pabellones auriculares de la siguiente forma:
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Rata 1: Pabellones auriculares integros.

Rata 2: Corte parcial en pabelldédn auricular derecho.

Rata 3: Corte parcial en pabelldn auricular izquierdo.

Rata 4: Cortes parciales en ambos pabel lones
auriculares.

Rata 5: Incisién en pabelldn auricular derecho.

2.2. NUMERO DE ANIMALES Y SERIES.

Para efectuar este trabajo se dispuso de 3500

animales de experimentacién que fueron distribuidos en las

siguientes series:

A)

B)

C)

D)

1 serie de 50 animales usada como grupo control
para determinaciones analiticas, pesos de Arganos

Yy observaciones anatomopatoldégicas.

7 series de 30 animales cada una para el cédlculo
de la Dosis Letal 50/30, en nuestras condiciones
de trabajo, de radiacién gamma emitida por el

Co%? para la rata Wistar.

1 serie de 50 animales que fueron sometidos a ICT
con una dosis Unica, resultado del célculo de la
Dosis Letal 50/30, y sometidos a observacién
durante 30 dias, al cabo de los cuales se efectud

el sacrificio de los supervivientes.

1 serie de 50 animales utilizados para efectuar
los estudios encaminados a valorar la efectividad
del litio como radioprotector metabdlico. A los
animales de esta serie se les administré,

previamente a la ICT con el resultado del calculo
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de 1la DL 50/30, una dosis unica de c¢itrato
de litio por via intraperitoneal. La dosis

administrada fué de 162 mg/Kg de peso del animal.

Los animales procedian del estabulario del
Servicio de Cirugfa Experimental, donde se administrd el
citrato de litio a la serie correspondiente. Fueron
trasladadas al Servicio de Radioterapia donde fueron
sometidas a ICT, retornando posteriormente al estabulario

de procedencia durante todo el periodo de observacién.

2,3, METODOLOGIA RADIOTERAPICA.

Se ha podido disponer de una wunidad de
Telecobaltoterapia Theratron 80, de la casa N.C.R.,
perteneciente al Servicio de Radioterapia para efectuar la
ICT de los animales de experimentacidén (FIGURA 17).

La optimizacién de 1a ICT para clinica
humanas exige, para conseguir una irradiacién homogénea,
realizar el método de planificacién del tratamiento de
forma individual, dados los diferentes espesores de las
distintas partes del cuerpo y, por 1lo tanto, de Jos
distintos volimenes a atravesar por el haz de radiacién
(485).

En el caso gue nos ocupa no e€s necesaria
esta dosimetria individual ya que, debido al pequeiio
espesor de los animales y a gque no existen grandes
variaciones de peso ni de dimensiones, los espesores a
atravesar son muy pequefios Yy pridcticamente todo el cuerpo
del animal queda comprendido entre la curva de isodosis
del 100 %.
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FIGURA 17. Unidad de Telecobaltoterfipia Theratron B0 con la que se

efectud la irradiacién de los animales.
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Se descartdé irradiar a las ratas de forma
individual mediante su colocacién en un cilindro, método
empleado por algunos autores anteriormente, como Bojtor y
cols. (486) vy Farina (487) ya que las dificultades de
planificacidén del tratamiento que tenian estos autores al
emplear energias de 200 Kv no se daban en este caso al

emplear una unidad de megavolitaje.

Para esta experiencia se construyd una jaula
de metacrilato con 5 laminas de 28,5 x 26 cms. Yy de 0,5
cms. de espesor. En dos paredes verticales, laterales y
opuestas, se practicaron unas perforaciones a fin de poder
introducir por ellas wunas varillas de metacrilato, gue
sirvieran de sujeccién a una sexta ldmina que tenia la
funcidén de tapadera. Ademas éstas perforaciones permitian
introducir otras varillas por encima de la sexta lamina
que impedian qgue los animales pudieran levantarla
empujando (FIGURA 18).

De esta forma se consigid mantener
confinados a los animales de experimentacién en un espacio
pequefic (en este caso en una altura de 7 cms.} de forma
que todo el volumen de las ratas estaba incluido entre la
ldmina superior y la inferior sin existencia de interfase
de aire, evitando de este modo en lo posible la radiacidén
dispersa que se generaria (488) al ser atravesada por la

radiacién la ldmina superior de metacrilato.

Para asegurar una perfecta respiracién de
los animales durante su irradiacién, y evitar asi Ila
hipdéxia que provocaria una menor destruccidén celular y una
menor afectacidén de la médula 6sea (489), se practicaron

abundantes orificios en las paredes laterales de la jaula.
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FIGURA 18. Detalle de la jaula de metacrilato empleada para
efectuar la ICT a los animales de experimentacidn.



Una vez confinadas las ratas en la jaula, ¥y
antes de proceder a su irradiacién, se practicaron
radiografias de simulacién del tratamiento; reproduciendo
asi el procedimiento seguido en la «clinica radioterdpica
habitual en humanos (FIGURAS 19 y 20).

Las distintas series de animales fueron
irradiadas en el mismo momento del dia ya que algunos
autores, como Scheving v cols. (479) han sugerido que los
ciclos circadianos conducen a variaciones en la
radiosensibilidad dependiendo de la hora de irradiacién.
Para interferir lo menos posible en el normal
funcionamiento del Servicio de Radioterapia, todas las
series fueron sometidas a ICT a las 16 h., ya que a partir

de ltas 15 h. no se trataban pacientes.

El cdlculo del tiempo de 1irradiacidn se

efectud teniendo en cuenta los siguientes factores:

1.- Tasa de dosis de referencia actualizada: Es el
rendimiento de la fuente de C05°A ¥y por tanto
de la unidad de teleterapia. Se obtiene del
producto del valor de la tasa de dosis en el dia
de la calibracién de ]la unidad por el factor de
disminucidén de dosis que es funcidén del tiempo
transcurrido desde la iltima calibracién
efectuada hasta la irradiacién y depende del

periodo de semidesintegracidén del Co®?.

2.- Tiempo de irradiacién efectivo: Es el tiempo
real transcurrido desde gue se pone en marcha el
mecanismo que lleva y que retira la fuente desde
el lugar de almacenamiento hasta el lugar donde

emite radiacidén controlada.
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FICURA 19. Sisulador de tratamientos en Radioterépia
modelo Verasim, COGR, con el gque se reali-

g6 la Rx de simulacidn.

158



FIGURA 20. Radiografia de simulacidén efectuada a los

animales de experimentacidén previa a la ICT.
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3.~ El factor de campo: Es el factor que relaciona
la tasa de dosis de un campo de irradiacidén, en
este caso de 28,5 x 26, con la tasa de dosis de

referencia medida en un campo de 10 x 10 cms.

4.~ E1l factor de atenuacidén de la ldmina de
metacrilato que tiene gue atravesar el haz de

radiacidén gamma. En este caso fué de 0,9654.

5.~ La profundidad de tratamiento: Se decidiéd
irradiar a los animales mediante dos campos
paralelos y opuestos AP y PA para conseguir una
distribucién més homogénea de la dosis
administrada. En este caso, al estar los
animales confinados en un espesor de 7 c¢m., la

profundidad de tratamiento fué de 3,5 cm.

6.- El rendimiento a la profundidad de tratamiento:
Se obtiene a partir de las tablas de rendimiento
en profundidad del BJR (17,1983). Se trata en
definitiva de ver cual es el tanto por ciento de
la energia, que libera la fuente, depositado en
la profundidad gque estd Jla zona que se quiere
irradiar. En este caso fué de 0,8792 Gy/minuto.

7.~ El tamafio del campo se ajusta a una distancia
fuente de radiacién-superficie de 80 ¢m., yva que
a esta distancia estédn comprobadas las curvas de

tendimiento en profundidad.

Teniendo en cuenta todos 1los parémetros
anteriores, ¥ una vez efectuado los caculos
correspondientes, la tasa de dosis para un campo de 28,5 x
26 cm. v a una profundidad de tratamiento de 3,5 cm.
resultd ser 40,745 cGy/minuto.
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Las hojas del <calculo dosimétrico de la
ICT para cada serie de animales se muestran en el
Apéndice I, HOJAS 1 a 8.

2.4. METODOLOGIA PARA EL CALCULO DE LA DLS0/30.

$i se quiere calcular 1la DL 50/30 para la
radiacién gamma, en nuestras condiciones de trabajo, de la
rata wistar es necesario conocer la estructura de la curva
de mortalidad de éste animal frente a dicha radiacién en

dichas condiciones.

Los célculos de las dosis wutilizadas en
radioterapia se basan en modelos ajustados a mortalidad en
cultivos celulares que se iniciaron hace 50 afios y que han
ido evolucionando. La primera ecuacidén que relacionaba el
binomio dosis-tiempo con un determinado efecto biolégico
fué introducida por Strandquist (490). Posteriormente Von
Essen {491) vy Ellis (492) expusieron modelos diferentes

para intentar relacionar dichos efectos.

En la actualidad los cédlculos de la
estructura de una curva de mortalidad se efectuan
ajustandose generalmente a unc de los dos modelos
siguientes: el modelo Lineal de Deeg (493}, que es
aplicable a animales completos, y el modelo
Lineal-Cuadratico de Dale (494), aplicable tanto a

animales completos como a8 cultivos celulares.

Este 1ltimo se desarrolla a partir de la

ecuacidn:
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- log {fraccidén de supervivencia) = alfaD + betaD?

Ecuacidén gue a su vez deriva de la hipdtesis
de Kellerer vy Rossi (495) (496), donde Alfa cuantifica los
efectos irreparables y Beta los reparables.

Segin Alper (497}, la mortalidad en animales
no se ajusta al modelo cuadrdtico sino que sigue un modelo
sigmoide. El conocimiento de 1la estructura de esta curva
sigmoide es fundamental para el célculo de dosis letales o
semiletales en animales de experimentacidn y en el célculo

de FRD de compuestos radioprotectores.

A pesar de todo lo anterior no esta
claramente establecido un Unico modelo matemdtico para el
cdlculo de la DL 50/30 =a partir de unos datos
experimentales; probablemente debido a la gran complejidad
que supone el que no sclo dependa de la dosis administrada
sino ademéds de toda una «cantidad de factores técnicos,

individuales vy ambientales,

Para el conocimiento de esta curva de
mortalidad en nuestro animal de experimentacién y el
posterior cdlculo de la DI 50/30, se estructuraron 7
series de 50 animales cada una subdivididas en lotes de 5.
Cada una de las series fué sometida a ICT mediante dosis

Unica y las dosis administradas fueron las siguientes:
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800 cGY.
900 cGy.
908 cGy.
925 c¢Gy.
940 cGy.
1600 cGy.
1200 cGy.

a) Serie
b) Serie 2
c) Serie
d) serie

e) Serie

th & W
[Ev J < T |~

h
o

f) Serie

~
i

g) Serie

Esta distribucidn de dosis se hizo
atendiendo a los datos contradictorios existentes en la
bilbiografia sobre la DL 50/30 para la rata. Mientras
unos autores como Latorre Travis (10) dan un valor de 3500
¢cGy a dicha dosis, otros como Martin y cols. (478},
realizando experimentos posteriores, postulan gque la dosis
de 900 cGy <corresponde en realidad a la DL 10/30 para la

rata wistar.

Con los resultados obtenidos se efectuara la
representacién grdafica de la mortalidad de la rata Wistar
para la radiacién gamma del Co®% en nuestras condiciones

de trabajo.

Posteriormente a su irradiacién los animales
fueron sometidos a observacidn durante trenta dias, al
cabo de los cuales se efectuaron los célculos del
porcentaje de supervivencia de cada serie. Asimismo se
efectuaron representaciones graficas de la cronologia de
las muertes ocurridas en cada serie, de la mortalidad
acumulativa en cada serie y de la mortalidad porcentual

acumulativa en cada serie en relacién con el tiempo

transcurrido postirradiacién. Ademéas se efectuaron
representaciones graficas comparativas de todas las
series.
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A partir de los datos obtenidos en las
series se intentdé encontrar ia DL 50/30 mediante
interpolacién siguiendo el método "Cubic Spline"”, vya que
nuestros intentos de conseguirlo mediante el método de
Deeg fuerom infructuosos obteniendo valores ildégicos.
Bdsicamente, el método "Cubic Spline”, se trata de un
procedimiento estadistico que permite construir una
determinada curva cuando solo se conocen un ndmero
iimitado de 1los puntos que la componen sustituyendo
polinomios de alto grado y descomponiéndola en varios
fragmentos de los que se calcula la pendiente mediante
polinomios de menor grado. Posteriormente los fragmentos
de <curva se unen terminoterminaimente y se obtiene la

curva entera.

Para ello s=se realizd un programa de
ordenador basado en los expuestos en la obra "Numérical
Methods for Engineers and Computer scientists" (498)
traducidos desde el Lenguaje PASCAL al Lenguaje TOPSPEED
{M6dulo 2. Versién 2.0 DOS}) de 1la casa comercial
Jensen-Partner. Dicho programa denominado MODULE TESISI,
se expone y se comenta a continuacidén. Para distinguir
los comentarios del programa propiamente dicho, aquellos

se enmarcan entre (*..,%}),.

MODULE TESIS1;

(*Médulo que realiza la aproximacién por spline para un
valor de la variable U, EIl segmento spline apropiado se
determina por una busqueda lineal. Los coeficientes para
el interpolador se determinan mediante el procedimiento
CUBIC _SPLINE. Trabajaremos en doble precisidén; es decir
los resultados podrdn expresarse hasta en 32 digitos
significativos, aunque, para una mayor manejabilidad,

definiremos solo 10 digitos.*)
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IMPORT 10,MATHLIB;

{(*Declaramos un tipo vector como un vector de 7 elementos,

que es el ndmero de puntos gque poseemos

precisionk)

TYPE VECTOR=ARRAY[1..7] OF LONGREAL;
VAR X,Y,Z,B,C,D:VECTOR;
N, I:INTEGER;
RESULTADO,P,Q,H,T,U:LONGREAL
PROCEDURE CUBIC_SPLINE(N:INTEGER;B,Y:VECTOR; VAR
VAR
C,D, :VECTOR;
I1: INTEGER;
T :LONGREAL;

en doble

Zi:VECTOR} ;

PROCEDURE TRIDIAG{N:INTEGER;VAR A,B,C,D:VECTOR);

VAR
MULT : LONGREAL ;
1:INTEGER;
BEGIN
FOR 1:=2 TO N DO
MULT:=A[I-1}1/D[I-1];
D{1]:=DI[I}-MULT*C[I-1];
B[I1:=Bl[I]-MULT*B[I-11];
END; (*FOR¥) B[N]:=B[N]/D[N];
FOR I:=N-1 TO t BY -1 DO
B{I}:=(B[I]-C[1]*B[I+1])/DI[I];
END; ( *FOR¥)
END TRIDIAG;

BEGIN
Cl1]:=0.0;
D[1]:=1.0;
Z{1]:=0.0;

FOR I1:=2 TO N-1 DO
D[1):=2.0%(B[I+1}~-B[1-11);
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Ci{1}:=B[I+1]-B{I];
T:=(Y[I+1]-Y[(I]}/C{I];
Z[1]:=6.0%(T-(Y[I]-Y[I-1})/(Bl1}-B[I-11));
END; (*FOR¥*)
Z[N]):=0.0;
CI[N-11:=0.0;
D[N]:=1.0;
TRIDIAG(N,C,Z2,C,D};
END CUBIC_SPLINE;
BEGIN
U:=MATHLIB.Log(50.0);

{*Es el punto que deseamos interpolar*)

N:=7;
{ *Ndimero de puntos que hemos obtenido experimentalmente*)
{*X son los valores de la mortalidad en %. Y son los
valores de las dosis administradas en Gy#%)
(*Puesto que el logaritmo de 0 es inexistente, damos a

X{t} el valor del resultado mas cercano a 0%)

X[1]:=-500.0; Y{1]1:=8.0;
X[2}:=MATHLIB.Log(10.0)3 Y[2]:=9.0;
X[31:=MATHLIB.Log(40.0); Y[31:=9.08;
X[4]:=MATHLIB.Log{(70.0); Y[4]:=9.28;
X[5]):=MATHLIB.Log{(80.0); Y[5}:=9.4;
X[6]:=MATHLIB.Log(90.0); Y[61:=10.0;
X[6]:=MATHLIB.Log(100.0); Y[7]:=12.0;
FOR I:=1 TO N DO

Z[l1]:=0.0;
END; (*FOR*)
CUBIC_SPLINE (N,X,Y,Z,);
I:=N;
REPEAT

I:=1-1;

T:=U-X[I];
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UNTIL ((T>=0.0) OR (I=1});

H:=X[I+1]-X[I];
P:=T*(Z[I+1]-Z[11}/(6.0*%H}+Z{I1/2.0:
RESULTADO: =Q*T+Y[11;

FOR I1:=1 TO N DO
10.WrLngReal(Z[1],10,10);
I0o.WrLln{};

END; ( *FOR* )

10.WrLngReal (RESULTADO,10,10);

END TESIS1.

2.5. METODOLOGIA FARMACOLOGICA.

Debido a que la posible accion
radioprotectora del litio se efectuaria en su forma idnica
y debido asimismo gque, independientemente de la forma
farmacolégica de administracidn, la incorporacidn al medio
intracelular es también en su forma iénica, se considera
gque tanto la actividad radioprotectora como sus efectos
perjudiciales son esencialmente los mismos para cada una
de las diferentes presentaciones farmacolégicas, o sea; de
las diferentes sales; teniendo en cuenta, claro estéd, las
distintas concentraciones del metal segin el tipo de sal
que se utilice. Esta consideracidn permitié utilizar el
dato de la Dosis Letal 50 (DL 50) del litio oral en ratas,
descrito en la edici6én de 1989 de 1la obra Merck: An

encyclopedia of chemical, drugs, and biologicals. (466).

La DL 50, para administracién tdnica en
ratas, de carbonato de litio {COalLiz2)} es de 635,65 mg/kg
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de peso del animal. Partiendo de este dato se dedujo la
DL 50 para el citrato de litio, que es la presentacién

usada en este trabajo.

El litio tiene un peso atdémico de 6,95. EI
peso molecular del CO3s3Li2z es de 73,89 y contiene 13,88
mg de Li idnico. El citrato de litio tetrahidratado (con
cuatro moléculas de agua), que es su presentacidn
habitual, tiene un peso molecular de 282 ¥y contiene 2,82
mg de Li.

La cantidad de mgs. de litio para 1 Kg. de
peso del animal de experimentacidén, que equivaldrd a la DL
50 es:

DL del COali2 x mg de Li en 73,89 mg de CO3Li2

Peso Molecular del COsLi2

(635,65 x 13,9)

= 119,56 mg. de Litio,

Podemos calcular que la cantidad de
miligramos de citrato de litio {(CeHsLi3074H20) que
contienen una cantidad de litio igual a la DL 50 es:

DL 50 de Li x Peso Molecular del Citrato de Litio

mg de Li en 282 mg de Citrato de Litio
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(119,56 x 282)
—————————————— = 1.620,95 mg. de citrato de
20,8 litio.

Evidentemente la DL 50 no podia ser empleada
para la evaluacién de un efecto beneficioso por 10 que se
considerd que la décima parte de dicha dosis podria ser
6ptima, en primer lugar por estar lejos de producir
efectos letales que pudieran sumarse a Jla mortalidad
producida por las radiaciones ionizantes ¥y, en segundo
lugar, porque es suficientemente elevada para ser

utilizable.

Por tanto, la dosis de citrato de litio que
se administré a los animales fué de 162 mg. por Kg. de
peso. Esta cantidad se disolvié en I ml. de agua,

obteniéndose una concentracidén de litio de:

1/10 de la DL50 de Citr. de Li x NQO de at. de Li en molec.
de Citr. de Li / Peso Molecular del Citr. de Li.

————————— = 1,72 mEQ/IHI-

La preparacién se llevd a cabo disolviendo
el citrato de litio en agua bidestilada, esteril ¥
apirégena. A continuacidén se pasd la disolucidén por papel
de filtro para eliminar posibles particulas. Se practicé
esterilizacidn por filtracién con filtro de 0,22 micras y

posteriormente se envasd en viales estériles.
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Para establecer un confrol de calidad se
realizé wuna dilucién 1/1.000 y se determindé, mediante
fotémetro de ilama, el litio ionizado ©presente en la
muestra (el litio metal se puede considerar practicamente
despreciable}, comprobandose que la preparacién se
ajustaba al control y gque, por lo tanto estaba lista para

su utilizacién.

Teniendo en cuenta que la vida media del}
citrato de litio es de unas 24 horas y que los niveles més
elevados en suero después de una administracién dnica se
consiguen entre fas 0,5 v 1Ias 3 horas después de su
administracidén (463) (464) (465), se decididé efectuar la
administracién a los animales 1,5 horas antes de

someterlos a ICT.

La dministracion se realizéd mediante
inyecciédn intraperitoneal en la pared anterior del
abdomen, tras la inmovilizacién del animal y cogiendo un

pliegue de la piel para dirigir la aguja.

2.6. METODOLOGIA DEL SACRIFICIO Y DE LA
RECOGIDA DE_ SANGRE.

Una vez transcurrido el perfodo de
observacidén postirradiacidén de 30 dias se procedid al
sacrifico de los animales supervivientes y a la extraccién

de su sangre.

Se inicidé el proceso realizando induccidén a

la anestesia de los animales introduciéndolos
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individualmente en un recipiente gque contenia algodén
embebido en eter (FIGURA 2t). Posteriormente, se aplicéd
a cada animal anestesia mediante mascarilla con eter
{FIGURA 22} hasta el total adormecimiento y pérdida de
tono muscular. En el momento del sacrificio, v
continuando la anestesia, se procedid a efectuar puncién
intracardiaca mediante aguja y jeringuilla de 20 cc. para
la extraccidén de la mayor cantidad de sangre posible
(FIGURA 23).

Los animales morfan por parada cardiaca y
de una forma totalmente indolora puesto gue persistia la

anestesia.

Los animales que murieron durante el
periodo de observacién fueron congelados para proceder,
posteriormente a su necropsia. En estos casos,

evidentemente, se perdieron los datos analiticos.

2.7. METODOLOGIA DE LAS DETERMINACIONES
ANALITICAS Y BIOQUIMICAS.

Una vez realizada la extraccién de 1la sangre
de un animal, se introducia una pequefia cantidad de la
misma en un tubo de ensayo que contenia EDTA tripotAsico ¥y
se movia el tubo para que toda la sangre entrara en
contacto con €1 y evitar asi su coagulacién. ZEste primer
tubo se destinaba a la determinacién del recuento

sanguineo y de la férmula leucocitaria.

El resto de la sangre extraida se introdujo

en otro tubo de ensayo que se tapaba y se dejaba enfriar a
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FIGURA 21. Induccidn a la aneatesia de un
animal de experimentacidn.
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FIGURA 22. Anestesia con mascarilla de sater.
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FIGURA 23. Extraccién de sangre mediante punciSn intracardiaca.
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temperatura ambiente entre 5-10 minutos. Posteriormente
se procedia a la centrifugacién de la sangre con la
siguiente pauta: 5 minutos a baja velocidad (500
revoluciones/minuto) ¥y 5 minutos a alta velocidad (2.000

revoluciones/minuto).

El suero asi obtenido se repartia en dos
tubos de ensayo. Uno destinado a determinaciones
hormonales que se efectuaron en el laboratorio del
Servicio de Medicina Nuclear {(conteniendo de 1 a 1,5 cc.
de suero} y otro para determinaciones bioquimicas que se
efectuaron en el Ilaboratorio general del servicio de
Andlisis Clinicos (conteniendo de 2,5 a 3 c¢c. de suero}.
LLos tres tubos de ensayo eran remitidos, pues, a dichos
laboratorios para efectuar las determinaciones analiticas

correspondientes.

El tubo de ensayo destinado al laboratorio
de Medicina Nuclear era congelado a su llegada hasta -209C
hasta reunir el ndmero suficiente para hacer rentable la

aplicacidén de los reactivos correspondientes.

En algunas ocasiones no se han conseguido
todos los pardmetros andliticos de una misma rata debido a
la dificultad que entrafia la extraccidén de 1{a cantidad
suficiente de sangre. De todas formas, se ha procurado
gue el nimero de valores para cada pardmetro analizado
fuera el suficiente para que dicho anélisis tuviera la

mayor fiabilidad estadistica posible.

Las determinaciones realizadas, incluyendo

sus abreviaturas v sus unidades de medida, fueron:
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a)} Recuento y Férmula.

b)

- Recuento:
.Hematies (RBC), en millones/mm3 (por 100).
.Leucocitos {(WBC)}, en miles/mm® (por 10).
.Hemoglobina (HB), en grs/100 cc. (por 10).
.Hematocrito (HCT}, en % {(por 10}.
.Volumen Corpuscular Medio (MCV),
en micras?® (porl0).
.Hemoglobina Corpuscular Media (MCH),
en pg (por 10).
.Concentracién de Hemoglobina Corpuscular Media
(MCHC), en % (por 10).

- Férmula Leucocitaria:

.Segmentados (SEG), en %.
.Linfocitos (LYMPH), en %.
.Monocitos (MONO), en %.
.Eosin6éfilos (EQSIN}),en %.
.Basé6filos (BASO),en %.

SMAC.

- Albimina (ALB), en gr/dl (por 10).

- Bilirrubina Total (TBIL), en mg/dl (por 10}.

- Calcio (CA), en mg/dl (por 10).

~ Colesterol (CHOL}, en mg/dl.

- Creatin Fosfo-kinasa (CPK), en U/IL.

- Creatinina (CREA), en mg/dl. (por 10}.

- Gluecosa (GLU), en mg/dl.

- Gamma-Glutamil-Transpeptidasa (GGT), en U/l.

- Glutamico Oxalacético transaminasa del suero
{SGOT), en U/1.
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c)

Glutémico Pirldvico transminasa del suero
{SGPT), en U/L.

Hierro (IRON}, en mcg/dl.

Lactato Deshidrogenasa (LDH), en U/l.
Fosfatasa Alcalina (AP), en U/L.
Fosfatos (P04}, en mg/dl. {por 10).
Potasio (X}, en mEq/l. {(por 10}).
Sodio (NA), en mEq/1.

Proteinas Totales (PRO), en g/l.
Triglicéridos (TRIG), en mg/dl.

Urea (BUN), en mg/dl.

Acido Urico (UA), en mg/dl.(por 10).
Litio (LIT}, en mEq/l. (por i0}.

Determinaciones Hormonales. Fueron realizadas

empleando técnicas de radioinmunoanalisis en el

Servicio de Medicina Nuclear.

Triiodotironina (T3), en ng/ml (por 100).
Tetraiodotironina o Tiroxina (T4), en ng/ml
{por 100).

T4 libre (T4L), en ng/dl {(por 100).
Inmunoglobulina Estimuladora del Tiroides
(TSI), en U/ml.

Cortisona (CORT), en ng/ml.

Aldosterona (ALD), en ng/ml.

Insulina (INS), en mU/ml.
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2.8. METODOLOGIA DE LA DISECCION Y
DEL PESAJE DE LOS ORGANOS.

Para la realizacién de las disecciones de

los animales de experimentacién fueron utilizados los

siguientes materiales e instrumental quirdrgico (FIGURA

24}:

método

Bande ja para colocacién del animal.

Esparadrapo para efectuar la sujeccién del animal
a la bandeja de diseccidn.

Bisturi.

Sierra de metal para la apertura de la cavidad
craneal.

Tijera curva de mediano tamafio para cortar

tejidos blandos.

Tijera de microcirugia para efectuar cortes de
precisidén en tejidos blandos.

Tijeras de microcirugia, de punta roma, para la
apertura del tubo digestivo.

Pinzas grandes para la diseccidén general.

Pinzas de microcirugia para disecar visceras ¥y
tejidos blandos.

Tenaza para realizar la apertira del canal espinal.
Batea peqguefia (1/2 1. de capacidad) llena de sueroc
fisiolbgico para lavado.

Frascos de pléastico para la colocacidon de los

paquetes viscerales.

Para realizar las disecciones se siguid el

descrito por Baker y cols. (499).

En primer lugar se efectuéd una incisién

abriendo la piel ¥ 1a musculatura de los rectos del
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FIGURA 24. Instrumental utilizado para la diseccidn
de los animales de experimentacidn.
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abdomen continuando con la incisién y apertura de la caja
toradcica por el esterndn (FIGURA 25). Posteriomente se
introdujeron los animales en aldehido férmico al 10 % para
la determinacién posterior del estado macroscdpico ¥y del
reso de los 6rganos,

Después de 48 horas se practicé un corte a
nivel de la laringe supraglética vy se realizé la
desinsercién digital del paquete visceral toracoabdominal,

desinsertando el diafragma.

A nivel inferior se seccionaron recto,
vagina Yy uretra y se separaron las uniones de las
distintas visceras a la cavidad abdominal. También se
liberaron las visceras retroperitoneales y posteriormente
se efectud un lavado de todo el pagquete visceral con

suero.

Se prosigud la diseccidén con la siguiente

sistematica:

1) Glandulas suprarrenales: Se encontraban entre la grasa
retroperitoneal, en los polos renales anteriores. Su
consistencia era dura al tacto, su color pardo-rojizo,
facilmente extraibles y de forma redondeada. Se limpiaban

de grasa con las pinzas de microcirugia.

2} Gandulas tircideas: Se liberaron cortando ios
ligamentos superior e inferior, separando cuidadosamente
con el lado romo del bisturi la glandula con forma de
pirdmide triangular y color rTojo-sonrosado. Mediante

traccién se terminaba de liberar.

3) Trdquea y Pulmones: Se separaban del eséfago, del timo

v del corazén., Para separar el esdéfago se cortdé la unién
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FIGURA 25. Animal de experimentacifn una vez
efectuada la apertura de cavidades
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entre ambos y se tracciond progresivamente. Con el
bisturi se separaron el timo vy el corazdén, eliminando los
codgulos que pudieran existir originados por la puncién

intracardiaca efectuada previamente a la diseccidn.

4) Higado: Se liberd primerc el ldbulo hepdtico caudal
adyacente a estémago ¥y se separdé todo el higado

practicando un corte a nivel de su hilio.

5) Es6fago ¥ Estdmago: ‘Se corté el esdfago a nivél del
cardias para aislarlo del estémago. El esdéfago se ha
incluido en el apartado de resultados dentro de la cavidad
abdominal, <correlacionéndolo con las otras visceras
digestivas. El estdmago se corté a nivel del piloro y se
Tealizdéd su apertura siguiendo la curvatura mayor para

extraer el contenido gdstrico y proceder a su lavado.

6) Intestino: 8Se aisi{é un trozo de intestino delgado de
unos 3 c¢m. de longitud, procurando incluir placas de

Peyer.

7) Apéndice: 8Se aisldé el apéndice cecal y se abrié

longitudinalmente.

8) Rifiones: 8Se liberaron cortando 1los vasos y la pelvis
renal, eliminando la grasa perirrenal y obteniendo ambos

rifiones con su capsula propia.

9) Pancreas: Se aislé de su lecho duodeno-peritoneal. Su

aspecto era aplanado, ondulado y de color blanco-rosédceo.
10) Bazo: Se cortaron los vasos del hilio quedando de esta

forma liberado. Presenté color rojo oscuro y forma

alargada.
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11) Utero y Ovarios: Se liberaron los cuernos uterinos de
sSu mesosalpinx y se realizd incisidén a nivel vaginal. Se
limpiaron los cuernos uterinos eliminando la grasa. En
los extremos de dichos cuernos uterinos, y sin solucién de
continuidad, se encontraban los ovarios gque se limpiaron

del tejido graso gque los envolvia y se aislaron.

12) Piel: Se depild la piel de la zona lumbar para la
extraccién de un trozo de 1 ¢cm?, con tdnicas musculares

subyacentes.

i3) Miscule estriado: Se toméd wuna porcidén de misculo

estriado de la zona del muslo.

14) Hueso: Se practicd desarticulacidn proximal y distal
del femur, eliminando las inserciones musculares vy
ligamentosas para liberar completamente el hueso ¥y

proceder posteriormente a su descalcificacién.

15) Gandulas lacrimales: Para extraerlas se introdujo una
pinza fina por la béveda 6sea hasta el polo posterior. Se
extrajo conjuntamente la gldndula lacrimal intraorbitatl,
con el globo ocular ¥y los misculos accesorios extrinsecos.
Posteriormente se aisld el globo ocular del resto de los
tejidos unidos a €1 y se procedid a la diseccidén de las
glandulas lacrimales. El color de dichas glaindulas fué
sonrosado y su aspecto lobulado. Tras 1la fijacidén en
formol aparecia una opacificacién <cristaliniana que se
observaba a través de la cbérnea. La glandula lacrimal
extraorbital se encontraba ubicada debajo del pabellén
auricular. Se extrajo mediante separacién de la piel y
liberacién de aponeurosis y musculo. Presentando color

beige y forma elipscoide y plana.
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16) Glandulas salivales, submaxilar ¥ sublingual mayor: Se
procedié a la diseccidn de los ganglios linfaticos y de
las aponeurosis musculares. Presentaban color beige ¥y

forma globulosa.

17) Encéfalo: Para su extraccién se serraron los huesos
frontal y nasal. Una vez separada la calota, se levantaba
el encéfalo por delante cortando las inervaciones de su
base hasta liegar a la tienda del cerebelo que es é6sea y
se separdé de la caja craneana. BSe efectud seccidén medular

en zona inmediatamente caudal al bulbo.

18) Hip6fisis: Al extraer el encéfalo quedaba adherida a
la silla turca. Se cortaron las meninges que la cubrian ¥

se extrajo. De forma poligonal y de color rosa oscuro.

19) Médula espinal: Se separt6 la piel ¥y musculatura de la
regién cervical y se desarticularon las articulaciones
costovertebrales a dicho nivel. Se disecé el canal
vertebral mediante una tijera, procediendo posteriormente
a la apertura del] canal medular y al aislamiento de la
médula.

Al finalizar la extraccidn se pesaron los
6rganos con balanza de precisién marca Sartorius, modelo
1405, que brinda uns precisién de 0,001 gr. (FIGURA 26),
¥y se clasificaron atendiendo a la cavidad de la que se
obtuvieron. Las abreviaturas correspondientes utilizadas
para los distintos 6rganos pesados han sido ias

siguientes:

- Cabeza y cuello:
Encéfalo {ENC).
Glandulas lacrimales (GLL) afiadiendo 1 o 2 segin
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FIGURA 26. Balanza de precisidn utilizada en

el pesaje de_los drganos.

>
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sea la primera disecada o la segunda (GLL1
¥y GLL2}.

Hip6fisis (HIP).

Glandulas salivales, en conjunto (GLS).
Tiroides, cada lado (TIR1 y TIR2).

Torax:

Traquea v Pulmones (TRP}.
Corazén (COR).

Timo (TIM).

Abdomen:

Estémago (EST).

Pancreas (PAN).

Bazo (BAZ).

Higado (HIG).

Rifiones (RIN1 y RIN2).

Gadndulas suprarrenales (CAS1 y CAS2}.

Utero y vejiga conjuntamente (UTV).

Otros:
Femur (FEM).

No se efectia el pesaje de los

érganos

siguientes por no ser objeto de comparacién estadistica:

Ojos,

Es6fago.

Médula espinal.

Intestino delgado.

Intestino grueso (apéndice cecal).

Piel y misculo estriado.
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2.9. METODOLOGIA HISTOLOGICA.

Para el estudio de 1las piezas mediante
microscopia 6ptica se efectdaron los siguientes procesos

previos:

1) Tallado de las piezas.

2) Inclusidén en parafina.

3) Realizacidn de cortes histoldgicos con un espesor
de 3 micras mediante un microtomo rotatorio.

4) Desparafinacién y mantenimiento en estufa a 1002 C

durante 30 minutos.

A continuacidén se utilizaron las siguientes

técnicas de tincidn:

A) Técnica de tincién con HEMATOXILINA-EOSINA.

—-Reactivos:

.Hematoxilina de Harris:
Hematoxiiina (5 grs.).
Alcohol absoluto (50 ml.).
Agua destilada (1.000 ml.).
Oxido de mercurio (2,5 grs.).

Alumbre potésico (100 grs.).
.Eosina:

Fosina (1 gr.).
Agua destilada (100 ml.).
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-Bateria:

.3 pases por Xilol (3 cubetas).
.2 pases por Alcohol de 100 grados (2 cubetasj.
.2 pases por Alcohol de 96 grados (2 cubetas).

.Lavado en agua corriente durante 2 minutos,
-Técnica:

.Tinci6n con hematoxilina (de 3 a 5 min.).
.Lavado en agua corriente durante 2 min.
.Tincién con eosina (1/2 min.)}. Si no tifie mucho se
le agrega 1 gota de Acido Acético para que
tifia lo necesario.
.Deshidratacién:
2 pases por alcohol de 96 grados (2 cubetas)}.
2 pases por alcohol de 100 grados (2 cubetas).
3 pases por xilol (3 cubetas).

.Montaje con balsamo (EUKIT).

B)Técnica de tincidén con GIEMSA. Se utilizé para tejidos

hematopoyéticos y linfoides.
-Reactivos:

.Solucién Giemsa:

Giemsa Merck (20 ml.).

Agua destilada (80 ml.).
.100 mi. de agua destilada con 2 o 3 gotas de &cido
acético glacial.

.Alcohol isopropilico.

188



-Técnica:

.Desparafinar e introducir en agua destilada.
.Colocar en la solucidén de Giemsa diluida durante

1 hora.

.Se sacan los cortes de la solucidén de Giemsa y se
ponen en la solucién de 4cido acético en agua
durante unos segundos.
.Se pasan directamente por alcohol de 960 dejéndolos
hasta obtener el color deseado y se controla
después al microscopio optico.
.Se para la diferenciacién sumergiéndolos en
isopropanol 3 veces, 2 minutos cada vez.
.S5e pasan por Xilol 3 veces.

.S5e montan en Eukitt.
-Giemsa para piezas normales:

.Solucidén de Giemsa: Por cada cc. de agua afiadir
1 gota de Giemsa,
.Técnica:
Desparafinar e hidratar.
Si la pieza proviene de Zenker pasar por lugol
e hiposulfito.

Poner los cortes en la solucidén de Giemsa durante
1/2 hora.

Deshidratar y montar.

-Giemsa para médulas Oseas:

.50lucidén de Giemsa: Para 9 cc. de agua afadir 1 cc.
de Giemsa.
.Técnica:

Los dos primeros pasos iguales que en la anterior.

Dejar los cortes durante 9 m. en solucién de
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Giemsa.
Lavar en agua.

Deshidratar y montar.

C) Técnica de tincidén con P.A.S. (PERYODICO ACIDO DE
SCHIFF).

-Reactivos:

.S0lucién de Alcian Blue: pH=2,5.
Alcian Blue (0,5 gr.).

Acido acético al 3 % (100 ml.).

.Acido peryédico al 0,5 %.

.Sulfuro de Ruissens o bisulfito sdédico al 2 %.
Metabisulfito sédico al 10 % (6 ml.).
ClH normal (5 ml.):

ClH (8,4 ml.).
Apua destilada (hasta 100 ml.}.
Agua destilada (100 ml.).

.Reactivo de Schiff:

Pararosalinine Hydrochoride (1 gr.).
Bisulfito sédico anhidro (1 gr.).
ClH normal (20 ml.).

Agua destilada (200 ml,).

Hervir 200 ml. de agua destilada, afiadir con
cuidado la pararosaniline, ¥y disolver. Enfriar hasta 502
C, afiadir el bisulfito sédico y agitar muy bién. Voiver a
enfriar hasta 252 C y agregarle el d4cido clorhidrico
normal; agitar bien. Guardar en la oscuridad en frascos
ambar; st al dia siguiente la solucidn no estéa
completamente transparente, agragarle carbdén activo ¥y
filtrarlo; si adn asi no queda transparente, la solucidn

no sirve.
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~-Técnica:

.Hidratar los cortes.

.Acido peryédico al 0,5 % durante 10 minutos.

.Lavar durante 10 minutos.

.Reactivo de Schiff, de 15 a 30 minutos.

.Sin lavar se coloca el bisulfito sdédico o sulfuro de
Ruissens durante 10 minutos.

.Lavar y contrastar con hematoxilina.

.Lavar, deshidratar y montar.

-Resultados:

La tincidén P.A.S. es el mejor colorante de
mucopolisacdridos Acidos, con ella se muestran los
hidratos de carbono en pirpura, los nicleos en azul, los
citoplasmas amarillos y las membranas basales en pirpura

méis rojizo.

D) Técnica de tincidén TRICOMICA DE MASSON.

~Reactivos:

.Sulfato amonio-férrico al 5 % ( sal 4cida de alumbre
férrico).
.Hematoxilina de Weigert (sol. "A" mé&s "B")}.
.80lucién de acido picrico:
Acido picrico a saturacidén en alcohol de 962
(2 partes).
Alcohol de 96% 1 parte).
.8olucién de fucsina dcida-acético, sol. "A":

Fucsina 4cida (1 gr.).
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Acido acético glacial (1 ml.).
Agua destilada (100 ml.).
.Solucién de Ponceau-Xilidina, sol. "B":
Ponceau-Xilidina {1 gr.).
Acido acético glacial (1 ml.}.
Agua destilada (100 ml.).
.S5e¢e mezcla una parte de solucién de fucsina y
2 partes de xilidina.
.Acido fosfomolibdico al 1%.
.Solucidén Verde Luz (Gurr’s):
Verde Luz (1 gr.).
Acido acético glacial (1 ml.}.
Agua destilada (100 ml.).
Se puede reemplazar por 4Acido acético al 25 % y

azul de anilina hasta la saturacidn.

-Técnica:

.Hidratar los cortes.

.Alumbre férrico a 602 C, durante 20 a 30 minutos,
.Agua destilada. Lavar muy bién.

.Hematoxilina de Weigert, durante 4 minutos.
.Lavar muy bien.

.Diferenciar con 4cido picrico hasta que scolo los
nicleos estén tefiidos ¥y los gdbulos rojos hayan
perdidoe la coloracién, 10 minutos.

.Lavar muy bién durante 10 minutos hasta que no
salga mas A4cido picrico,

.Tefiir los citoplasmas con solucidén "A" mds "B" de
fucsina-xilidina durante 5 minutos.

.Lavar en agua.

.Diferenciar en fosfomolibdico que decolora las
coligenas, tifie gldébulos rojos y citoplasmas;

duracién 5 minutos.
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.8in lavar, tefiir Ja coldgena con Verde Luz,
10 minutos.

.Deshidratar y montar.

-Resultados:

Tejido conjuntivo y moco en verde o azulado,
masculos en rosa, c¢itoplasmas en naranja o Trojizos,

necrosis fibrinoide naranja y ndicleos en pardo.

Ademés para descalcificar el tejido 6seo se

utilizé la siguiente técnica de descalcificacidn:

A) Se coloca en una solucién al 7,5 % de A4Acido nitrico
puro al 100 %. La mezcla consta de 75 cc. de 4cido
nitrico y el resto, hasta completar un litro, de formol
(formaldehido al 10 % en agua).

B) Otro producto wutilizado ha sido el "Surgipath
decalcifier II", que consiste en Acido clorhidrico ¥ un
agente quelante para descalcificacién histoldgica rdpida y
eliminacién de especimenes mineralizados, suministrado por

Surgical Medical Industries, Inc..

Diariamente se comprobdé la resistencia de
los huesos para conseguir la mejor descalcificacidn
posible sin que por ello se llegara a destruir ia imagen

tisular. Finalmente se incluyeron en parafina.

Todos los dérganos descritos se estudiaron
histolégicamente con un microscopio marca Nikon HFX-II A,
equipado con una cdmara, marca Nikon Optifot FX 35-VA, con
la que se realizaron fotografias de las preparaciones. Se

observaron aisladamente el cerebro ¥y el cerebelo. En un
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principio se pensd estudiar también la lengua ¥y los
dientes, pero finalmente se descartaron por no ser £éstos,
6rganos donde se presente una sintomatologia florida y nos

permitan hacer comparaciones satisfactorias.

2.10. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE
LOS DATOS OBTENIDOS,

A) ESTADISTICA DESCRIPTIVA. Con los datos experimentales

obtenidos, se obtuvieron los siguientes valores:

-Maximo (MAX): Es el valor mAs alto de un parametro
dado, en todas las ratas de una serie.

-Minino (MIN}: Es el valor méds bajo.

-Rango (RANG): Es la diferencia entre el mdximo y el
minimo.

~-N (N): Es el nimero de elementos de la muestra.
-Media muestral (MED): Es el estimador puntual de la
media poblacional, consistente, centrado e

insesgado. 5e define como:

X z'—-Z—L_-

N

-Desviacion tipica muestral (STD): Es Ia raiz cuadrada
del cuadrado medio de las desviaciones a 1a media.
-Varianza muestral (VAR ) : Es el cuadrado de la

desviacidén tipica.
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~Varianza poblacional: Es la varianza de una poblacidn
infinita de la cual hemos extraido esta muestra. Se

estima como el cuadrado de la cuasidesviacidén tipica.

-Cuasidesviacién tipica (CUASTD): Es el estimador

puntual, insesgado, consistente y centrado de la

desviacidén tipica poblacional. Se define como:

8.\ _$(x-%)
N-4
B} ESTADISTICA COMPARATIVA.

-Contraste de hipdétesis para la igualdad de medias
pobiacionales: 8Se realiza comparando el wvalor de una

variable que incluye la diferencia de medias muestrales y

se distribuye segin una distribucidén "t" de Student, con
el valor de la significancia. "t" se calcula como:
't.._ IXA"'Xz‘

Al

5 _ 5

N-f Nz

~-El valor de "P" se calcula como el valor de la abcisa
en una distribucién "t" de "f" grados de libertad que deja

un Area en "alfa" en su cola (alfa=0,05). Este estimador

"alfa" es el habitualmente usado en bioestadistica.

-Contraste de hipdtesis para las varianzas. Se

compara la razén de las cuasivarianzas, que se distribuye
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segin wuna F de Fisher-Snedecor, con un valor de "P"

obtenido como:

E( my -4

m;—l

Se han practicado contrastes de hip&tesis de
la serie radiada con el resultado del cédlculo de la DL
50/30.

L.a obtencién del pardmetro P ("alfa"}, como
indicador de significacidn de una curva de distribucidn,
que inclufia un nivel de confianza del 95 % en la
estimacién, se consigue a partir de tablas estandart, con
los valores P(t) ¥y P(F).

2.11., METODOLOGIA PARA LA EVALUACION DEL
EFECTO RADIOPROTECTOR DEL LITIO.

En 1988, J. R. Maisin, perteneciente al
Departamento de Biologia del Centro de Estudios de la
Energia Nuclear belga, publicé un trabajo (451) que
trataba sobre la evaluacién del efecto radioprotector de
distintas combinaciones de radioprotectores. En dicho
trabajo, se efectuaba una revisién de los métodos
empleados por diversos autores para evaluar la eficacia de

un supuesto radioprotector.
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Estos posibles métodos evaluativos son los

siguientes:

a) Mortalidad aguda a los 30 dias postirradiacidn
(500).

b} Cambios metabdélicos y estructurales (501) (502}.

c) Supervivencia a largo plazo (503).

d) Causas de muerte (504).

e) Sindrome gastrointestinal (505).

f} sSindrome de la médula ésea (506) (507).

2) Respuesta inmunitaria humoral (508).

h) Fertilidad (509).

i) Lesiones pulmonares (510}.

J) Efectos en células cancerosas (5i1}).

En el presente trabajo se efectuard la
evaluacién del litio como radioprotector siguiendo la

metodologia que se expone a cantinuacidn:

a) En primer lugar se valorard 1la influencia en la
mortalidad aguda y Ia media de la mortalidad a los 30 dias
postirradiacién comparando una serie sometida a ICT con la
dosis de radiacién calculada previamente como equivalente
a la DL 50/30 en la rata wistar, en nuestras condiciones
de trabajo, con otra serie a la que previamente a la
irradiacién se le administrard 1litio en dosis uUnica por
via intraperitoneal. Se pretende evaluar si la
administracidén de une dosis Unica de litio intraperitoneal
previa a la ICT tiene influencia en la supervivencia de

los animales de experimentacidn.
b} En segundo lugar se enumerardn y compararén entre si

los resultados analiticos bioquimicos ¥ hormonales. Se

pretende evaluar si la administraciodn de litio
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intraperitoneal modifica dichos parédmetros.

c¢) En tercer lugar se efectuard estudio histoldgico vy
anatomopatoldégico de ambas series, describiendo las
alteraciones aparecidas en cada una de ellas y
comparédndolas entre si. Se pretende evaluar si la
administracién de litio intraperitoneal tiene influencia
en las alteraciones tisulares y orgdnicas que aparecen

tras la ICT de los animales de experimentacidn.

2.12. TRATAMIENTO INFORMATICO UTILIZADO.

Se ha wutilizado el paquete integrado
Symphony (512) dque ha brindade dos posibilidades de

utilizacién distintas.

En primer lugar el empleo del tratamiento de
textos ha permitido la redaccibén de la tesis en su
totalidad y efectuar todas las correcciones necesarias.
En segundo lugar la hoja electrénica ha permitido el
tratamiento de datos numéricos y la realizacién de los

cidlculos estadisticos.

En dicha hoja electrdénica se han introducido
los valores de las variables cuantitativas pertenecientes
a los valores de analiticas y pesos de visceras, manejando
un eje de abcisas con todos los titulos de cada uno de los
paradmetros, y un eje de ordenadas conteniendo la
numeracidén correlativa de los animales de cada una de las
tres series a las que se efectuaron dichas

determinaciones.

198



Asimismoe, en el eje de abgecisas se han
incorporado las funciones predefinidas en el paquete
integrado para tratamientos estadisticos ¥y con 1los
resultados asi obtenidos se han contrastado las

significancias obtenidas para cada uno de los parametros.

Los graficos de mortalidad de todas las
series, individuales ¥y comparativos han sido

confeccionados con el programa Harvard Graphics (513).

Ademés, ¥y como va se ha descrito
anteriormente, se confecciond un programa informdtico para
el cadlculo de la DL 50/30 mediante extrapolacidén por el
método "Cubic Spline” (498).

También se efectudé un estudio comparativo
entre la curva de mortalidad de la Serie sometida a ICT
con la DL 50/30 calculada para nuestras condiciones de
trabajo y la curva de mortalidad de la Serie sometida a
ICT con dicha dosis posteriormente a la administracidén de

una dosis dnica de litioc intraperitoneal.
Ambas curvas se representardn mediante el
método de Kaplan-Meyer (514) yv el estudioc comparativo de

las mismas se efectuard usando el Test de Log-Rank (515).

Ambos procesos se realizarédn mediante el

empleo del programa informadtico estadistico SAS (516).
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3.— RESULTADOS.

3J.1.—~ SUPERVIVENCIA DE_LAS SERIES USADAS PARA
EL CALCULO DE LA DL 50/30.

Sea cual sea el método usado para el cédlculo de la
DL 50/30, la esencia del proceso es el célcule de un punto
desconocido en una determinada gréafica. Cuantos mas puntos
conocidos de dicha grafica puedsn obtenerse mayvor serd la
facilidad v la exactitud de dicho <cédlculo,. Debido a la
existencia de resultados dispares con respecto a este valor
{(452) (10), tuvo que planificarse la metodologia del hallazgo de
la DL 50/30 de radiacién gamma del Co®? para 1la rata Wistar en

nuestras condiciones de trabajo.

Para esta fase de la investigacidn se dispuso de
un total de 350 animales de experimentacién que fueron
distribuidos en 7 series de 50 animales cada una para ser
sometidos a ICT c¢on distintas dosis de radiacién gamma ¥y

posteriormente a un periodo de observacién de 30 dias.

3.1.1. PRIMERA SERIE. ICT con 800 cGy.

Se le administrd una dosis de 800 c¢Gy no muriendo
ningin animal en el perfodo de observacidén postirradiacién, lo

que representa una mortalidad dei 0 % al cabo de ios 30 dias.

3.1.2. SEGUNDA SERIE. ICT con 900 cGy.

Se administrdéd una dosis de 900 ¢Gy. Murieron 5
animales durante el periodo de observacién, lo que representa
una mortalidad del 10 % al cabo de los 30 dias ¥y que confirma

los resultados anteriores de Martin y cols. (478).

Las muertes ocurrieron segin la siguiente

cronologia:
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-~ 1 animal murié en el decimosegundo dia postirradiaciédn.

- 2 animales murieron en el decimotercer dia
postirradiacidn.

- 2 animales murieron en el decimocuarto dia

postirradiacién.

3.1.3. TERCERA SERIE. ICT con 908 cGy.

Se le administrd una dosis de S08 cGy. Murieron
veinte animales, lo que representa una mortalidad del 40 %. Las

muertes ocurrieron segin la siguiente cronologia:

animales murieron en €l noveno dia postirradiacién.
animales murieron en el décimo dia postirradiacién.
animal murié en el undécimo dia postirradiacidn.

animal murié en el decimocuarto dia postirradiacidén.

I
L o e ] Lo

animales murieron en el decimoquinto dia
postirradiacién.

5 animales murieron en el decimosexto dia postirradiacién.

1

.3.1.4. CUARTA SERIE. ICT con 928 cGy.

Se le administré una dosis de 928 c¢Gy. Murieron
treinta y cinco animales, lo que representa una mortalidad del

70 %. Las muertes ocurrieron segin la siguiente cronologia:

- 2 animales murieron en el octavo dia postirradiaciédn.
5 animales murieron en el noveno dia postirradiacién,
5 animales murieron en el décimo dia postirradiacién.
- 8 animales murieron en &l undécimo dia postirradiacién,.
9 animales murieron en el duodécimo dia postirradiaciodn.
3 animales murieron en el decimotercer dia
postirradiacién.
- 3 animales mirieron en el decimoguinto dia

postirradiacién.

203



3.1.5. QUINTA SERIE. 1ICT con 940 cGy.

Se le administré una dosis de 940 cGy. Murieron
cuarenta animales, lo que representa una mortalidad del 80 %.

Las muertes ocurrieron segin la siguiente cronologia:

- 2 animales murieron en el noveno dia postirradiacidn.

I

10 animales murieron en el décimo dia postirradiacidn.

- 10 animales murieron en el undécimo dfia postirradiacidn.

'

7 animales murieron en el duodécimo dia postirradiacidn.

5 animales murieron en el decimocuarto dia

postirradiacién.

I

4 animales murieron en el decimoquinto dia

postirradiacién.

!

1 animal murié en el decimosexto dia postirradiacidn.

1 animal murié en el decimoséptimo dia postirradiacidn.

3.1.6. SEXTA SERIE, ICT con 1.000 cGy.

Se le administré una dosis de 1,000 cGy. Murieron
un total de cuarenta ¥y cinco animales, 1o que representa una
mortalidad del 90 %. Las muertes ocurrieron segin la siguiente

cronologia:

¢

5 animales murieron en el octavo dia postirradiacién.

- 11 animales murieron en el noveno dia postirradiacidn.

- 2 animales murieron en el décimo dia postirradiacién.

- 5 animales murieron en el duodécimo dia postirradiacidn.

-~ 10 animales murieron en el decimotercer dia
postirradiacién.

~ 5 animales murieron en el decimocuarto dia
postirradiacién.

- 5 animales murieron en el decimoguinto dia

postirradiacién.

1 animal murid en el decimosexto dia postirradiacién.

- 1 animal muridé en el decimoséptimo dia postirradiaciodn.
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3.1.7. SEPTIMA SERIE. ICT con 1.200 cGy.

Se le administrdé una dosis de 1.200 cGy. Murieron
todos sus componentes, lo que representa una mortalidad del 100
% al cabo de los 30 dias. Las muertes ocurrieron segin la

siguiente cronologia:

H

5 animales murieron en el quinto dia postirradiacién.
- 20 animales murieron en el sexto dia postirradiacidn.
- 10 animales murieron en el octavo dia postirradiacién.

- 15 animales murieron en el noveno dia postirradiacién.

El resumen de los resultados de las mortalidades
obtenidas en cada serie, en funcidn de las dosis

administradas,expuestos en orden creciente son los siguientes:

- Serie de ICT con 800 cGy: 0% de mortalidad.

— Serie de ICT con 900 cGy: 10% de mortalidad.

- Serie de ICT con 908 cGy: 40% de mortalidad.

- Serie de ICT con 928 cGy: 70% de mortalidad.

- Serie de ICT con 940 cGy: 80% de mortalidad.

- Serie de ICT con 1000 cGy: 90% de mortalidad.
- Serie de ICT con 1200 cGy: 100% de mortalidad.

A la vista de estos resultados parece evidente que
la DL 50/30 para nuestras condiciones de trabajo tendré un valor
entre los 908 y los 928 cGy.

Las representaciones graficas de la croncologia de
las muertes ocurridas en cada serie en funcién del tiempo
transcurrido postirradiacidon se presentan en los GRAFICOS
nimeros 1 ai 6, APARTADO 10. No se representa la serie

irradiada con 800 c¢Gy por su nula mortalidad.

LLas representaciones grdficas de la mortalidad
acumulada de cada serie en funcién del tiempo transcurride
postirradiacién se presentan en los GRAFICOS ndmeros 7 al 12,

APARTADO 10. No se representa la serie irradiada con 3800 cGy.
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Las representaciones ‘graficas de la mortalidad
porcentual acumulada de cada serie en funcién del tiempo
transcurrido postirradiacién se presentan en 1los GRAFICOS
nimeros 13 al 18, APARTADO 10. No se representa la serie

irradiada con 800 cGy.

Las representaciones graficas comparativas de
todas las series con respecto a la cronologia de las muertes en
funcidén del tiempo y las comparativas de la mortalidad acumulada
se presentan en los GRAFICOS 19 v 20 respectivamente. Estos dos
Gltimos grdficos se representan en forma tridimensional para
evitar en lo posible las superposiciones. No se representa la

serie irradiada con 800 cGy.

Las fichas individuales de los animales de
experimentacidén que se emplearon para esta etapa, con el ndimero
de orden, serie a la que que pertenecian ¥y tiempo de
supervivencia postirradiacién se exponen en el APARTADO 9.1,
{(fichas n2 1 a la 350).

3.2.- CALCULO DE LA DL 50/30.

El resultado obtenide con el programa informatico
realizado MODULE TESIS1, con el que se efectaba una

interpolacién por el método "Cubic Spline"” fue el siguiente:
1.-MODULE TESIS1.

9.126408024E+0 cGy.

Se tomé como aceptable el wvalor de 912 c¢Gy como
supuesta DL 50/30 de radiacién gamma del Co®® para la rata
Wistar en nuestras condiciones eXxperimentales de trabajo ¥y se
prosiguié el estudio con dos series mds, de 50 animales cada una
a las que se sometidé a ICT con 912 cGy. A una de ellas se
administré, previamente a la irradiacidn, 162 mg/Kg de peso de

citrato de litio por via intraperitoneal.
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Simultaneamente, se efectuaron determinaciones
analiticas y diseccién para estudio anatomopatoldégico a otra
Serie de 50 animales de experimentacién, gque no fué sometida a
ningun tratamientro ni manipulacién, para tener los datos de

toda una serie de animales como serie control.

3.3..— RESULTADOS DE LA SERIE CONTROL.

Las fichas individuales de los animales de
experimentacién empleados en esta fase se exponen en el APARTADO
9.2. {(fichas n2 1 al 50).

3.3.1.- PARAMETROS SANGUINEOS.

Los resultados de las determinaciones efectuadas
se exponen en el APARTADO 11.1 Tablas ndmeros 1, 2, 3, 4, 5 v 6,
junto con los resultados de flos célculos estadisticos

efectuados.

3.3.2.- PESOS DE LOS ORGANOS.

Los resultados obtenidos en el pesaje de los
6rgancos tras la diseccidén de los animales se exponen en el
APARTADO 11.2 Tablas 1, 2, 3 v 4, junto con los resultados de
los cdlculos estadisticos efectuados.

3.3.3.- HISTOLOGIA.

Todos los drganos estudiados presentaron
caracteristicas histoldégicas normales. Como ejemplos se exponen
las FIGURAS 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33 y 34.

3.4.- RESULTADOS DE LA SERIE SOMETIDA A ICT CON 912 cGy.

Las fichas individuales de los animales de
experimentacién empleados en esta fase se exponen en el Apartado
9.3. (fichas n2 1 al 50}.
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FIGURA 27. Imagen macroscipica de dos lébulos tiroideos normales.
Pertenece al animal n® 6 de la Serie Control.
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FIGURA 28. Imagen histoligica de tiroides normal, mostrando los folfculos
repletos de coloide eosindfilo y una buena conservacidn del
epitelio folicular y de la estructura en general. Se aprecia
también la cpsula tiroidea y la gléndula paratiroidea con su
estructura caracterisrica. H. y E. x 250. Pertenece al animal
n® 6 de la Serie Control.



FIGURA 29, Tiroides del mismo animal a mayor aumento. H. y E. x 400
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FIGURA 30. Imagen macroscopica correspondiente a estimago normal de rata,
ablerto y mostrando sus dos zonas: la miis fina y de color vio-

laceo es el Area proximal epidermizada y la de color mfés claro
corresponde a la zona distal glandular revestida por mucosa
secretora. Pertensce al animal n® 42 de la Serie Control.
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FIGURA 31. Imagen microscépica correspondiente a un ovario normal de rata,
mostrando numrosos foliculos: unos cortados transversalmente y

otros gue muestran el 1iquido folicular. Se observan otras ma-
sas de células miis rosadae y de aspecto nodular que son fireas
de aspscto luteinizado 6 de secreciin hormonal. H. y E. x 200.
Fertenece al animal n® 17 de la Serie Control
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FIGURA 32
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FIGURAS 32, 33 y 34. Imfigenes macroscopicas de médula Gsea hematopoyética
normal mostrando componentes de las tres series:
megacariocitica, eritrobléstica y granulocitica.
CIEMSA x 600, TRICROMICO DE MASSON x 400 y
HEMATOXILINA Y EOSINA x 250. Pertenecen a los
animales n* 1, 26 y 30 de la Serie Control.
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3.4.1.- OBSERVACIONES CLINICAS.

Todos los animales de Ila serie presentaron
diarreas, del cuarto al décimo dia, con heces de menor
consistencia de 1o normal y claramente miAs brillantes, aunque la
cantidad correspondiente a cada animal fuera imposible de
cuantificar, o que pone en evidencia un sindrome de

malabsorcidén con una posible esteatorreas.

Dicho cuadro diarréico remitid progresivamente a
partir del décimo dia en tedos los animales y en el
decimosegundo dia postirradiacién todas las deposiciones

observadas fueron normales.

Asimismo todos los animales presentaron dos fases
de letargo y estupor. La primera fué del tercer al quinto dia
postirradiacién y la segunda del decimotercero al vigésimo dia
postirradiacidn.

Evidentemente, tanto en el caso de la diarrea como
del letargo debe entenderse que hablamos de los animales vivos

en esos periodos de tiempo.

3.4.2.- MORTALIDAD.

Durante el periodo de observacién de treinta dias
murieron 24 animales, 1o que representa una mortalidad del 48 %
al cabo de dicho periodo.

Las muertes ocurrieron segin la siguiente

cronologia:

animales murieron en el octavo dia postirradiacién.
animales murieron en el noveno dia postirradiacién,

animales murieron en el décimo dia postirradiacidn.

|
W W O N

animales murieron en el decimoprimer dia
postirradiacién.
- 5 animales murieron en el decimocuarto dia

postirradiacidén.
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- 2 animales murieron en el decimoquinto dia

postirradiacién.

La representacion grdfica de la cronologia de las
muertes ocurridas de esta serie en funciédn del tiempo
transcurrido postirradiacién se presenta en el GRAFICO numero
21.

La representacién gréafica de la mortalidad
acumulada de esta serie en funcién del tiempo transcurrido

postirradiacidn se presenta en el GRAFICO numero 22.

La representacidén grafica de la mortalidad
porcentual acumulada de esta serie en funcién del tiempo
transcurrido postirradiacidén se presenta en el gréafico numero
23.

Para evaluar la validez de la DL 50/30 calculada
se efectud la prueba de Chi Cuadrado comparando la supervivencia
y mortalidad obtenidas con esta dosis (26 animales vivos y 24
animales muertos) con las que se obtendrian con la DL 50/30

ideal (25 animales vivos y 25 animales muertos).

Dicha prueba didé comoc resultado que, para una alfa
igual a 0.025, p fué »0.05. Por lo tanto no existen diferencias
estadisticamente significativas entre las dos mortalidades ¥,
como consecuencia, puede darse por vAlido, para nuestras

condiciones de trabajo, el resultado de DL 50/30 obtenido.

3.4.3.~- PARAMETROS SANGUINEOQOS.

Los resultados de las analiticas practicadas se
exponen en el Apartado 11.1 Tablas 7, 8, 9, 10, it ¥y 12, junto

con los resultados de los cédlculos estadisticos efectuados.

Respecto a la serie control, son
significativamente mas altas las medias para: GOT, LDH, AP, MCV,
SEG e INS.
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Son significativamente miAs bajas las medias para:
CPK, IRON, TRIG, RBC ¥y LINF.

La varianza es significativamente mas alta para:
CA, CHOL, CREA, GLU, GPT, IRON, LDH, AP, P04, K, PRO, RBC, HBi,
HTO, MCV, MCH, WBC, SEG, LINF, CORT, T3, T4L e INS.

LLa varianza es significativamente mds baja para:
CPK, GOT, NA, TRIG, MCHC, T4 y ALD.

Los parametros que son significativamente
diferentes tanto para medias como para varianzas son los
siguientes: CPK, GOT, IRON, LDH, AP, TRIG, RBC, MVC, SEG, LINF e
INS.

Los parédmetros que no son significativamente
diferentes ni para medias ni para varianzas son jos siguientes:
ALB, TBIL, GGT, BUN, UA, MON, EOS, LI y TSH.

3.3.4.- PESOS DE LOS ORGANOS.

Los resultados obtenidos en el pesaje de los
érganos tras la diseccidén de los animales de experimentacidn se
muyestran en el APARTADO 11.2 Tablas 5, 6, 7 y 8, junto con los

resultados de los calculos estadisticos efectuados.

Unicamente un &érgano presenta un aumento de peso
que se traduce en una media significativemente mds alta y es el
Pincreas.

Presentan un descenso de peso con media
significativamente mAs baja los siguientes oOrganos: Glandulas
salivares, Timo, Corazén, Estédmago, Bazo, Higado, Riftones ¥
Ovarios.

Existe una dispersidén de los datos con varianzas
significativamente mds elevadas para: Hipéfisis, Glandulas
lacrimales, Est6émago, Bazo, Higado, Pé&ncreas, Glandulas

suprarrenales, Rifiones y Ovarios. Por el contrario, existe un
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apuntamiento con varianza significativamente mds baja para Timo,

Tdquea ¥y Pulmones y para el Corazdén.

Los d6rganos gque presentan medias y varianzas
significativamente distintos son: Timo, Corazén, Estdmago,

Hi gado, Padncreas, Rifiones y Ovarios.

No son significativas las diferencias ni en cuanto
a medias ni en cuanto a varianzas para: Encéfalo, Tiroides,

Femur, Utero y Vejiga.

3.3.5.—- ALTERACIONES HISTOLOGICAS.

Las alteraciones aparecidas en esta serie se
presentan en las FIGURAS 35 y 36. S5e ha efectuado una
separacién entre los animales muertos durante el periodo de

observacidén ¥ los que scbrevivieron.

1.- RATAS V]IVAS.

A) CABEZA Y CUELLO.

Ningain animal presenté ajlteraciones valorables en
encéfaloc, hipéfisis, ojos, gldndulas lacrimales, glédndulas

salivares y paratiroides.

Siete animales (26,9%) presentaron en el tiroides
disminucidén del contenido de coloide y descenso de la
celularidad. Asimismo se observé tendencia del epitelio
folicular a desprenderse hacia las luces foliculares (FIGURA
37).

B) TORAX.

Ningin animal! presento alteraciones valorables a
nivel cardiaco.

Veintitres animales (92%) mostraron disminucién

discreta del componente linfoide timico.
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CUADRO DE ALTERACIONES HISTOLOGICAS SUFRIDAS POR LA SERIE DE
RATAS SOMETIDAS A ICT (912 cGy). RATAS VIVAS.

{Solo se incluven las alteraciones sufridas por méds de una
rata, se considera que un solo caso no es significativo).

et e i S S e Ty e e S Ter T S e S e i T T e A T W TR T e S VR T T A SEE TR ST s A A S W e e e
e - Y i r rr r  r r rrr 1

UBICACION ORGANO NOTOTAL TIPO DE ALTERACION NOQCASOS %
ESTUDI. OBSERV.
ENCEFA. 26 Ninguna 26 -
HIPOFI. 26 Ninguna 26 -
0JOS 26 Ninguna 26 -
CABEZA GL. LA. 26 Ninguna 26 -
GL. SA. 26 Ninguna 26 -
TIROID. 26 Disminucién del con-
Y tenido de coloide ¥
descenso de la celu-~
laridad. Tendencia
CUELLO del epitelio folicu-

lar a desprenderse
hacia las luces fo-

liculares. 7 26,9%
PARATI. 26 Ninguna 26 -
TIMO 25 Disminucién discre-

ta del componente

linfoide, 23 92%

TORAX CORAZ. 26 Ninguna 26 -

TRAPUL . 26 Moderada congestiodn

vascular pulmonar. 10 38,4%

Focos pequefios y
aislados de E.A. ¥y
refuerzo de tabiques

interalveolares. 11 42,3%
RINO. 26 Congestivo. 5 19,2%
GL.SUP. 26 Ninguna. 26 -
HIGADO 26 Estasis sinusoidal. 5 19,2%
PANCRE. 26 Ninguna. 26 -
BAZO 26 Atrofia ligera del

ABDOMEN componente linfoide
¥ congestién de la
pulpa roja. i3 50%

Atrofia moderada del
componente linfoide
y abundantes hemosi-
réfagos. 11 42,3%

FIGURA 35
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UBICACION ORGANO NOTOTAL TIPO DE ALTERACION NOCASOS %

ESTUDI. OBSERV.
ESOFAG. 26 Ninguna. 26 --
ESTOMA. 26 Lesiones papilomatosas

hiperqueratésicas del
epitelio plano conte-
ABDOMEN niendo pseudogquistes

de contenido querati-

noso o exudativo. 11 42,3%
I.DEL. 26 Disminucién del grosor

de las vellosidades. 26 100%
I1.GRUE. 26 Ninguna 26 -—
OVARIOS 26 Descenso de la celula-

ridad de 1a capa

granulosa de las

formaciones foliculares

¥ descenso del nimero

de estas. 13 50%

Gran descenso del na-

mero de formaciones

foliculares y atrofia

del estroma especifico. 8 30,7%
UTERO 26 Ninguna 26 -
VAGINA 26 Ninguna 26 -
VEJIGA 26 Ninguna 26 -
OTROS
HUESO i1 Ligera depleccién

del tejido hemato-

poyético que se

sustituye por tej.

graso maduro. No

se observa fibro-

sis reactiva. 6 23%
Focos aislados de

tejido hematopoyvé-

tico. Resto susti-

tuido por tejido

graso maduro. No

se observa fibro-

sis reactiva. 2 7,6%

FIGURA 35 (continuacidn)
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CUADRO DE ALTERACIONES HISTOLOGICAS SUFRIDAS POR LA SERIE DE
RATAS SOMETIDAS A ICT (912 cGy). RATAS MUERTAS,

{Solo se 1ncluyen las alteraciones sufridas por mds de una
rata, se considera que un solo caso no es significativo).
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UBICACION ORGANQ NOTOTAL TIPO DE ALTERACION NQCASO0S %
ESTUDI. OBSERV.
ENCEFA. 23 Ninguna 23 -—
CABEZA HIPOFI. 23 Ninguna 23 -
0JOS 23 Ninguna 23 -
GL. LA. 23 Ninguna 23 -
Y GL. SA. 23 Ninguna 23 -—
TIROID. 23 Disminucién del con-
: tenido de coloide ¥y
CUELLO ‘ celularidad de menor
tamafio de lo habitual. 6 26%
PARATI. 23 Ninguna 23 -—
TIMO 23 Disminucién discre-
del! componente lin-
foide. 5 21,7%
Atrofia intensa del
‘componente linfoide. 16 69,5%
TORAX CORAZ. 24 Ninguna 24 -
TRAPUL. 24 Focos pequeiios ¥y

aislados de E.A. ¥
refuerzo de tabigues

interalveolares. 11 43,8%
Focos difusos de E.A. 7 29,1%
RINO. 24 Congestivo. 8 33,3%
GL.SUPF. 24 Ninguna. 24 -—
HIGADO 24 Congestivo con dila-
ABDOMEN taci6n de vVenas
centrolobulillares. 13 54,1%
PANCRE. 23 Ninguna. 23 -
FIGURA 36
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ESTUDI. OBSERV.
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BAZO 23 Atrofia ligera del
componente linfoide
vy congestidn de la
pulpa roja. 6 25%
Atrofia subtotal del
componente jinfoide
v presencia de abun-
dantes hemosideréfa-
EOS. 7 29,1%
Atrofia total del
componente linfoide
¥ abundantes hemosi-

ré6fagos. 10 41,6%
ESOFAG, 24 Ninguna. 24 -
ESTOMA. 24 Lesiones papilomatosas

hiperqueratésicas del
epitelio plano conte-

ABDOMEN niendo pseudoquistes

de contenido querati-

noso o exudativo. 14 58,3%

Disminucién del grosor

de pliegues gdstricos. 3 12,5%
1.DEL. 24 Disminucién del grosor

de las vellosidades. 22 91.6%

Presencia de ulceracio~

nes y hemorragias. 8 33,3%
I1.GRUE. 24 Ulceras y hemorragias. 8 33,3%
OVARIOS 23 Gran descenso del nid-

mero de quistes foli-~-
culares y atrofia del

estroma especifico. 19 82,6%
UTERO 23 Ninguna 23 -
VAGINA 23 Ninguna 23 -
VEJIGA 23 Ninguna 23 -
HUESO 24 Médulia 6sea totalmente

ocupada por tejido graso

OTROS maduro. No se observa fi-

brosis reactiva. 23 95,8%

GRASA 24 Disminucién de grasa

generalizada que afecta
a grasa periovédrica,
del mesoperitoneo, del
eje mesentérico ¥y
peripancredtica. 7 29,1%

FIGURA 36 !continuaciéng
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FIGURA 37. Imagen correspondiente a tiroides de rata sometida a ICT con
912 cGy. Destaca la pérdida de coloide y la atrofia folicular.
Muchos foliculos han perdido el coloide y los centros folicula-
res se muestran ocupados por elementos descamativos.
H. ¥ E. x 250. Pertenece al animal n® 12 de la Serie sometida a
ICT con 912 cGy.
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Diez animales {38,4%) presentaron moderada

congestidn vascular pulmonar.

Once animales (42,3%) presentaron focos pequeifios ¥y
aislados de edema agudo de pulmén y refuerzo de tabigques

interalveolares.

C) ABDOMEN, :

Ningin animal presentd alteraciones valorables a
nivel de eséfago, gldndulas suprarrenales, pdncreas, intestino

grueso, \dtero, vagina y vejiga.

Once animales (42,3%) presentaron, en la Zzona
epidermizada gdstrica correspondiente a la zona gAaAstrica
proximal, lesiones papilomatosas hiperqueratésicas del epitelio
plano gue conteninan pseudoguistes de contenido gqueratinoso y
exudativo (FIGURAS 38 y 39).

Todos los animales presentaron disminucién del

grosor de las vellosidades intestinales.

En ovarios, trece animales (50%) presentaron
descenso de ia celularidad de la capa granulosa de las
formaciones foliculares vy descenso del ndimero de estas (FIGURA
40).

Ocho animales (30,7%) presentaron gran descenso en
el nimero de formaciones Tfoliculares y atrofia del estroma
especifico.

D) OTROS.

Seis animales (23%) presentaron ligera depleccién
del tejido hematopoyético de médula Osea que se sustituye por

tejido graso maduro.

Dos animales (7,6%) presentaron unicamente focos
aislados de tejido hematopoyético estando sustituido el resto

por tejido graso maduro.
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FIGURA 38. Imagen macroscipica gastrica mostrando, en la zona proximal
epidermizada de la mucosa, lesiones excrecentes de coloracién
grisécea & marrén que contrastan con el fondo violéceo de la
mucoss normal que las rodea. El centro de las mismas aparece
mis oscuro que el resto de las lesiones y algo umbilicado. Al
estidio microscépico estos centros no estaban ulcerados y los
puntos mds oscurcs correspondian a aclmlos superficiales de
hematies o pigmento hemdtico. Pertenece al animal n® 10 de la
Serie sometida a ICT con 912 cGy.
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FIGURA 39. Imagen microscipica de las lesiones descritas en la Figura 38.
Se observa que son excrecemtes, papilomatosas e hiperqueratd-
sicas centradas por ejes conectivos muy laxos y edematosos que
a veces acumulaban un exudado ecsindfilo.  Estas 'lesiones
afectaban solo al epitelio de revestimiento epidermizado ¥
respetaban la muscularis mucosae, a la submucosa (que a veces
era edematosa), & las musculares propias y a la serosa. No se
apreciaron ulceraciones a nivel de eatas lesiones. H, y E. x
250. Pertenece al animal n® 10 de la Serie sometida a ICT con

912 cGy.
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FIGURA 40. Ovario de rata sometida a ICT con 912 cGy. Aparece empequefiecido
y atréfico mostrando disminucin del nimero de folfculos. En esta
imagen se observa como el ovario estd rodeado por una capsula que
contiene liquido folicular y como la trompa, cortada en varias
secciones, puede recoger la totalidad de los dwvulos maduros por
tratarse de un sistema semicerrado que drena sdlo hacia la
cavidad uterina. H. y E. x 200. Pertenece al animal n® 25 de la
Serie sometida a ICT con 912 cGy. '
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En ningdn caso se observé la existencia de

fibrosis reactiva (mielofibrosis).

2.— RATAS MUERTAS.

A) CABEZA Y CUELLO.

Ninguno de los animales presentd alteraciones
objetivables en encéfalo, hipé6fisis, ojos, glandulas lacrimales,

gléndulas salivares y paratiroides.

Seis animales (26%) presentaron en tiroides una
disminucidén del contenido de <coloide ¥y celularidad de menor

tamafio de Jo habitual.
B) TORAX.

No se observé alteracfon a nivel cardiaco en

ningin animal de experimentacidn.

En timo, cinco animales (21,7%) presentaron
disminucidén discreta del componente linfoide y dieciseis
animales (69,5%) presentaron una atrofia intensa del componente
linfoide.

Siete animales (29,1%) presentaron focos difusos
de edema agudo de pulmdn gque ocupaban gran parte del
parénquima (FIGURA 41).

Once animales (45,8%) presentaron focos pequefios y
aislados de edema agudo de pulmén y refuerzo de los tabiques
interalveolares.

C) ABDOMEN.

No se observd ninguna alteracién valorable a nivel

de est6fago, rifiones, pancreas, dtero, vagina y vejiga.

Ocho animales {33,3%) presentaron rifiones

congestivos.
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FICURA 41. Edema agudo de pulmdn en rata sometida a ICT con 912 cGy. Se
aprecia edema intraalveclar, eosindfilo, proteindceo, amorfo.
H. y E. x 250. Pertenece al animal n® 35 de la Serie sometida

a ICT con 912 cGy.



Trece animales (54,1%) presentaron congestidn

hepatica con dilatacién de venas centrolobulillares.

En bazo, seis animales (25%) mostraron atrofia
ligera del componente linfoide v congestién de la pulpa roja.
Siete animales (29,1%) presentaron atrofia subtotal del
componente linfoide ¥y presencia de abundantes hemosideréfagos.
Diez animales (41,6%) presentaron atrofia total del componente

linfoide y presencia de abundantes hemosider6fagos.

En estémago, tres animales (12,5%) presentaron
disminucidén del grosor de los pliegues gastricos. Catorce
animales (58,3%) presentaron lesiones papilomatosas

hiperqueratésicas del epitelio plano conteniendo pseudoquistes

de contenido queratinoso o exudativo.

En intestino delgado veintidos animales (91,6%)
mostraron disminucién del ETOSOT de las vellosidades
intestinales. En ocho animales (33,3%) se objetivé la presencia
de ulceraciones en la mucosa vy 4reas hemorrédgicas.

En intestino grueso, ocho animales (33,3%)

presentaron ulceraciones y hemorragias.

En ovarios, diecinueve animales (B2.6%)
presentaron un gran descenso en el nimero de Tformaciones
vesiculares y atrofia del estroma especifico.

D} OTROS.

Veintitres animales (95,8%) mostraron una
ocupacidén total de la médula Osea por tejido graso maduro, no
observandose mielofibrosis.

Siete animales (29,1%) presentaron una disminucidn
generalizada de grasa que afectaba a grasa periovarica, del

mesoperitoneo, del eje mesentérico y peripancreética.
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3.5.-RESULTADOS DE LA SERIE CON ADMINISTRACIJON INTRAPERITONEAL
DE LITIO PREVIA A LA ICT CON 912 _cGy.

Las fichas individuales de los animales de
experimentacién empleados en esta etapa se exponen en el
APARTADO 9.4, (fichas n2 1 al 50).

3.5.1.- OBSERVACIONES CLINICAS.

Todos los animales presentaron diarreas, del
cuarto al décimo dia, con heces de menor consistencia de lo
normal v cilaramente méds brillantes. Asimismo en el
decimosegundo dia postirradiacidn todas las heces observadas

fueron de aspecto y consistencia normal.

También pudieron observarse dos fases estuporosas,
La primera comprendié los dias tercero y cuarto postirradiacioén

v la segunda del decimosegundo al decimonoveno postirradiscién.

3.5.2.- MORTALIDAD.

Durante el pericodo de observacién de treinta dias
murieron 27 animales, lo que representa una mortalidad del 54 %

al cabo de dicho periodo.

Las muertes ocurrieron segin la Siguiente

cronologia:

- 13 animales murieron en el decimoprimer dia
postirradiacion.

- 2 animales murieron en el decimosegundo dia
postirradiacion,.

-5 animales murieron en el decimoquinto dia

postirradiacién.

7 animales murieron en el decimosexto dia postirradiacién,

LLa representacion grdfica de la cronologia de las

muertes ocurridas de esta serie en funcidn del tiempo
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transcurrido postirradiacién se presenta en el GRAFICO ndmero
24,

La representacion gréfica de la mortalidad
acumulada de esta serie en funcién del tiempo transcurrido

postirradiacién se presenta en el GRAFICO naimero 25.

La representacién gréafica de |la mortalidad
porcentual acumulada de esta serie en funcidén del tiempo
transcurrido postirradiacién se presenta en el GRAFICO ndmero
26,

3.5.3.- PARAMETROS SANGUINEOS.

Los resultados de 1las analiticas efectuadas se
exponen en el APARTADO 9.1 Tablas 13, 14, 15, 16, 17 vy 18 junto

con los resultados de los cédlculos estadisticos efectuados.

Respecto a la Serie Control, s0n
significativamente mids altas las medias para: LDH, AP, BUN, TSH
e INS.

Son significativamente mds bajas las medias para:
CPK, IRON, RBC, T3, T4, T4L y ALD.

La varianza es significativamente mds alta para:
CA, CREA, GPT, IRON, LDH, AP, TRIG, BUN, PRO, RBC, HBi, HTC,
WBC, SEG, LINF, CORT, T4L e INS.

La varianza es significativamente miAs baja para:
CHOL, CPK, GOT, P0Q4, T3, T4 y ALD.

Los parametros gue son significativamente
diferentes tanto para medias como para varianzas son los
siguientes: CPK, IRON, LDH, AP, BUN, RBC, T3, T4, T4L, ALD e
INS.

Los pardmetros que no son significativamente
diferentes ni para medias ni para varianzas son los siguientes:
ALB, TBIL, GLU, CGT, K, NaA, UA, LI, MONO ¥y EOS.
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3.5.4.~ PESOS DE LOS ORGANOS.

Los resultados obtenidos en el pesaje de los
6rganos tras la diseccién de los animales de experimentacidn se
exponen en el APARTADO 11.2 Tablas 9, 10, 11 y 12 junto con los
resultados de los cdlculos estadisticos efectuados.

Con respecto a la Serie Control, dos Organos
presentan un aumento de peso gque se traduce en una media

significativamente mads elevada ¥ son Pdncreas y Suprarrenales.

Los 6rganos que presentan una disminucién de peso,
lo que se traduce en una media significativemente mids baja, son
Tiroides, Glédndulas salivares, Trdquea y Pulmones, Corazodn,

Estdmago, Bazo, Higado, Rifiones, Utero y Vejiga.

Existe una dispersién de los datos con varianzas
significativamente mAs elevadas para: Encéfalo, Hipéfisis,
Gléndulas Lagrimales, Salivares, Timo, Estdémago, Bazo, Higado,
Pancreas, Suprarrenales, Rifiones, Utero, Vejiga y Ovarios. Por
el contrario, existe un apuntamiento con varianza
significativamente mads baja para Tiroides, Tdquea, Pulmones y
Corazodn.

Los o¢6rganos que presentan medias ¥ varianzas
significativamente distintos son: GlaAndulas salivares, Tiroides,
TrAquea, Pulmones, Corazén, Estédmago, Bazo, Higado, Péncreas,

Suprarrenales, Rifiones, Utreo y Vejiga.

No son significativas las diferencia ni en cuanto
a medias ni en cuanto a varianzas para: Femur.
3.5.5.- ALTERACIONES HISTOLOGICAS.

Las alteraciones aparecidas en esta serie se
presentan en las TFIGURAS 42 vy 43. Se ha efectuado una
separacidén entre los animales muertos durante el periodo de

observacién y los que sobrevivieron.
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CUADRO DE ALTERACIONES HISTOLOGICAS SUFRIDAS POR LA SERIE DE
RATAS SOMETIDAS A ADMINISTRACION DE LITIO INTRAPERITONEAL Y
POSTERIORMENTE A ICT (912 ¢Gv). RATAS VIVAS.

(Solo se incluyen las alteraciones sufridas por mds de una
rata, se considera gque un solo caso no es significativo).

—— g —— — . ————— T — ]y — o —— . —— T — Ty - —— S Ty T — - S -
- — - — -

UBICACION ORGANQ NOTOTAL TIPO DE ALTERACION NOCASOS %
ESTUDI. OBSERV.
ENCEFA. 23 Ninguna 23 -
HIPOFI. 23 Ninguna 23 -—
0JOS 23 Ninguna 23 --
CABEZA GL. LA. 23 Ninguna 23 -—
GL. SA. 23 Ninguna 23 —-
Y TIROID. 23 Bastantes foliculos
vacios y tirocitos
CUELLO de aspecto cibico

aplanado o bajo. Se
observa cierto arru-
gamiento circunfe-

tencial de la dispo-

sicidén folicular. 23 100%
PARATI. 23 Ninguna 23 ——
TIMO 22 Disminucién discre-
del componente lin-
foide. 22 100%
TORAX CORAZ. 23 Ninguna. 23 -
TRAPUL., 23 Congestidén en vasos
de los tabiques

interalveolares. Pe-

quefios y aislados fo-

cos de EA. Disminucién

del tejido tinfoide de

la submucosa bronguial. 13 56,5%
Discretos focos de

atelectasia y enfisema.

Ligero grado de fibro-

sis en tabiques inter-

alveolares. Nédulos

linfoides de la submu-

cosa bronquial conser-

vados. 10 43,5%

FIGURA 42
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UBICACION ORGANO NOTOTAL TIPO DE ALTERACION NOCASOS %

ESTUDI. OBSERV.
RIRO. 23 Congestivo. 7 30,4%
GL.SUP. 23 Ninguna. 23 -
HIGADO 23 Congestidén vascuiar:
sinusoidal y de venas
centrolobulillares. 9 39,1%
PANCRE. 23 Ninguna. 23 -
BAZO 23 Atrofia ligera del

componente linfoide

¥y congestidén de la

pulpa roja. Presencia

de mas sideré6fagos

gue en condiciones

normales. 16 69,5%
Atrofia moderada del

componente linfoide.

Resto igual. 2 8,6%
ESOFAG. 23 Ninguna. 23 -—
ESTOMA. 23 Lesiones papilomatosas

hiperqueratdsicas del
epitelio plano conte-
ABDOMEN niendo pseudoquistes

de contenido querati-

noso o exudativo. 12 52,1%
I1.DEL. 23 Disminucién del espesor

de las vellosidades. 23 100%
I.GRUE. 23 Ninguna. 23 -
OVARIOS 23 Descenso del nimero de

formaciones foliculares

¥y atrofia del estroma

especifico. 18 78,3%

Gran disminucidén del

nimero de formaciones

foliculares y atrofia

del estroma especifico. 5 21,7%

FIGURA 42 gcontinuacién)
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UBICACION ORGANO NOTOTAL TIPO DE ALTERACION NQCASOS %

ESTUDI. OBSERV.
ABDCMEN
UTERO 23 Ninguna 23 -
VAGINA 23 Ninguna 23 -
VEJIGA 23 Ninguna 23 -
HUESO 23 Depileccién ligera del
tejido hematopoyético
OTROS gue se sustituye por

tejido graso maduro.

No existe fibrosis

reactiva 13 56,5%
GRASA 23 Reduccién de grasa

generalizada que afecta

a la grasa periovAarica,

del mesoperitoneo, del

eje mesentérico ¥y

peripancreética. 2 8,6%

FIGURA 42 !continuacién]
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CUADRO DE ALTERACIONES HISTOLOGICAS SUFRIDAS POR LA SERIE DE
RATAS SOMETIDAS A ADMINISTRACION DE LJT]IO INTRAPERITONEA]L Y
POSTERIORMENTE A ICT (912 cGy). RATAS MUERTAS.

{(Solo se incluyven las alteraciones sufridas por més de una

rata, se considera que un solo caso no es significativo).

e v e S T e SmS WP S e Y T e W T e M T e i TN T e M ST e e T W M Taw it SR MmN -
e ity

UBICACION ORGANO NOTOTAL TIPO DE ALTERACION NOCASOS %
ESTUDI. OBSERV.
ENCEFA. 26 Ninguna 26 --
HIPOFI. 26 Ninguna 26 -
0JO0S 26 Ninguna 26 -
CABEZA GL. LA. 26 Ninguna 26 -—
GL. SA. 26 Ninguna 26 --
TIROID. 26 Bastantes foliculos
vacios y tirocitos
Y de aspecto cidbico

aplanado o bajo. Se
observa cierto arru-
gamiento circunfe-
CUELLO rencial de la dispo-~
sicidon folicular
central, 9 34,6%
Con freas de gran
atrofia del epitelio
folicular con cels.
histiocitarias ocupando
gran parte de las pseudo
luces gue deberian estar

ocupadas por coloide, 17 65,3%
PARATI. 26 Infiltrado fibroso

intersticial. 6 23%
TIMO 26 Disminucidén discreta

del componente linfeoide. 16 61,5%

TORAX Disminucién intensa del

componente linfoide. 7 26,9%
CORAZ. 27 Ninguna 27 100%

FIGURA 43
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UBICACION ORGANC NOTOTAL TIPO DE ALTERACION NQCASOS %
ESTUDI. OBSERV.
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TRAPUL. 27 Con fibrosis intersti-
TORAX cial a nivel de tabi-
ques interalveolares.

Abundantes focos de EA

Ausencia de tejido

linfoide en submucosa

bronquial. El bronquio
aparece con adreas

denudadas de

mucosa. Existen focos

de atelectasia ¥y

enfisema. 19 70,3%

Focos aislados de EA ¥y
depleccién intensa del
componente linfoide de

la submucosa bronquial. 6 22,2%
RINO. 27 Congestivo. 22 81,4%
GL.SUP. 27 Congestiva. 6 22,2%
HIGADO 27 Congestidén vascular

de predominio

centrolobulillar. 15 55,5%

Congestidén vascular

y esteatosis de gota
pequefia ¥y mediana de
predominio centrolo-

bulillar. 10 37%
PANCRE. 27 Ninguna. 27 -
BAZO 27 Atrofia total del

componente linfoide
y abundantes histio-
ABDOMEN citos sideré6fagos. 20 74%
Atrofia importante
del componente lin-
foide y abundantes
histiocitos sideré-
fagos. 5 18,5%
ESOFAG. 27 Ninguna. 27 -

BIGURA 43 (continuacién)
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UBICACION ORGANO NQTOTAL TIPO DE ALTERACION NQCASOS 4
ESTUDI . OBSERV.
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ESTOMA. 27 Lesiones papilomatosas
hipergueratésicas del
epitelio plano conte-

ABDOMEN niendo pseudoquistes
de contenido querati-
noso © exudativo que
afectan a la zona
gAstrica proximal epi-
dermizada.Erosiones sin
reaccién inflamatoria
O cOn muy poca.
Desaparicidn del
infiltrado linfocitario
de la ldmina propia de

mucesa y submucosa. 16 59,2%

Ercsiones en mucosa. 10 37%
I.DEL. 27 Disminucién dela muco-

sa de las vellosidades. 10 37%

Presencia de ulceracio-

nes. 12 44 ,4%
I.GRUE. 27  Ulceraciones. 10 37%
OVARIOS 27 Gran descenso del nu-

merc de formaciones
foliculares y atrofia

del estroma especifico,. 26 96,2%
UTERO 27 Ninguna 27 -
VAGINA 27 Ninguna 27 -
VEJIGA 27 Ninguna 27 -
OTROS
HUESO 27 Médula 6sea totalmente

ocupada por tejido graso

maduro. No se observa fi-

brosis reactiva. 27 100%
GRASA 27 Disminucién de grasa

generalizada que afecta

a grasa periovarica,

del mesoperitoneo, del

eje mesentérico ¥y

peripancreética. 9 33,3%

FIGURA 43 (continuacién)
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1} RATAS VIVAS.

A) CABEZA Y CUELLO.

No se observé ninguna alteracién a nivel de
encéfalo, hip6fisis, ojos, glandula lagrimal, glédndula salivar ¥y
paratiroides.

En tiroides, todos los animales (23;100%)
presentaron bastantes foliculos vacios ¥ tirocitos de aspecto
ciibico aplanado o bajo,. Se observo cierto arrugamiento
circunferencial de la disposicidén folicular.

B) TORAX.

Ningin animal presenté alteraciones a8 nivel
cardiaco.

Todos los animales presentaron una discreta

disminucién del componente linfoide en timo.

En pulmones, trece animales (56,5%) presentaron
congestién en vasos de los tabiques interalveolares, focos
pequefios ¥y aislados de edema agudo y diminucidén del tejido
finfoide de la submucosa bronquial.

También en pulmones, se observé que diez animalies
{43,5%) presentaban discretos focos de atelectasia y enfisema,
ligero grado de fibrosis en tabiques interalveolares vy

conservacidn de los nddulos linfoides de la submucosa bronquial.

C) ABDOMEN.

No se observd ninguna alteracién a nivel de
es6fago, glédndula suprarrenal, pdncreas, intestino grueso,

dtero, vagina y vejiga.

Siete animales {(30,4%) presentaron congestidén a
nivel renal.

En higado, nueve animales (39,1%) presentaron

congestidén vascular: sinusoidal y de venas centrolobulillares.
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En bazo, dieciseis animales (69,5%) presentaron
atrofia ligera del componente linfoide, congestién de la pulpa
roja y presencia de mayor nimero de sideréfagos que en
condiciones normales. Dos animales (8,6%) presentaron atrofia
moderada del componente linfoide, congestién de la pulpa roja y

asimismo mayor nimero de siderdfagos.

En estémago, doce animales (52,1%) presentaron
lesiones papilomatosas hiperqueratdsicas del epitelio plano con

pseudoquistes de contenido queratinoso o exudativo.

Todos los animales (23.;100%) presentaron una

disminucidén del grosor de las vellosidades intestinales.

En ovarios, en dieciocho animales (78,3%) se
observé un descenso del nimero de formaciones foliculares ¥y
atrofia del estroma especifico. Cinco animales (21,7%)
presentaban una gran disminucidén del ndimero de formaciones

foliculares y atrofia del estroma especifico.
D) OTROS.

Trece animales (56,5%) presentaban una ligera
depleccién del tejido hematopoyético de médula éses gue se
sustituia por tejido graso maduro. No se observd fibrosis

reactiva (mielofibrosis).

Dos animales (8,6%) presentaban una reduccidn
generalizada de grasa gque afectaba a la grasa periovArica, del

mesoperitoneo, del eje mesentérico y peripancreéatica.

2) RATAS MUERTAS.

A) CABEZA Y CUELLO.

No se observd ninguna alteracién a nivel de

encéfalo, hip6fisis, ojos, gléndula lagrimal ¥y gldndula salivar.

En tiroides, nueve animales (34,6%) presentaban
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bastantes foliculos vacios ¥y tirocitos de aspecto cibico
aplanado o bajo. Se observé cierto arrugamiento circunferencial
de la disposicién folicular central. Por otra parte, diecisiete
animales (65,3%) tenian 4reas de gran atrofia del epitelio
folicular col células histiocitarias ocupando gran parte de las
pseudoluces que deberian estar ocupadas por coloide (FIGURAS 44
y 45}).

Se observé infiltrado fibroso intersticial en las
paratiroides de seis animales (23%).

B) TORAX.

Ningdn animal presenté alteraciones a nivel del
corazén.

Se observd una ligera disminucién del componente
linfoide timico en dieciseis animales (61,3%) ¥ en siete
animales (26,9%) dicha disminucién fué intensa.

Diecinueve animales (70,3%), en pulmén,
presentaron fibrosis intersticial a nivel de tabiques
interalveolares, abundandes focos de edema agudo gue ocupaban
gran parte del parénguima, ausencia de tejido 1linfoide en
submucosa bronquial, el bronguio aparecia con Areas denudadas de
mucosa Yy se observé la existencia de focos de atelectasia y
enfisema. Seis animales (22%) presentaban focos aislados de
edema agudo y depleccidén intensa del componente linfoide de la
submucosa bronquial.

C) ABDOMEN.

No se observaron alteraciones a nivel de eséfago,

paincreas, udtero, vagina y vejiga.

Veintidos animales (81,4%) presentaron congestién

a nivel renal.

Seis animales {(22,2%) presentaron congestién en
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FIGURA 44. Se muestra un érea de parénquima tiroidec con follculos
totalmente vacios de contenido coloide y con mesbranas
basales retraidas. H. y E. x 400, Pertenece al animal n?
14 de la Serie con administracion de Litio previa a la
ICT con 912 cGy.
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FIGURA 45. Nuevo ejemplo de desvitalizacién tiroidea. Los foliculos estiin
vacios de contenido coloide, son muy irregulares en su tamafic
y forma y muestran un epitelio folicular que se descama y atro-
fia. H. y E. x 400, Pertenece al animal n® 45 de la Serie con
administracidén intraperitoneal de Litio previa a la ICT con 912

oGy .
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gldndulas suprarrenales.

En higado, quince animales (55,5%) presentaron
congestién vascular de predominio centrolobulillar. Diez
animales (37%) tenian congestién vascular y esteatosis de gota

pequefia vy mediana de predominio centrolobuilillar.

Veinte animales (74%) presentaron atrofia total
del componente linfoide esplénico y presencia de abundantes
histiocitos sider6fagos. Cinco &animales (18,5%) tenian atrofia
importante del componente linfoide y presencia de mayor cantidad
de lo normal de histiocitos siderdfagos (FIGURA 46} .

En estémago, dieciseils animales (59,2%)
presentaban lesiones papilomatosas hiperqueratdsicas del
epitelio plano conteniendo pseudoquistes de contenido

queratinoso o exudativo que estaban situadas en la zona géastrica
proximal epidermizada. Ademéds el infiltrado linfocitario de la
ld4mina propia de mucosa y submucosa habfa desaparecido. Diez

animales (37%) presentaron erosiones en mucosa (FIGURA 47).

Diez animales (37%) presentaron disminucién de la
mucosa de las vellosidades intestinales, mientras que en doce
animales se objetivéd la presencia de ulceraciones y hemorragias

en la mucosa.

En intestino grueso diez animales (37%)
presentaban dreas hemorrdgicas por ulceraciones en la mucosa.

En ovarios, veintiseis animales {96,2%)
presentaron gran descenso del nimero de formaciones foliculares

v atrofia del estroma especifico.
D} OTROS.

Veintisiete animales (100%) presentaron la médula
O6sea totalmente, o casi totalmente, infiltrada por tejido graso
maduro sin gue se observara fibrosis reactiva (FIGURAS 48 y 49).

Nueve animales (33,3%) tenian una disminucidn

245



FIGURA 46. Imagen microscipica de bazo de rata perteneciente a la Serie

con administracifnm intraperitoneal de Litio previa a la ICT

con 912 oGy. Se observa la préctica desaparicidn del compo-
nente linfoide y la gran rigueza de histiocitos cargados de

pigmento hemdtico (hemosiderina). H. y E. x 200

Partenece

al animal n® 44 de la Serie arriba sencionada.
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se aprecia un acimulo de pigmento heméitico que correspondia al
centro de la lesién. No se observaron ulceraciones a nivel de

FIGURA 47. Imagen microscipica de un érea de lesidn papilomatosa géstrica
cuyas caracteristicas ya se han definido

H. ¥y E. x 250, Pertenece al animal n? 38 de la

Serie con administracién intraperitoneal de Litio previa a la

astar lesiones.
ICT con 912 cGy.
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FIGURA 48.
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FIGURAS 48 y 49. Imfgenes microscipicas de médula Ssea hematopoy&tica.
Muestran depleccidn subtotal/total de elementos de la
hematopoyssis y sustitucién por tejide grass. Las
trabéculas Sseas pueden ser escasas y especlalmente

delgadas, lo que puede ser achacable a osteoporosis y
rarefaccidn Gsea. MNo se observa respuesta fibrosa.
HEMATOXILINA ¥ EOSINA x 250, MASSON x 250. Pertenecen
respectivaments a los animales mimerocs 26 y 30 de la
Serie con administracifn intraperitoneal de Litieo
previa a la ICT con 912 oGy.
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generalizada de la grasa que afecté a grasa periovarica, del

mesoperitonéo, del eje mesentérico y peripancredtica.

3.6.-RESULTADOS COMPARATIVOS DE AMBAS SERIES,
(ICT versus Li+ICT).

Debido & que se pretende valorar la efectividad
del litio como radioprotector se efectda la comparacién de la
Serie con administracidn intraperitoneal de litio previa a la

ICT versus la Serie sometida unicamente a ICT.

3.6.1.~-0CBSERVACIONES CLINICAS.

La semiologia obtenida en ambas Series estudiadas
ha sido similar, tanto en los signos observados «como en la

cronologia de su aparicién.

3.6.2.-MORTALIDAD.

La representacidn grafica comparativa de la
cronologia de las muertes en funcidén del tiempo transcurrido
postirradiacién se presenta en el GRAFICO 27 ¥ la de 1la
mortalidad acumulada en el GRAFICO 28.

Se ha efectuado un estudio comparativo entre la
curva de mortalidad de la Serie sometida a ICT con 912 cGy y la
curva de mortalidad de la Serie sometida a ICT con 912 cGy
posteriormente a la administracién de una dosis dnica de 162
mg/Kg de peso de Litio intraperitoneal.

Ambas curvas se han representado mediante el
método de Kaplan-Meyer (3514} vy el estudio comparativo se ha
efectuado usando el Test de Log-Rank (515).

Se han llevado a cabo ambos procesos mediante el
uso del programa informidtico estadistico SAS (516). Tanto las

representaciénes graficas de la mortalidad de las dos series
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como los resultados obtenidos se exponen en el APENDICE I,
Apartado 2.

De dicho resultado, p > 0.8003, se deduce que no
existen diferencias estadisticamente significativas entre las

curvas de mortalidad de ambas series.

AdemAs se ha efectuado una comparacidén entre la
mortalidad absoluta presentada en cada una de las dos series
mediante una prueba de Chi Cuadrado. El resultado obtenido fué
que, para una alfa igual a 0.025, p fué »0.053, por lo que
tampoco eXxisten diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a las cifras de mortalidad absoluta entre las dos series
estudiadas.

3.6.3.-PARAMETROS SANGUINEOS.

Respecto a la serie sometida a ICT con 912 cGy,
son significativamente mAs altas las medias para: GPT, IRON, AP,
LINF y TSH.

Son significativamente mds bajas las medias para:
GOT, LDH, SEG, T3, T4 y T4L.

La varianza es significativamente mas alta para:
GPT, AP NA, TRIG, BUN, PRO ¥y RBC.

La varianza es significativamente mds baja para:
CHOL, CPK, GLU, GOT, IRON, LDH, PO4, K, UA, HBi, HTC, WBC, SEG,
LINF, T3, T4, T4L, TSH y ALD.

Los parametros gue son significativamente
diferentes tanto para medias como para varianzas son los
siguientes: GOT, GPT, IRON, LDH, AP, T3, T4, T4L, SEG y LINF.

Los pardmetros que no son significativamente
diferentes ni para medias ni para varianzas son los siguientes:
ALB, TBIL, CA, CREA, LI, MON, EOS8, CORT e INS.
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3.6.4.-PESAJE DE LOS ORGANGS.

Respecto a la Serie de animales sometidos a ICT con
912 cGy, dos 6rganos presentan una disminucioén de peso que se
traduce en una media significativemente méAs baja y son Tiroides

¥ Glandulas salivares.

Existe una dispersién de los datos con varianzas
significativamente mds elevadas para: Encéfalo, Hipéfisis ¥y
Corazén. Por el contrario, existe un apuntamiento con varianza
significativamente mds baja para Glandulas salivares, Tiroides,

Timo, T&gquea y Pulmones, Estémago, Bazo, Pédncreas y Rifiones.

Los Organos que presentan medias y varianzas
gignificativamente distintos son: Gléandulas salivares y

Tiroides.

No son significativas las diferencia ni en cuanto
a medias ni en cuanto a varianzas para: Glandulas lacrimales,

Higado, Glandulas suprarrenales, Ovarios, Femur, Utero y Vejiga.

3.6.5.-ALTERACIONES HISTOLOGICAS.

1)} RAT VIVAS
A} CABEZA Y CUELLO.

En ninguno de los animales de las dos series se
objetivaron alteraciones valorables & nivel de Encéfalo,

Hip6fisis, Ojos, Glédndulas salivares, Glédndulas lacrimales ¥

Paratiroides, por lo tanto no existen en estos Organos
diferencias estadisticamente significativas entre las dos
series.

Existe una mayor afectacién tiroidea,

estadisticamente significativa, en ia Serie con administracién

de litio intraperitoneal (100% de animales frente al 26,9%}.
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B) TORAX.

En ningin animal de las dos Series se objetivaron
alteraciones valorables a nivel de corazén ni de eséfago, por lo
que no existe diferencia significativa en lo que & estos 6rganos

se refiere.

En el Timo, la Serie con administracién de Litio
presenta un 8% mids de casos c¢on disminucién discreta detl
componente linfoide pero dicha diferencia no es estadisticamente
significativa.

En pulmén es estadisticamente significativo el
mayor nimero de animales que presentan focos pequeifios ¥ aislados
de edema agudo ¥ congestidén en los vasos de los tabiques
interalveolares con respecto & la Serie sin administracién de

litio.
C) ABDOMEN.

No se objetivaron alteraciones en ningdin animal de
las dos Series en Suprarrenales, Péadncreas, Intestino grueso,
Utero, Vagina vy Vejiga, por lo que no existen diferencias
estadisticamente significativas respecto a estos 6rganos.

En rifiones existe un aumento estadisticamente
significativo de congestidn a favor de ia Serie con
administracidén de litio.

Asimismo, en higado, un nimero significativemente
mayor de animales presentaron congestidén vascular: sinusoidal y
de venas centrolobulillares, a Tfavor de la Serie con
administracidén de litio.

En bazo, por una parte existe un nimero
significativamente mayor de animales que presentan atrofia
ligera del componente linfoide y congestidén de la pulpa roja a
favor de la Serie con administracidn de litio ¥y por otra parte

existe un nimero significativamente menor de animales en dicha
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serie que presenten una atrofia mayor del componente ilinfoide.

En estémago existe un 9.8% méds de animales, en la
Serie con administracién de litio, en los que se observé la
presencia de lesiones papilomatosas, hiperqueratésicas, del
epitelio plano conteniendo pseudoquistes de contenido
queratinoso o exudativo. Dichas lesiones nunca afectaban a la
zona glandular gaAstrica. Sin embargo esta diferencia a favor de
la Serie con administracidén de litio no fué estadisticamente

significativa.

Todos los animales de las dos Series presentaron
disminucién del grosor de las vellosidades en intestino delgado
por lo que tampoco existen diferencias significativas en este

sentido,

En ovarios, por una parte existe un aumento
significativo en el nimero de animales que presentaban descenso
de la celularidad de 1la capa granulosa de Jlas formaciones
foliculares, de su nimero vy atrofia del estroma especifico a
favor de la Serie con administracién de litio, y; por otra
parte, no existen diferencias estadisticamente significativas en
cuanto al nimero de animales que presentaron una disminucidn
mucho més acusada del nimero de formaciones foliculares ¥y una
mayor atrofia del estroma especifico. En este caso la Serie con

administracién de litio presentaba un 9% menos de casos afectos.
D) OTROS.

En cuanto a la médula 6sea, existe un predominio
estadisticamente significativo a favor de la Serie con
administracién de litio, en cuanto ail nimero de casos que
presentaron una ligera depleccién del tejido hematopoyético.
Sin embargo existe una disminucidn estadisticamente
significativa en la misma Serie del numero de casos en que la
afectacién del tejido hematopoyético era mAs importante y en los

que solo se observaban focos aislados del mismo.
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En todos los animales afectos de ambas Series el
tejido hematopoyético se sustituia por tejido adiposo maduro y

en ningdn caso se observé la existencia de fibrosis reactiva.

Asimismo existe una diferencia estadisticamente
significativa, a favor de la Serie con administracién de litio,
en cuanto al nimero de animales en los gque se observd una
reduccidén generalizada del tejido adiposo que afectaba a la
grasa periovArica, peripancrefitica, del mesoperitoneo y del eje
mesentérico.

2) RATAS MUERTAS.

A} CABEZA Y CUELLO.

En ninguno de los animales de las dos series se
objetivaron alteraciones valorables a nivel de Encéfalo,
Hip6fisis, Ojos, Glandulas salivares y Gladndulas lacrimales, por
lo tanto no existen en estos 4rganos diferencias

estadisticamente significativas entre las dos series.

Existe un aumento estadisticamente significativo,
a favor de la Serie con administracién de litio, tanto en lo que
se refiere al nimero de animales con alteraciones en tiroides,
como en la naturaleza de dichas alteraciones, siendo de mayor
importancia las presentadas por los animales de la Serie con
administracién de litio.

Asimismo, en paratiroides, también existe un
aumento estadisticamente significativo de animales que

presentaron un infiltrado fibroso intersticial a dicho nivel.
B} TORAX.

En ningdn animal de las dos Series se objetivaron
altaraciones valorables a nivel de corazén ni de esdéfago, por lo
que no existe diferencia significativa en lo que a estos érganos

se refiere.

En timo existe, por una parte un aumento
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estadisticamente significativo, a favor de 1la Serie con
administracién de litio, en cuanto al numero de animales que
presentan una disminucién discreta del componente 1infoide y,
por otra parte una disminucién estadisticamente significativa, a
favor de 1la misma Serie, en cuanto al nGmero de animales que

presentan una atrofia intensa del componente linfoide.

En pulmones existe una disminucidén
estadisticamente significativa, a favor de 1la Serie con
administracién de litio, del nimero de animales gue presentaron
focos pegquerios y aislados de adema agudo, refuerzo de tabiques
interalveolares y depleccién intensa del componente linfoide de
la submucosa bronguial. Por otra parte existe un aumento
estadisticamente significativoe, a favor de la misma Serie, en
cuanto al nimero de animales que presentaron abundantes focos de
edema agudo que ocupaban gran parte del parénquima, fibrosis
intersticial a nivel de tabiques interalveolares, focos de
atelectasia y enfisema, zonas denudadas de la mucosa bronquial y

ausencia de tejido linfoide en la submucosa bronquial.

C) ABDOMEN.

No se objetivaron alteraciones en ningin animal de
las dos Series en Pancreas, Utero, Vagina y Vejiga, por 1o que
no existen diferencias estadisticamente significativas respecto
a estos 6rganos.

En rifiones y suprarrenales existe un aumento
estadisticamente significativo, a favor de la Serie con
administracidén de l{itio, en cuanto al nimero de animales que

presentaron congestidén.

En higado por una parte, existe un aumento no
estadisticamente significativo, a favor de la Serie con
administracién de litio, del nimero de animales que presentaron
congestién vascular de predominio centrolobuliliar y, por otra
parte un aumento estadisticamente significativo, en favor de la

misma serie, en cuanto a la presentacidén de congestidn vascular
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asociada con esteatosis de gota pequefia y mediana de predominio

centrolobulillar.

En bazo existe una disminucién significativa, a
favor de la Serie con administracién de litic, en cuanto a la
presentacién de atrofia ligera del componente linfoide ¥
congestién de la pulpa roja. Otro tanto ocurre con la
presentacién de atrofia subtotal de la pulpa roja y presencia de
abundantes histiocitos siderdfagos. En cambio, existe un
aumento estadisticamente significativo, a favor de la misma
Serie en cuanto a la presentacién de casos de atrofia total del
componente linfoide y presencia de gran nimero de histiocitos
sider6fagos.

En estdémago existe un aumento no significativo, en
favor de la Serie con administracidén de litio, en cuanto a la
presentacidén de lesiones hiperqueratédsicas, papilomatosas del
epitelio plano conteniendo pseudoquistes de contenido
gueratinoso o exudativo que afectan a la zona proximal
epidermizada y que se acompafian de desaparicidén del infiltrado

linfoide de la ldmina propia de mucosa y submucosa.

Es estadisticamente significativo, en favor de la

misma Serie, el aumento de presentacidén de erosiones géstricas.

En intestino delgado es significativamente menor
el porcentaje de presentacidn de la disminucidén del grosor de
las vellosidades. No existe diferencia significativa, en
cambio, en cuanto al porcentaje de aparicién de uvlceraciones y

focos hemorragicos.

No existe diferencia estadisticamente
significativa entre las dos Series en cuanto a la presentacidn

de ulceraciones y focos hemorrdgicos en intestino grueso.

Tampoco existe una diferencia estadisticamente
significativa, a pesar de que es un 13.6% mayor en la Serie con

administracién de litio, en cuanto al porcentaje de presentacién
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en Ovarios de un gran descenso en el nimero de formaciones

foliculares v gran atrofia del estroma especifico.

Lo mismo ocurre en cuanto al hallazgo de la Médula
6sea totalmente ocupada por tejido graso maduro, aunque en este
caso la presentacién sea un 4.2% mayor en la Serie con

administracidén de litio.

De la misma manera, también es un 4.2% mayor en la
Serie con administracién de litio, la presentacion de
disminicidén generalizada del tejido adiposo afectando a grasa
periovarica, del mesoperitoneo, peripancredtica y del eje
mesentérico, pero tampoco en este caso la diferencia entre las

dos Series es estadisticamente significativa.
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4.~ DISCUSION.

4.1.- CALCULO DE LA DOSIS LETAL 50/30,.

La dosis de 900 ¢Gy en ICT que segin autores como
Travis en 1979 (i0), deberia corresponder a 1la DL 50/30, ha
resultado, para nuestras condiciones de trabajo, corresponder a
la DL 10/30, lo que en principio corrobora 1os resultados
obtenidos por Martin en 1990 (452). Sin embargo en una
experiencia realizada por Scheving ¥ cols. en 1988 (517), en la
aque sSe sometio a ICT a ratas machos de la rama CD2FI1
administrando una dosis de 865 c¢cGy, se definié dicha dosis como

la DL 45/30 para sus condiciones de trabajo.

Bacq y Alexander en 1963 (518), después de
efectuar una recopilacidn de distintos trabajos presentan como

DL 50/30 para la rata la dosis de 665 cGy (entre 590 y 970 cGy).

La justificacién de estas diferencias de
resultados entre distintos investigadores hay que buscaria en la
metodologia del trabajo, la calidad de 1la radiacién, el
fraccionamiento de la misma, la diferencia de radiosensibilidad
originada por la raza, el peso, la edad y la propia diferencia
de sensibilidad entre cada uno de los animales de la misma raza

v de la misma estirpe por muy homogéneas gue estas sean.

Como voces mas autorizadas gue las nuestras han
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expresado repetidamente desde el inicio de las investigaciones
radiobioldégicas, pensamos que es Ccomo minimo presuntuoso
intentar cuantificar vy especificar el valor de la DL 50/30 para
una especie debido a que, aunque deban considerarse unos valores
promedio de 1la misma, la gran cantidad de factores que pueden
influenciar la sensibilidad a las radiaciones ionizantes nos
permite unicamente definir un valor aproximado a dicha DL 50/30
valiéndonos de sofisticados métodos de cdlculo y especificando
muy claramente que el +valor hallado solo es vdlido para unas

condiciones puntuales de experimentacién.

Esto es lo que, como pase previo al trabajo
investigador "per se"” ha requerido la realizacidén de esta Tesis
y al valor de 1la Dosis Letal 30/30 calculada (912 cGy), que se
ha demostrado en cuanto a sus efectos no significativamente
distinta de la Dosis Letal 350/30 ideal (que seria la que
causaria la muerte del 50% de los animales de experimentacién al
cabo de 30 dias de observacién), lo consideramos unicamente

védlido para nuestras condiciones de experimentacidn,

4.2.- ALTERACIONES SUFRIDAS TRAS LA ICT EN AMBAS SERIES.

4.2.1.- GENERALIDADES.

La dosis de radiacidén administrada a las dos
Series problema de este estudio se encuentra por encima de los

limite inferior de dosis fijado en mamiferos por Travis en 1979
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{(10) para la aparicidén del Sindrome de la médula ©Osea,
comprendidos entre los 100 y los 1.000 ¢cGy, ¥y estda comprendida
cerca del limite inferior del intérvalo de dosis en el que,
segun la misma auvtora, se presenta el Sindrome gastrointestinal
(fundamentalmente a causa del intestino delgado) y que son desde
1.000 hasta 10.000 ¢Gy. En principio, pues, seria légico suponer
que las alteraciones que nos encontrariamos en los animales de
experimentacién tanto a nivel clinico, como analitico vy
anatomopatolégico se deberian predominantemente a estos dos

Sindromes.

4.2.2.- CLINICA.

La etapa prodrémica definida por dicha autora para
los primeros dias comprende sintomas como nduseas, vémitos y
diarreas. En nuestro caso no han podido constatarse los dos
primeros sintomas en ninguna de las dos Series sometidas a ICT
con 912 cGy. Sin embargo en otros animales como el hurén, segin
observaron Tuor y cols. en 1988 (519}, e inclusive en humanos,
como describen varios autores, como por ejemplo Anno y cols. en
1989 (520), se observa voémito para dosis menores dque las

empleadas en nuestro estudio.

La semiologia encontrada, por lo tanto, ha sido
escasa aunque presentada por todos los animales de
experimentacidén. Todos ellos presentaron una fase de estupor y

letargo entre los dias tercero ¥ quinto postirradiacién. Este
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hallazgo no concuerda con los resultados obtenidos por Martin en
1990 {452) con ratas Wistar sometidas a ICT con 900 cGy. En su
experiencia solo presentaban dicha fase estuporosa un 55% de los
animales de experimentacién. Esto puede ser debido a que, por
una parte, en su experiencia se objetivdé que dicha dosis de
irradiacidén representaba unicamente la DL 10/30, extremo que s5e
ha confirmado para nuestras condiciones de trabajo, ¥y por otra
parte a que en nuestras Series la dosis administrada ha sido lo
suficientemente elevada para no ser estadisticamente distinta a

la DL 50/30 ideal para nuestras condiciones de trabajo.

En cambio nuestros hallazgos concuerdan con lo
expresado por Zeleny en 1956 (521) y Arbit en 1964 (522), en el
sentido de que se encuentran alteraciones de la conducta en
roedores después de efectuar una irradiacién holocraneal con 200
cGy ¥ que estas alteraciones son fundamentaimente de tipo

inhibitorio.

También se observé en todos los animales de
experimentacién la presentacién de un cuadro diarréico entre el
cearto y el décimo dias postirradiacién. Las heces eran
pastosas ¥y no tuvieron en ninglin momento consistencia liquida.
Su aspecto era brillante, esteatorréico, ¥y no fueron observados

cambios apreciables en su coloracién.

No se observaron alteraciones destacables hasta

que, todos los animales supervivientes, presentaron una nueva
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fase de estupor y letargo entre el decimotercer v el vigésimo
dias postirradiacidén. Esta observacidén tampoco concuerda con
los resultados de la Serie irradiada por Martin en 1990 (452),
en que soio se observd en un 55% de los animales, probablemente

por las mismas razones expuestas con anterioridad.

No se observd la existencia de catarata
clinicamente manifiesta an ningin animal al final del periodo de
observacioén. Esto no es de extrafiar, a pesar que las dosis
administradas justificarian su aparicidén, si se tiene en cuenta
que para su aparicién se rTequiere un periodo de observacidén
considerablemente mayor { aproximadamente a los cuatro meses
postirradiacidén |} al de nuestro estudic como han demostrado
entre otros Beebe en 1962 (523) y Holsclaw y cols. en 1989

(524).

No hemos observado diferencia alguna en cuanto a
la clinica presentada por los animales de experimentacién en las
dos Series estudiadas ¥ no existe, por lo tanto, diferencia

atribuible a la administracién de litio.

Como bhemos afirmado anteriormente la semiologia
obtenida en los animales de experimentacidén, a pesar de su
uniformidad, ha sido pobre por lo que consideramos que npo se
trata de un animal de experimentacidén iddéneo para valorar
efectos clinicos del Sindrome de Irradiacidén corporal total.
Dicha afirmacién concuerda con los resultados obtenidos por

Martin en 1990 (452).
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4.2.3.- MORTALIDAD,

No se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la cronologia de las muertes (a pesar
de dque en la Serie con administracién de litio =se inicien
posteriormente). Tampoco en 1o que a nimero de animales muertos
por Serie se refiere {(aunque en la Serie con administracién de
litio el nimero sea mayor). En definitiva, la evolucidén de las
curvas de mortalidad de cada una de las dos Series estudiadas no
es significativamente distinta,no pudiendose hablar, pués de
efecto radioprotector del litio en lo que a supervivencia se

refiere.

4.2.4.- SISTEMA NERVIOSO Y APARATO DE LA VISION.
1)ENCEFALOQO.

En nuestro estudio no se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas respecto a la Serie
control en cuanto al peso del 6rgano tanto en la Serie sometida
a ICT como en Ia Serie con administracidén intraperitoneal de
litio previa a la ICT.

Tampoco se ha encontrado la existencia de lesiones
histolégicas a dicho nivel en ninguna de las dos Series
valoradas.

Nuestros resultados concuerdan con los de diversos

autores como Zeman y cols. en 1971 (525) y Van Der Kogel en 1980
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(526) gue describen la inexistencia de alteraciones en las
estructuras nerviosas con rangos de dosis similares a los
utiiizados en nuestra experiencia debido a su relativamente baja

radiosensibilidad.

No podemos por otra parte confirmar la presencia
de edema cerebral como afirman Tiller-Borcich y cols. en 1987
(527}, Fike y cois. en 1988 (528) vy Martin en 1990 (452) por no
disponer de observaciones mediante microscopia electrénica, que

lo hacen méds valorable.

Debe considerarse que las alteraciones
neurolégicas a este nivel tras la ICT no se manifiestan
unicamente por sintomas estructurales objetivables sino que como
manifiestan Zeleny en 1956 (521) y Arbit en 1964 (522) pueden
deducirse por la existencia de procesos psiquicos de tipo
inhibidor. Ello podria justificar las fases de letargo vy
estupor que de manera generalizada presentaron los animales de

experimentacidén en nuestro estudio.

Calvo y cols. en 1986 (529) comunicaron la
aparicién de alteraciones en los plexos coroideos debidas a
vacucolizacién o lisis parcial del citoplasma celular tras
efectuar irradiacidén cerebral en ratas mediante Rayos X. Por una
parte dicha aparicidén se observdé al cabo de muchas semanas de

observacién y por otra las dosis administradas fueron
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considerablemente mayores (entre 5 y 25 Gy) a las administradas

en esta experiencia.

Debido a la inexistencia de alteraciones en las
dos Series no podemos evaluar el posible efecto radioprotector

del litio a dicho nivel.

2)0JOS.

No se han encontrado alteraciones en ninguna de
las dos Series a nivel de dicho 6rgano tras el periodo de

observacidén clinica y el estudio histolégico.

Este resultado concuerda con ia amplia
bilbiografia existente sobre el tema en la que se afirma que
para dosis como la empleada en nuestra experiencia el tiempo de
aparicién de cataratas es considerablemente superior al de
nuestra observacién (aproximadamente cuatro meses) en animales
de experimentacidn, por ejemplo el trabajo de Hoslsclaw ¥y cols
en 1989 (524). Hall en 1972 (530) especifica que, en humanos,
la dosis minima requerida para producir una catarata es de 2 Gy

en una unica exposicidén

Debido a la inexisistencia de alteraciones en las
dos Series no podemos evaluar la eficacia del litio como

radioprotector a este nivel.

3 )GLANDULAS LACRIMALES.

Existen trabajos como el de Cogan v cols. en 1955
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(531) ¥ el de BStephens ¥y cols. en 1988 (532) sobre este
particular. En el primero se decribe una reduccién en el 50%
del tamafio glandular en conejos tras irradiacidén con una dosis
inica de 3.800 rads de Rayos X. En el segundo se encuentra una
atrofia que se acompaiia de pérdida de peso, gue es detectable a
partir del segunde dia postirradiacidén, en monos Trhesus
sometidos a irradiacién con rangos de dosis variables entre los

2.5 v los 20 Gy.

En nuestro estudio no se han encontrado
alteraciones histolédégicas en ninguna de las dos Series a nivel
de dicho 6rgano tras el periodo de observacién clinica y el
estudio histolégico. Ello podria ser debido a que los animales
fueron sometidos a una dosis considerablemente menor de
radiacidén y, en segundo lugar a que el periodo de observacidn de
30 dias podria ser suficiente para ia reparacién de las posibles
lesiones producidas que, logicamente, deberian tener una mucho
menor magnitud que en las experiencias mencionadas
anteriormente. Como idnico hallazgo destacable se observa, en
ambas Series, una dispersidén de datos en cuanto al peso del
organo ya gque, sin ser significativamente distintas las medias,
existe una elevacién significativa de las varianzas respecto a

la Serie control.

4.2.5.- APARATO RESPIRATORIO.

1)TRAQUEA Y PULMUNONES.
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Se conoce que las neumonitis radioinducidas son
una de las complicaciones més severas Yy decisivas en Ila
resolucidén final del Sindrome de Irradiacién Corporal Total como
mencionan entre otros Ahmed ¥y cols. en 1986 (533) y Molls ¥y
cols. también en 1986 (534). La neumonitis sSe resuelve
produciéndose, tras un periodo de tiempo aproximado de seis
meses, Una fibrosis del tejido pulmonar irradiado, como

recuerdan Penney ¥y cols. en 1985 (535).

Kwock ¥ cols. en un estudio realizado en 1987
(536), donde se valora el efecto de la radiacién ionizante en
los vasos pulmonares de ratas destacan que ain en animales en
que no se encuentran alteraciones histoldgicas, se presentan

alteraciones funcionales importantes.

Farifia, en 1975 (537),h destacd que las lesiones
puimonares se establecen sin que exista predominic aiguno de
alguna/s zona/s del parénquima sobre las demds, siempre que la
irradiacién se efectué de manera uniforme. Otra conclusién
interesante fué gque, a pesar de utilizar un rango de dosis entre
los 20 ¥y los 40 Gy, no se observaron lesiones generalizadas en
todo el parénguima persistiendo =zonas con estructuras
habituales, tanto en observacidén con microscopia éptica como
electrénica. Los primeros elementos en lesionarse fueron el
neumocito tipo 1 y la célula endotelial de los capilares

sanguineos. Posteriormente se producen una serie de lesiones
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perivasculares que condicionan la aparicién de un linfedema

pulmonar.

Como concluyen Gregoire y <cols. tras un estudio
realizado en 1989 (538), en el que se valoré la cinética de
reparacién del pulmén e intestino de ratones sometidos a
irradiacién con fotones ¥y neutrones rédpidos, la reparacidén
tisular postirradiacion es muy lenta en el aparato respiratorio

en comparacién con la que tiene lugar en el intestino.

Segin el estudio realizado en ratas por Ward y
cols. en 1988 (539}, tras la irradiacidn pulmonar se produce una
disminucidén de la actividad de la enzima angiotensina convertasa
v del factor activador del plasmindégeno. Dicha disminucidén es
directamente proporcional a la cantidad de dosis administrada.
Ademés constataron un incremento de la produccidn de

prostaciclina y tromboxano.

En estudios efectuados por Law en 1985 (3540) y por
Coggle ¥ cols. en 1986 (541), en ratas irradiadas con rangos de
dosis similares al empleado en nuestro trabajo, a partir de las
tres semanas postirradiacién se encuentra una elevacién de la
permeabilidad wvascular pulmonar. Las proteinas del plasma

inundan los Iinfdticos y alteran otros mecanismos de drenaje.

Todo lo anterior va en favor de las alteraciones

encontradas en dicho é6rgano en ambas Series estudiadas.
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Los animales supervivientes en la Serie sin
administracién de litio presentaron en un 38,4% moderada
congestidén vascular pulmonar y conservacién del tejido linfoide
de la submucosa bronquial. En un 42,3% presentaron focos
pequeiios v aislados de edema agudo, refuerzo de los tabiques
interalveolares ¥ disminucién del tejido linfoide de la

submucosa bronquial.

Los animales supervivientes en la Serie con
administracion de litio presentaron en un 43,5% ligero grado de
fibrosis en tabiques interalveolares, discretos focos de
atelectasia y enfisema y conservacién de los ndédulos linfoides
de la submucosa bronquial. En un 56,5% presentaron focos
pequefios y aislados de edema agudo, congestidén en vasos de
tabiques interalveolares y disminucién del tejido linfoide de la

submucosa bronquial.

Efectuado el estudio estadistico comparativo entre
las alteraciones histoldégicas presentadas por los animales
supervivientes de las dos series, es significativamente mavor el
porcentaje de presentacién de focos de edema agudo con las
alteraciones acompafiantes en la Serie c¢on administracién de
litio. Por lo tanto a este nivel no se observan diferencias a

su favor.

Los animales muertos de la Serie sin
administracién de litio presentaron en un 45,8% focos pequefios y

aislados de edema agudo, refuerzo de tabiques interalveolares y

272



depleccién intensa del componente linfoide de la submucosa
brongquial. El 29,1% presentd focos difusos de edema agudo que
ocupaban <casi todo el parénquima, focos de atelectasia ¥y
enfisema, denudacién parcial de la mucosa bronguial y ausencia

de tejido linfoide en la submucosa bronquial.

Los animales muertos de la Serie con
administracién de litio presentaron en un 22,2% focos peuefios y
aislados de edema agudo y depleccidédn intensa del componente
linfoide de la submucosa bronquial. Un 70,3% presentd fibrosis
intersticial a nivel de tabiques interalveolares, focos difusos
de edema agudo que ocupaban gran parte del parénquima, focos de
atelectasia ¥ enfisema, denudacidén parcial de la mucosa
bronquial vy desaparicidéon del tejido linfoide en la submucosa

bronquial.

Efectuado el estudio estadistico comparativo entre
las alteraciones histoldgicas presentadas por los animales
muertos de las dos series estudiadas, la Serie con
administracién de litio presenta un desplazamiento hacia la
gravedad de Ia afectacidédn con un porcentaje superior,
estadisticamente significativo, de presentacién de lesiones méas
graves. No se observa efecto beneficioso atribuible a ia

administracién de litio.

Creemos que Jlos hallazgos de focos generalizados

de edema agudo de pulmén de los animales muertos va en
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consonancia con la posible causa #ltima de la muerte que ha

podido ser por shock hemodindmico.

La LDH como posible enzima indicadora de
alteraciones a este y otros niveles presenté, tanto en la Serie
sometida & ICT con 912 Gy como en la Serie con administracidn de
litio previa a la ICT, una elevacién significativa de la media y
la varianza en comparacidn con la Serie control, aunque
comparativamente la Serie con administracién de litio presentd
una elevacidén significativamente menor que la Serie sin

administracién de litio.

4.2.6.- APARATO CIRCULATORIO.

En Io que ai Corazén se refiere, nuestro estudio
no ha demostrado alteraciones histolégicas en ninguna de las dos
Series a dicho nivel tras el periodo de observacién clinica,
aungue las dos Series presentaron una disminucidn
estadisticamente significativa respecto a la Serie control en
cuanto a la media y la varianza del peso del é6rgano. Efectuada
una comparacién entre ellas, no varia la media del peso aunque
en la Serie con administracién de litio exista una dispersitn de
los datos que se traduce en un aumento de la varianza con
respecto a ia Serie sin administracidén de litio. Todo lo
anterior puede ser debido a que para dosis méds elevadas que las
administradas en nuestra experiencia es necesario un periodo més

dilatado de observacidén hasta la aparicién de alteraciones
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histoldgicas, como apuntan Moss y Brand en 19573 (542}. Después
de efectuar un estudio retrospectivo en pacientes que recibieron
irradiacidén en la zona cardiaca, dichos autores especificas gue
para dosis entre 50 y 60 Gy el tiempo de aparicién de
pericarditis aguda es entre cinco y seis semanas postirradiacién
¥ entre seis meses y varios afios para la aparicidon de

pericarditis crénica.

A nivel cardiasco 1la alteracién fisioldgicamente
més importante es la debida a la hipertensidn secundaria a las
lesiones vasculares como expusieron Karpova y cols. en 1987
(543) tras un estudio en el que se valoraron Ilos cambios
hemodindmicos y en ei ECG producidos en perros tras someterlos a

ICT con fotones gamma.

Segin sefialaron Ul’ianenko y cols en 1987 {544)
las actividades enzimAticas intracelulares del misculo cardiaco,
entre otros, estdn dismiuidas. En nustro estudic existe una
disminucién estadisticamente siginicativa respecto a 1la Serie
control en cuanto a los valores de la CPK. Efectuado estudio
comparativo entre las dos Series, no existe diferencia en cuanto
a la media v se produce, en la Serie con administracién de
litio, una tendencia al agrupamiento de los datos que se traduce
en una varianza significativamente menor que en la Serie sin

administracidon de litio.
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4.2,7.~ APARATQ DIGESTIVO Y ORGANOS ANEJOS.

1 )GLANDULAS SALIVALES.

En las dos Series estudiadas se observa una
disminucidén estadisticamente significativa de las medias de los
pesos con respecto a la Serie control. Ademé&s las varianzas no
son significativamente diferentes en la Serie sometida a ICT con
912 ¢cGy mientras que es significativamente mayor, traduciendo
una dispersién de datos en la Serie con administracidén de litio

previa a la ICT.

Estos resultados concuerdan con los de Rice y cols
(545) que en 1982 notificaron el haliazgo de disminuciones en el
peso glandular y los parametros funcionales, a partir de los
ocho dias postirradiacidén, en ratas sometidas a irradiacidn

gamma con dosis que oscilaron alrededor de los 18 Gy.

En nuestra experiencia no se encontrdé alteracidén
histoldégica alguna en ninguna de las dos Series 1o que
contradice en parte los resultados anteriores, pero que viene
apoyado en primer lugar por la experiencia de Schnever en 1987
(546) que demostrd que la disminucién del peso de las gldndulas
salivares en ratas gammairradiadas no tiene necesariamente como

consecyencia la disminucién de su capacidad secretora.

En efecto, estudios funcionales como el de Van Den
Brenk v cols., en 1972 ({(547) demuestran que la sintesis proteica

en ia glandula salival de ila rata es relativamente
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radioresistente para dosis superiores a los 10 Gy.

Efectuado el estudio comparativo entre las dos
Series encontramos gue, en la Serie con administracidén de litio
previa a la ICT, la media y la varianza del peso glandular son
significativamente menores que en la Serie sin administracidn de
litio. Por lo tanto en la Serie con administracién de litio los
valores del peso gltandular, a pesar de que son
significativamente diferentes que los de las Serie control, se
acercan mads a los valores de esta ultima que los de la Serie sin

administracién de litio.

Esto tltimo podria justificarse por el hecho de
que el litio wuna vez administrado se concentra Yy se distribuye
en la saliva (466) y desarrollaria mejor en este O6rgano su
posible efecto radioprotector, aunque ia carencia de
alteraciones histoldégicas a este nivel en las dos Series
dificulta 1la plena constatacién de esta hipdtesis. Creemos

necesarios estudios a nivel uitraestructural para confirmarla.

2)ESOFAGO.

No se han encontrado alteraciones histoldégicas en
ninguna de las dos Series. Tampoco se encontraron en Jlos
animales que presentaron ulceraciones y hemorragias en otras
partes del aparato digestivo. Creemo$s que podria deberse a que
el tiempo transcurrido desde la irradiacién ha permitido la

reparacién de la lesidén inflamatoria producida en su mucosa

277



predominantemente en las primeras horas postirradiacién, tal

como sefialan Buell y cols. en 1989 (548).
3 )YESTOMAGO.

En cuanto al peso las dos Series presentaron una
disminucidén estadisticamente significativa de las medias ¥ un
aumento igualmente significativo de las varianzas con respecto a

la Serie control.

Efectuado el estudio comparativo entre ambas
Series no se ha encontrado diferencias significativas entre sus

respectivos valores.

Los animales supervivientes en la Serie sin
administracién de 1litio presentaron en un 42,3% unas lesiones
hiperqueratdésicas, papilomatosas del epitelio plano conteniendo
pseudogquistes de contenido queratinoso o exudativo que afectaban

a la zona glandular proximal epidermizada.

Los animales supervivientes en la Serie con
administracion de lito presentaron lesiones del mismo tipo en un

porcentaje del 52,1%.

Efectuado el estudio estadistico comparativo entre
las alteraciones histolégicas presentadas por 1los animales
supervivientes de las dos series no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre ellas en cuanto a los

porcetajes de presentacidn, por lo que no encontramos mejoria
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atribuible a la dministracidén de litio.

Los animales muertos de la Serie sin
administracién de litio presentaron en un 58,3% lesiones
hiperqueratésicas excrecentes del epitelio plano con
pseudoquistes de contenido queratinoso o exudativo situadas en
la zona glandular proximal epidermizada, que se acompafiaban de
desaparicidn del infiltrado linfocitario de la lI&dmina propia de
mucosa y submucosa y en un 12,5% una disminucidén del grosor de

los pliegues géastricos.

Los animales nuertos de la Serie con
administracién de litio presentaron en un 59,2% las lesiones
hiperqueratésicas descritas anteriormente, acompafadas asimismo
de ausencia del infiltrado linfocitario de la 1&4mina propia de
mucosa y submucosa v en un 37% presentaron erosiones en la

mucosa,

Efectuado el estudio estadistico comparativo entre
las alteraciones histoldégicas presentadas por 1los animales
muertos de las dos series estudiadas, no existia diferencia
stgnificativa en cuanto a la presentacién de lesiones
hiperqueratdsicas entre las dos Series y , en cambio, existia un
porcentaje significativamente superior de presentacién de
erosiones en la mucosa en la Serie con administracitn de litio.
No podemos constatar pues una menor afectacidén atribuible & la

administracidon de 1litio, antes bién lo contrario en cuanto a
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patologia ulcerosa se refiere.

Breiter v cois. en 1989 (549), tras efectuar un
estudio en ratas hembras Wistar/Neuherberg, constatan 1la
existencia de dilatacidn gastrica y reemplazamiento de la mucosa
por epitelio escamoso hiperqueratdsico para rangos de dosis
entre 14 y 28,5 Gy de irradiacién gastrica selectiva. En
algunos casos se observaban en las zonas no afectas erosiones en
la mucosa. Pensamos gue en nuestra experiencia la patogenia es
similar. Dichos autores atribuyen a los cambios agudos
postirradiacién, como son dilatacidn gdstrica, retardo en el
vaciamiento géstrico e incluso suspensidén del mismo, vy a la
caqgquecsia y deshidratacién subsiguientes, la <causa de ias

muertes ocurridas entre las 2 ¥y 3 semanas postirradiacién.

Por otra parte, no hay que oclvidar, como
puntualizan Man vy cols. en 1986 (550), que desde el punto de
vista funcional 1la irradiacién del mediastino produce una
elevacidén de los efectos histaminicos sistémicos, lo que

favorece la aparicién de vlceras digestivas.

4 ) INTESTINO.

Montagna y Wilson en 1955 (551} observaron que,
consecuentemente a la gran radiosensibilidad del epitelio del
intestino delgado, en ratones sometidos a ICT con rangos de
dosis entre 5 ¥y 10 Gy, a las 24 horas siguientes a la

irradiacién las células mitoticamente activas de las criptas
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intestinales mostraban una destruccién maxima reepitelizdandose
completamente a las 96 horas. Las alteraciones tardias
consisten en una fibrosis tardia asociada a edema, ulceraciones

en la mucosa y obstruccidén intestinal.

Las mismas conclusiones extraen Thames y cols. en
1981 (552) quienes encuentran denudacién de las vellosidades
intestinales lo gque favorece la aparicién de UGlceras. También
lo constatan Kamel ¥ cols. en 1988 (553} entre los dias primero

¥y noveno postirradiacién.

Comparativamente, de todo el intestino es el
delgado proximal donde las lesiones son mas floridas v en el
distal y en el grueso la respuesta es menor, como observan Moss

y Brand en 1973 (554).

En nuestra experiencia los animales supervivientes
de 1la Serie sin administracién de litio presentan en un 100% una
disminucidén del grosor de las vellosidades intestinales. El
mismo porcentaje presentan los supervivientes de la Serie con
administracién de litio. En ningin animal superviviente de las

dos Series estudiadas se observaron alteraciones en el intestino

grueso.

No existe pués diferencia significativa en cuanto
a afteraciones a nivel intestinal entre los animaies
supervivientes de las dos Series. La persistencia de

disminucién del grosor de las vellosidades al cabo de treinta
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dias postirradiacién podria indicar el inicio de alteraciones
tardias a dicho nivel aungue no podemos constatar la aparicidn

de las mismas al final de nuestro periodo de observacién.

En intestino delgado los animales muertos de la
Serie sin administracién de litio presentaron en un 91,6%
disminucién en el grosor de 1las vellosidades y en un 33,3%
ulceraciones en mucosa. En intestino grueso un 33,3% presentd

ulceraciones en mucosa.

Los animales muertos de la Serie con
administracidén de litio presentaron en intestino delgado un 37%
de disminucidon dei grosor de las vellosidades ¥y en un 44,4% se
observdé la presencia de ulceraciones en la mucosa. En intestino

grueso un 37% presentd ulceraciones.

Efectuado el estudio estadistico comparativo entre
las alteraciones histolégicas presentadas por 1los animales
muertos de las dos series estudiadas, vemos que la 1idnica
diferencia estadisticamente significativa existente es el menor
porcentaje de disminucién de grosor de las vellosidades en la

Serie con administracidén de litio.

Si observamos las posibles alteraciones de los
iones sanguineos que traducirian las lesiones producidas en la
mucosa y las pérdidas por diarreas veremos que en ninguna de las
dos Series se han encontrado disminuciones estadisticamente

significativas en las medias de Sodio (NA), Potasio (K) ¥
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Fosfatos (P04) respecto a la Serie control. Extremo que
persiste una vez efectuado el estudio comparativo entre las dos
Series, mostrando unicamente la Serie con administracién de
Litio una varianza disminuida con respecto al potasio ¥y a los
fosfatos, que traduce un agrupamiento de los valores, ¥y
aumentada en el caso del sodio, lo que traduce una dispersién de

los mismos.

S5)}HIGADO.

Existe una disminucidén significativa del peso en
las dos Series, aumentando de igual forma la varianza con
respecto a la Serie control, sin que se observen diferencias
significativas entre ellas tras el estudio estadistico

practicado.

Los animales supervivientes de 1la Serie sin
administracién de 1litio presentaron en un 19,2% congestién
vascular de predominio <centrolobulillar. En 1la Serie c¢on
administracién de litio lo presentaron un 39,1% de los animales

supervivientes.

Vemos pues que a este nivel la administracion de
litio no ha supuesto mejoria alguna ya que el porcentaje de
animales que presentan congestién vascular es significativamente
mayor que el presentado cuando no se administra.

Los animaies muertos de fa Serie sin

administracién de Iitio presentaron en un 354% signos de
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congestién con dilatacidén de las venas centroleobulillares. En
la Serie con administracién de litio el porcentaje de
presentacidén es muy similar encontrédndose en un 55,5% de los
animales muertos. Sin embargo en otro 37% del total se observod
ademds que los signos de congestidén se acompaifiaban de esteatosis
de gota pequeiia ¥ mediana de predominio centrolobulillar, con lo
que el porcentaje de alteraciones también es estadisticamente

superior en la Serie con administracién de litio.

De acuerdo con nuestros resultados no puede

hablarse de efecto radioprotector del litio a este nivel,

Este o6rganoc podria afectarse de atrofia y fibrosis
debido a que estd muy vascularizado, como afirma Hopewell en
1980 (555). Ademdas este 6rgano se ve sometido a una mayor
demanda funcional 1os primeros dias postirradiacién por lo gue

se podria esperar un aumento de peso.

Debido a la mala discriminacién de la deteccién de
bilirrubina (TBIL) no se considerd oportuno realizar contraste

de hipdtesis,

Seifuilin ¥y cols. en 1986 {556) tras la
irradiacidén de distintos animales, encontraron para dosis a
partir de 6 Gy alteraciones de las pruebas funcionales hepdticas
con signos de degeneracidn grasa que hemos encontrado en nuestra

experiencia.
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Asimismo nuestros resultados confirman los
publicados por Fajardo y cols. en 1988 (557) en los gue afirmam
que la primera afectacidén morfoldgica detectable del higado se
situa en las células mids cercanas a las estructuras venosas dado

que estan peor irrigadas.

La Serie sin administracion de litio presentd una
elevacién significativa de la GOT con respecto a la Serie
control, dato que no se repitid® en la Serie con administracién
de litio, siendo las varianzas méds bajas en las dos series.
Comparativamente los valores medios y la varianza fueron
estadisticamente menores en la Serie con administracién de

litio.

Respecto a ia GPT no existiod elevacidn
significativa de los valores medios en las dos Series respecto a
la Serie control aunque si lo fué la elevacién de la varianza.
Comparativamente los valores medios ¥ la varianza fueron

significativamente mayores en la Serie con administracién de
litio.
6 ) PANCREAS.

Existe un aumento significativo de los valores
medios del péso del dérgano en las dos Series estudiadas respecto
a la Serie control. Lo mismo ocurre con las varianzas.

Comparativamente no existe diferencia significativa en cuanto a

los valores medios del peso entre ambas Series, aungue en la
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Serie con administracién de litio existe un agrupamiento de los
valores que se traduce en una varianza significativamente menor

con respecto a la Serie sin administracién de litio.

Esta elevacidn de peso podria ser debida por una
parte al fuerte stress producido por la manipuliacidén e
irradiacidén de los animales y por otra a la traduccidén de la
sobrecarga funcional postirradiacion para neutralizar ia
hiperglucemia producida tras la irradiacidén que, como afirman
Steadman vy Grimaldi en 1951 (558), es neutralizada facilmente

por ia insulina.

El tipo <celular mids sensible a la radiacién son
las células acinares, posteriormente las mds afectadas son las
células de los islotes como mencionan Du Toit y cols. en 1987
(559) y Ahmadu y cols. en 1988 (560). Para estos ditimos puede
llegar a producirse necrosis mixtas de ias céiulas de los

islotes y de las células acinares.

En nuestro estudio no encontramos alteracidén
histoldégica alguna en ninguno de los animales de las dos Series

estudiadas.

Los valores de Insulina (INS) 50n
significativamente mayores en las dos Series respecto a la Serie
control en la que fué indetectable, tanto en cuanto a Ilos
valores medios como a las varianzas, dato que no coincide con el

estudio anteriormente c¢itado de Du Toit ¥ cols. en 1987. Por
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otro lado la Glucosa (GLU}) no presenta valores medios
estadisticamente distintos con respecto a la Serie control en
ningina de las dos Series estudiadas aunque eXxiste una
dispersidén de Jlos valores que se traduce en una varianza
significativamente mds elevada en la Serie sin administracidn de
litio. Comparativamente, los valores estdn sigificativamente

mas agrupados en la Serie con administracidén de litio.

Deeg vy cols. en 1988 (493) encuentran fibrosis
pancredtica en perros tras ser sometidos a ICT con dosis de 10

Gy.

4.2.8.- SISTEMA GENITOURINARIO.

1 )JOVARIOS.

Ambas Series presentan una disminucién
estadisticamente significativa en cuanto al peso de los ovarios,
respecto a la Serie contreol, como vya describieron Lacassagne ¥y
Gricouroff en 1956 (561). Asimismo las dos Series presentan una
dispersidn de datos respecto a la media que se traduce en un
aumento significativo de la varianza. Tras el estudio
comparativo no esxisten diferencias significativas entre los

valores de las dos Series.

El ovario es uno de los organos méas
radiosensibles. Los diversos tipos celulares responden de
distinta forma a la irradiacidn. Asimismo la respuesta de un
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tipo celular varia segin el estado de maduracién. El d6vulo
situado en un foliculo joven es mias susceptible gue el situado
en un foliculo maduro. En el conejo se observa la destruccidn
de los foliculos primarios después de una dosis tdnica de 12 Gy
mediante irradiacién selectiva. Los residuos son fagocitados
por las células granulosas que luego se desintegran por si
solas. Como sefialan Lacassagne v Gricouroff en 1956 (561) el
tiempc necesario para la completa desaparicién del foliculo
oscila entre tres y cuatro dias. Posteriormente, con las dosis
mencionadas mids arriba, los +foliculos supervivientes se

recuperan y mas tarde se reanuda el proceso de maduracién.

Los animales supervivientes de 1la Serie sin
administracidén de litio presentaron en un 50% un descenso de la
celularidad de la capa granulosa de las formaciones foliculares
con descenso en el nimero de estas y atrofia del estroma
especifico. Ademds un 30,7% presentaron un gran descenso en el
nimero de dichas formaciones que también se acompafiaba de
atrofia del estroma especifico. En la Serie con administracién
de iitio los porcentajes fueron del 78, 3% ¥y 21,7%

respectivamente.

Los animales muertos de la Serie sin
administracién de 1litio presentaron en un 82,6% una gran
disminucidén del nimero de formaciones foliculares v atrofia del
estroma especifico. En la Serie con administracién de litio el

porcentaje fué del 96,2%.
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Bacqg v Alexander en 1963 (562), tras efectuar ICT
a ratones hembras con una dosis de 9 Gy, constatan tras cinco
meses postirradiacién el hallazgo de ovarios completamente

atrésicos y atrofia del tracto genital.

No son de extrafiar, pués, los hallazgos de nuestrd
estudio tras administrar una dosis mayor y tras un menor tiempo
de observacidn.

En vista de los resultados obtenidos no observamos
ninguna mejoria atribuible a la administracién de litio, antes
bién se produce una mayor afectacidn en los animales de la Serie

en la que se administré.
2)UTERO.

No se han encontrado alteraciones histolégicas en
ninguna de las dos Series estudiadas. Ello es debido a que se
trata de uno de los organos mds radioresistentes como afirman
Moss y cols. en 1973 (563) tras su experienca acumulada en

tratamientos de tumores ginecoldgicos.
3)RINONES.

Ambas Series presentan una disminucién de peso
estadisticamente significativa con una tendencia a la dispersidén
de datos que se traduce en una elevacidén de la varianza, todo
ello respecto a la Serie control. Efectuado el estudio

comparativo, no existen variaciones en cuanto al valor medio del
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peso vy en la Serie con administracién de litio la varianza es
estadisticamente menor con un agrupamiento de datos en torno a

la media con respecto a la Serie sin administracidén de litio.

Como sefiald Asscher en 1964 (564), la patologia
renal radioinducida se traduce <clinicamente en un cuadro de
hipertensidn arterial que aparece al cabo de 90 dias
postirradiacidén en un grupo de ratas sometidas a irradiacidn
renal selectiva con una dosis udnica de 1200 ¢Gy. Dicho autor
observd la aparicidén de hipergranulacién citopldsmica de las

células vuxtaglomerulares secretoras de renina.

Bottcher en 1986 (565) afirma que ya puede
observarse alteracidnes en el parénquima renal de ratas
irradiadas a partir de 10 Gy. Hoopes ¥y cols {566) afirman en
1985 gue después de someter a perros a irradiacidn selectiva
intraoperatoria mediante electrones, se observa una disminucién
del parénquima a partir de los 15 Gy.

En humanos, Madrazo y cols. describen en 1975
(567) la aparicién de vasculitis con isquemia renal difusa tras

largos periodos de latencia postirradiacidn.

Para autores como Caldwell en 1975 (568), desde el
punto de vista fisioldgico se produce un cuadro clinico de
nefritis postirradiacién. En nustra experiencia, si observamos
las posibles alteraciones de los iones sanguineos relacionados

con la actividad renal, veremos que en ninguna de las dos Series
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se han encontrado disminuciones estadisticamente significativas
en las medias de Sodio (NA), Potasio (K) y Fosfatos (P04)
respecto a la Serie control. Extremo gque persiste una vez
efectuado el estudio comparativo entre las dos Series, mostrando
unicamente la Serie con administracidén de Litio una varianza
disminuida con respecto al potasio y a los fosfatos, que traduce
un agrupamiento de los valores, ¥y aumentada en el caso del

sodio, 1o que traduce una dispersioén de los mismos.

Para Huang vy cols. en 1954 (569), estudiando los
efectos en el funcionalismo renal en ratas tras someterlas a
ICT, la irradiacidn de un gran volumen histico da lugar a un
aumento del Acido irico sérico, y los rifiones pueden presentar
hiperemia, edema ¥ lesién tubular temporal. En estas
circunstancias las pruebas de funcionalismo renal muestran un
descensc transitorio en la funcidén tubular. La vuelta a la
normalidad suele ser rapida ¥y sin secuelas. No obstante, si la
funcidén renal ya estaba alterada, esta lesién puede ser grave.
En realidad, la destruccidén masiva histica bajo estas

circunstancias puede ser fatal.

En nuestra experiencia, los animales
supervivientes de la Serie sin administracion de litio
presentaron signos de congéstién renal en un 19,2%. En la Serie
con administracidén de litio presentaron estos signos un 30,4 %

de los animales supervivientes.
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Los animales muertos de la Serie sin
administracién de litio presentaron signos de congestién en un
33,3%, mientras que en la Serie con administracidén de litio los

presentaron un 81,4% de los animales muertos.

Tampoco en este caso se observa mejoria en cuanto

a los resultados en la Serie con administracion de litio.

Para Jongejan y cols. en 1987 (570), una dosis de
9.8 Gy administrada en ratas produce un 25% de reduccién de la
filtracidn glomerular ¥ Robbins ¥y <cols. describen en 1989 (571}
una disminucidn del flujo efectivo renal. Lo anterior
implicaria una tedrica elevacién de la Creatinina (CREFA) y de la
Urea (BUN) que no encontramos en nustra eXxperiencia en ninguna
de las dos Series estudiadas. La tYnica alteracién observada ha
sido una elevacidn estadisticamente significativa de los valores
medios de la Urea en la Serie con administracién de litio, con
respecto a la Serie control. Efectuado el estudio comparativo
entre las dos Series no se observd diferencia significativa

entre las dos series.

Tampoco eXxiste diferencia significativa en 1los
valores de Acido n1drico (UA}) en las dos Series entre si, ni con

respecto a la Serie control.

Los valores medios de ias proteinas en sangre
(PRO), no estdn efectados en ninguna de las dos Series con

respecto & la Serie control, ni entre si. Unicamente se observa
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una varianza significativamente mayor en las dos Series

estudiadas con respecto a la Serie control.

4}VEJIGA URINARTA.

No ha presentado alteraciones en cuanto al peso ni
lesiones histoldégicas objetivables en ninguna de las dos Series.
Debemos tener en <cuenta que para dosis del rango de 30 Gy
administrados en 4 semanas en humanos causaran unicamente
reacciones mucosas de poca importancia como constatd Wallace en
1959 (572), lo aue vya se habia observado en animales de
experimentacidén, como por ejemplo en perros, por Hueper y cols.

en 1942 (573).

No es extrafio pués gque para las dosis
administradas en nuestra experiencia no se presenten
alteraciones histolégicas objetivables ya que de producirse
serian poco importantes y al cabo del pericodo de observacidn se

habrian reparado completamente.

4,2.9.- SISTEMA LINFOHEMATOPOYETICO Y HEMATOLOGIA.

1}BAZO.

En las dos Series se ha presentado una disminucidn
estadisticamente significativa del peso del érganc con respecto
a la Serie control]. Efectuado el estudioc comparativo no se han
encontrado diferencias en los valores medios de las dos Series,

si bién la Serie con administracién de litio presentaba una
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varianza significativamente menor que la Serie sin
administracion de litio traduciendo un apuntamiento de los datos

en torno a los valores medios.

Murray en 1948 {574) notifica un descenso de peso
del 6rgano en conejos a las 24 horas siguientes a la irradiacién

con 8 Gy en dosis dnica.

Mackova v cols. en 1987 (575) informaron que al
cabo de un periodo de tiempo de observacién postirradiaciédn
oscilante entre 15 y 19 dias, en ratones sometidos a irradiacidn
en dosis udnica con 7 Gy, se producia un incremento del peso del
bazo como consecuencia de la activacién de la eritropoyesis
extramedular. Nuestros resultados contradicen a estos dltimos
autores y pensamo3 que los datos distintos se deben por una
parte a Ja inclusidén en nuestras Series de pesos de todos los
animales irradiados sin diferenciar a los supervivientes de los

que murieron durante el periodo de observacion.

Los animales supervivientes de la Serie sin
administracién de litio presentaron en un 50% una atrofia ligera
del componente linfoide y congestidn de la pulpa roja ¥y en un
42,3% atrofia moderada del componente linfoide y presencia de
abundantes hemosiderdfagos. En la Serie con administracidn de
litio los porcentajes de presentacidn fueron el 69,5% v el 8,6%

respectivamente,
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Los animales muertos de la Serie sin
administracién de litio presentaron en un 25% atrofia ligera del
componente linfoide ¥y congestidén de la pulpa roja, en un 29,1%
atrofia subtotal del componente linfoide y abundantes
hemosiderdéfagos ¥y en un 41,6% una atrofia total del componente

linfoide y presencia de abundantes hemosideréfagos.

Los animales muertos de la Serie con
administracién de litio presentaron en un 18,5% una atrofia
subtotal del componente linfoide y abundantes histiocitos
sider6fagos y en un 74% atrofia total del componente linfoide y

presencia de abundantes histiocitos sideréfagos.

A la vista de los resultados anteriores observamos
que en los animales supervivientes, la serie con administracién
de litio presenté unas alteraciones en menor grado. En cambio
ocurrié todo lo contrario en los animales muertos ya que fué la
Serie con administracién de litio la gque presentd mayores

alteraciones.
2)TIMO.

Se trata de wun érgﬁno de tipo linfoide ¥y
consecuentemente, segin apuntan los trabajos de Murray en 1948
(574), v de Kirillova y cols. en 1986 (576}, deberiamos
encontrarlo disminuido de tamafio, premisa que sSe cumple en
nuestra experiencia. Encontramos unos valores medios de peso

del O6rgano dismiuidos de forma estadisticamente significativa en

295



las dos Series estudiadas.

En el trabajo de Kirillova y cols., encontraron

involuciones de este 6rgano a partir de dosis de 3 Gy.

Los animales supervivientes de la Serie sin
administracién de litio presentaron en un 92% disminuci6n
discreta del componente linfoide. En la Serie con

administracién de litio dicho porcentaje fué el 100%.

Los animales muertos de la Serie sin
administracién de litio presentaron en un 21,7% disminucidn
discreta del c¢omponente linfoide ¥y en wun 69,5% disminucidn
intensa del componente linfoide. En la Serie con administracidn
de litio los porcenfajes de presentacién fueron de 61,5% y de

26,9% respectivamente,

En fos animales vivos el porcentaje de afectacidn
fué mayor en la Serie con administracién de litio, mientras que

fué menor en los animales muertos.
3)MEDULA OSEA.

Para autores como Hayvashi ¥y cols. en 1986 (577),
en los primeros dias postirradicacién se empieza a producir una
aplasia medular debida a una degeneracidén necrética de células
endoteliales y reticulares y una hemorrdgia debida a una
separacion de la membrana basal de las células endoteliales en

los dias primero y segundo postirradiaciédn.,
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Nuestros resultados concuerdan con los de
Sedlakova y cols. en 1986 {5378) cuando afirman que los espacios
dejados por las células madre muertas se ocupan por tejido

adiposo.

Esta alteracidn segin afirman autores como Hayashi
y cols en 1986 (5377) y Du Toit ¥ cols en 1987 (559) se produce

en los primeros dias postirradiacién.

Bloom en 1948 (579), +tras un estudio de las
alteraciones producidas en la médula é6sea del conejo una vez
sometidos a ICT con 3,5% Gy, especifica que a la media hora
postirradiacién se observa una supresidn de las mitosis en la
médula ¢ésea. En este momento los elementos nucleados de la
serie roja han empezado vya a disminuir y predominan las formas
maduras. De manera progresiva, el ndmero de células muertas en
la médula aumenta principalmente a expensas de la serie roja.
El recuento de granulocitos disminuye pero en menor grado.
Durante estas primeras horas, 10s megacariocitos permanecen
normales en nuimero y aspecto, pero a fos dos dias
postirradiacién han desaparecido. Bloom observé que rellenando
los espacios dejados por las células destruidas se formaba una
médula "gelatinosa". El recuento de las células nucleadas de la
serie roja desciende a su valor minimo en las primeras 24 horas
postirradiacion, mientras que el recuento de mielocitos continua
descendiendo durante nueve dias. La repoblacién de la médula se

inicia entre los 10 y 14 dias postirradiacidén y es completa, con
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células normales, a los 41 dias postirradiacién.

En nuestra experiencia el 95,8% de los animales
muertos en la Serie sin administracién de litio y el 100% de los
animales muertos en la Serie con administracién de litio,
presentaban una aplasia medular completa y sustitucién del
tejido hematopoyvético por tejido graso maduro independientemente
de la fecha de su muerte, 1o gue indica que estos animales no

presentaron recuperacidén a este nivel.

Los animales supervivientes de la Serie sin
administracién de litio presentaron en un 23% wuna ligera
depleccidén del tejido hematopoyético medular sustituido por
tejido graso maduro ¥y en un 7,6% se observaban unicamente focos
aislados de tejido hematopoyético estando asimismo el resto

ocupado por tejido graso.

Los animales supervivientes de 1la Serie con
administraciéon de litio presentaron en un 56,5% ligera
depleccidén del tejido hematopoyético gue se sustituia por tejido

graso maduro.

En ningin animal de las dos Series estudiadas se

observé la presencia de fibrosis reactiva.

Pensamos que en el caso de los animales vivos al
final del periodo de observacign estaria produciendose un

fenémeno de regeneracién y recuperacién postirradiacion de las
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células madre hematopoyéticas supervivientes a la irradiacién y
que las diferencias encontradas en la Serie sin administracidn
de litio serian debidas a distintos estadios evolutivos de dicha
recuperacion. Dicha recuperacidén no la atribuimos a la
administracién de litio, aunque la gravedad de afectacién fué
menor en la Serie que se administré ya que, en un {frabajo
aparecido recientemente y efectuado por Kehrberg en 1991
(580), se demuestra que, en humanos sometidos a tratamientos
radioterdpicos, el lito actua sobre la médula ésea no irradiada
estimulando 1a granulocitopoyesis pero su actuacidn sobre la

médula dsea irradiada es nula.

4 JHEMATOLOGIA.

Segin los trabajos de Behrens y c¢ols en 1972
{581), para dosis similares a las empleadas en nuestra
experiencia Yy tras un periodo de observacién de un mes, los
hematies tienden &a disminuir. Previamente se produce wuna

disminucidén de reticulocitos.

En nuestra eXxperiencia no se ha podido efectuar
determinaciones de reticulocitos, pero encontramos en
concordancia con lo anterior wuna disminucién en los valores
medios de hematies {(RBC) en las dos Series con respecto a la
Serie control sin gque presenten valores significativamnete

distintos efectuado el estudio comparativo entre ellas.

No existe sin embargo variacidn estadisticamente

299



significativa en los valores medios de hemoglobina (HB}) ¥y de
hematocrito (HCT} en ninguna de Jlas dos Series estudiadas con
respecto a la Serie control ni entre si una vez efectuado el
estudio comparativo. Unicamente presentan una elevacién de las

varianzas con respecto a la Serie control.

En cuanto a la concentracién de hemoglobina
corpuscular media (MCHC), la hemoglobina corpuscular media (MCH})
v el volumen corpuscular medio (MCV), solo pudieron determinarse
en la Serie sin administracién de litio ¥ sus valores no
diferian con los de la Serie <control si exceptuamos a los de el
volumen corpuscular medio que estaba elevado de forma

estadisticamente significativa.

En todos los parédmetros anteriores existe una
mayor dispersidon de datos con respecto a la Serie control que se

traduce en una elevacidn de sus varianzas significativa.

En lo que respecta al hierro (IRON), las dos
Series estudiadas han presentado una disminucién de sus valores
medios y una elevacién de sus varianzas respecto a la Serie
control, contrariamente a lo sefialado por Balcells en 1979 (582)
guien notifica la produccién de hipersideremia por hemolisis.
Todo ello a pesar que en un alto porcentaje de animales se ha
encontrado en bazo un aumento de la presencia de
hemosider6fagos. Efectuado el estudio comparativo, la Serie con
administracidén de 1litio presentaba unos valores medios

significativamente superiores con una disminucién de varianza
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con respecto a la Serie sin administracidn de litio.

LLos valores medios de leucocitos (WBC} no muestran
variacidn en ninguna de las dos Series estudiadas con respecto a
la Serie control ni entre si. La Serie sin administracién de
litio presenta un aumento significativo en los segmentados {(SEG}
¥ una disminpucidén significativa de los lifocitos (LYMPH). Estos
resultados concuerdan solo en parte con los publicados por Kahn
¥y cols en 1952 (583), Perez Modrego ¥y cols. en 1965 (584),
Behrens v cols. en 1972 (581) y Guiot ¥ cols. en 1988 (585),
debido a que en todos ellos se objetiva una disminucidén de los
valores medios de leucocitos gque no encontramos en nuestra
experiencia.

En el caso de la Serie con administracidén de litio
podria ser debido a una mavor recuperacién ya que, ademds no
presentan variacidn con respecto a la Serie control los valores

de segmentados (SEG) ¥ linfocitos (LYMPH).

En las dos Series estudiadas no muestran variacion
respecto a [a Serie control ni entre si los valores de monocitos

{MONO), en banda (BAND} y eosindéfilos (EOSIN}.

No hemos encontrado la presencia de microndcleos
en los linfocitos de sangre periférica, como seflalaron
Countrymon ¥y cols. en 1976 (586), aunque no se ha realizado

estudio pormenorizado a este respecto.
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4.2.10.- GLANDULAS ENDOCRINAS Y METABOLISMO.

1 JORGANOS GLANDULARES ENDOCRINOS.

1a)HIPOFISIS.

No se han encontrado alteraciones histoldgicas ni
en cuanto al peso a nivel hipofisario en ninguna de las dos

Series estudiadas.

1b)}TIROIDES.

La Serie sin administracién de litio no presentd
alteracidn alguna en cuanto al peso del é6rgano con respecto a la
Serie <control, lo que concuerda con resultados como los de
Holten en 1983 (587} que destaca la radioresitencia de la
glandula tiroidea a dosis medias de radiacidén. En cambio la
Serie con administracién de litio presentd una disminucidn
estadisticamente significativa de su peso tanto con respecto a

la Serie control como con respecto a la Serie sin administracién

de litio.

Estas alteraciones de peso se correspondieron con
alteraciones anaiiticas. Mientras que en la Serie sin
administracién de litio no presentaron variaciones

significativas los valores medios de T3, T4, T4 libre y TSH con
respecto a la Serie control, la Serie con administracidén de
litio presenté una disminucidn estadisticamente significativa de

los valores de T3, T4 v T4 libre v un aumento estadisticamente
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significativo del wvalor de TSH tanto con respecto a la Serie
control como con rTespecto a la Serie sin administracion de

litio.

Asimismo las alteraciones anteriores tuvieron

correspondencia a nivel histoldgico como se vera a continuacidn.

Los animales supervivientes de la Serie sin
administracién de litio presentaron en un 26,9% una disminucidén
del contenido de coloide, descenso de la celularidad y tendencia
del epitelio folicular a desprenderse hacia las luces
foliculares. En la Serie con administracidén de litio la
alteracidén fué mayor v +tfodos los animales presentaron bastantes
foliculos vacios y tirocitos de aspecto cibico aplanado o bajo.
Se observaron ademéds imAgenes de franca atrofia folicular
{arrugamiento circunferencial de 1la disposicién folicular

central).

Los animales muertos de la Serie sin
administracién de 1litio presentaron en un 26% disminucién del
contenido de coloide y celularidad de menor tamafio de lo

habitual.

Los animales muertos de la Serie con
administracidén de litio presentaron alteraciones en su totalidad
¥y estas fueron en un 34,6% la presencia de bastantes foliculos
vacios, los tirocitos de aspecto cibico aplanado o bajo v cierto

arrugamiento citcunferencial de la disposicién folicuiar
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central. Ademas el 65,4% restante presentaba A4reas de gran
atrofia del epitelio folicular con células histiocitarias
ocupando gran parte de las pseudoluces que deberian estar

ocupadas por coloide.

Creemos que las grandes diferencias de afectacién
entre las dos Series son debidas a que se preoduce un sinergismo
a nivel tiroideo entre los efectos del litio y los de la
radiacidén ya gue ninguno de los dos, a las dosis administradas,
justificaria por si solo la aparicién de las alteraciones
anteriormente citadas. Como afirman Goodman ¥y cols. en 1985
{588), se conoce que, en ratas, el litio ejerce un efecto
antitiroideo, El ién inhibe la actuacién de la tirotrofina de
la adenilciclasa tiroidea, pero esta alteracidn se observa en

animales a los gque se ha administrado litio de forma crénica.

Por lo tanto hemos de constatar que seglin nuestros
resultados el litio no ejerce efecto radioprotector a nivel

tiroideo, antes bién parece actuar como radiosensibilizante.

No hemos encontrado en la literatura revisada
ninguna comunicacidén a este respecto por lo que <creemos que se
trata de un hallazgo que justificaria la realizacidn de estudios
posteriores en este sentido, ¥y que en caso de confirmarse
obligaria a replantear la indicacidén del tratamiento con litio
para la recuperacién de las leucopenias producidas en pacientes
sometidos a tratamientos quimioterTApicos gque vayan a ser o estén

siendo sometidos a tratamientos radioterapicos.
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De confirmarse, tendria importantes repercusiones
especialmente en cuanto al tratamiento de Jlos pacientes que
requieren tratamiento simultaneo 0 consecutivo
quimio-radiotrdpico con irradiacidén de la localizacifén anatémica
tiroidea como son algunos de los afectos de tumores de cabeza ¥y
cuello en los cuales deberia recurrirse a otros medios
estimuladores de la linfopoyesis debido a 11a posible toxicidad

iatrogénica.

1¢c ) SUPRARRENALES.

No se observa variacidn estadisticamente
significativa en cuanto a la media de los pesos orgénicos entre
los animales de las dos Series estudiadas.

No se encontraron aiteraciones histoldgicas
valorables en las dos Series exceptuando signos de congestién en

el 22,2% de los animales muertos en la Serie con administracién

de litio.

Mizina y cols. en 1986 (589) describen gue los
glucocorticoides aumentan en sangre las primeras horas
postirradiacién normalizidndose después. Concordantemente, en

nuestra experiencia al cabo de 30 dias postirradiacién no
encontramos variaciones en los niveles de cortisona (CORT} en
ninguna de las dos Series estudiadas con respecto a la Serie

control ni entre si.
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La aldosterona {(ALD) tampoco presenta variacidn
significativa entre las dos Series estudiadas aunque los valores
medios de la Serie con administracidén de litio son menores gue

los de la Serie control.

2 )METABOL I SMO,

La glucemia (GLU) no esta alterada
significativamente en ninguna de las dos Series estudiadas con

respecto a la Serie control ni entre si.

Lo mismo ocurre con los valores de colesterol
(CHOL}) y triglicéridos (TRIG) lo que concuerda con lo descrito
por varios autores como Kolomiitseva en 1986 (590) v Stepancv y
cols. en 1989 (591) en el sentido que se produce una activacidn
de lta colesterogénesis, en ratas irradiadas con diferentes
niveles de dosis, ¥ normalizacidén lipidica a las pocas horas.
La traduccidn sanguinea de estas alteraciones seria una
elevaciodn de fosfolipidos ¥ triglicéridos que remite

posteriormente.

Para rangos de dosis similares a los empleados en
nuestro estudio, Konnova y cols. en 1989 (592) describen una
gran proteolisis en 1los primeros dias postirradiaciédn. En
nuestro estudio y probablemente debido al tiempo de observacién
postirradiacidn prolongado no encontramos alteraciones
significativas en los valores medios de las proteinas totales

{PRO) en ninguna de las dos Series estudiadas con respecto a la
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Serie control ni entre si. Lo mismo ocurre con los valores de

albimina (ALB) que no han mostrado alteraciones significativas.

Asimismo los valores de &Acido drico (UA} tampoco
han mostrado alteraciones significativas en las dos Series

estudiadas.

En cuanto a la LDH, las dos Series han mostrado
una elevacién estadisticamente significativa de sus valores
medios ¥y de sus varianzas con respecto a la Serie control.
Efectuado el estudio comparativo, la Serie con administracién de
litio presenté una elevacidén significativamente menor de estos

valores con respecto a la Serie sin administracién de litio.

3)SISTEMA MUSCULOESQUELETICO.

La fosfatasa alcalina {(PA) muestra una elevaciodn
significativa de sus valores medios y varianzas, respecto a la
Serie control, en }la dos Series estudiadas, lo que concuerda con

los resultados obtenidos por Elkina y cols. en 1986 (593).

Efectuado el estudio comparativo, la Serie con
administracidén de litio presenta una elevacidén de 1los valores
anteriores significativamente menor que la Serie sin

administracién de litio.
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El calcio (CA) no muestra alteraciones
significativas entre las dos Series estudiadas entre si, aunque

con respecto a la Serie control sus varianzas sean

significativamente mayores.
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5.- CONCLUSIONES



5.- CONCLUSIONES.

1.%

El resultado en términos de supervivencia obtenido con la Dosis

Letal 50/30 calculada para nuestras condiciones experimentales
(912 c¢Gy), no ha sido significativamente distinto al que se
obtendria con la Dosis Letal 50/30 ideal. Pensamos, por tanto,
que el método Cubic Spline es aplicable para estos calculos

aunque no se haya empleado con anterioridad.

2.%
Los signos clinicos presentados por los animales de
experimentacidon han sido uniformes aunque pobres, lo qgue

desaconseja a nuestro juicio el empleo de la rata wistar para
estudios que precisen evaluacidén de signos clinicos tras la

Irradiacidén Corporal Total.

.=

El citrato de 1litio administrado a razén de 162 mg/Kg en dosis
Ginica, previamente a ia Irradiacidén Corporal Total, no ha tenido
influencia en cuanto a la supervivencia ¥, por tanto no ha

tenido efecto radioprotector a este nivel.

310



4.

Los resultados obtenidos indican que los animales supervivientes
de la Serie con administracién de litio presentaban una
recuperacién mAas acelerada a nivel de médula 6sea
hematopoyética, aunque el porcentaje de afectacidén sea mayor,
Ello se tradujo en la ausencia de diferencias en las cifras de
segmentados ¥y linfocitos respecto a la Serie control. En lo que
a los animales muertos de la Serie con administracién de litio
se refiere, la afectacidon de ia médula ésea era completa ¥y en
todos ellos. Pensamos que todo lo anterior confirma los
resultados obtenidos por Kehrberg en 1991, en el sentido de que
el litio actua dnicamente sobre la médula 6sea no afectada por

la irradiacién.

5.%

Asimismo, en bazo, los animales supervivientes de la Serie con
administracién de litio presentaron unas alteraciones menos
marcadas. Los animales muertos de 1la misma Serie, en cambio,
fueron los que presentaron mayores alteraciones. Pensamos que
el mecanismo de actuacidén del litio a este nivel seria similar
al de la médula désea en el sentido gque solo favorece la
recuperacion si las lesiones postirradiacién no son

irreversibles.



6.%

No se constaté efecto alguno de la administracién de 1litio a
nivel de encéfalo, ojos, glandulas lagrimales, corazdén,
gldndulas salivares, es6fago, paAncreas, vejiga urinaria, timo y

glandulas suprarrenales.

7.%

La Serie con administracidn de litio presentd alteraciones
ligeramente superiores a nivel pulmonar, géastrico, intestinal,
hepdtico y renal cuya patogenia no esdtd clara a nuestro
entender ya gue no se han descrito efectos secundarios del

farmaco a dichos niveles.

8.+%

A nivel tiroideo, en cambio, nuestros resultados indican que se
produce un sinergismo claro e importante de los efectos
secundarios antitiroideos del 1litio y 1la radiacién. Por una
parte existe a nivel histolégico una diferencia claramente
significativa en cuanto a la cantidad de animales afectos y a la
gravedad de las lesiones y, por otra, existe una correspondencia
con los datos analiticos. Todo lo anterior se traduce en la
instauracién de un cuadro analitico de hipotiroidismo. Ni las
dosis de litio administradas ni las de radiacidén justificarian

por separado la aparicién de dichas lesiones, por lo tanto,
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seglin nuestros resultados, el litio actuaria a nivel tiroideo

como radiosensibilizante.

9.%

Los resultados obtenidos justificarian plenamente a nuestro
Juicio Ia realizacién de estudios posteriores debido por una
parte a la ausencia de comunicaciones a este respecto, por otra
a que, de confirmarse estos resultados, deberia suprimirse el
uso de litio como estimulador de la linfopoyesis, en pacientes
sometidos a tratamientos radioterdpicos que precisaran
irradiacidén de la zona anatémica tiroidea debido a la posible
toxicidad yatrogénica a este nivel y, por dltimo, debido a su
posible utilidad como tratamiento adyuvante al 1311 en la
ablacidén de los restos tiroideos y de las metdstasis
yodocaptantes del Carcinoma folicular, papilar ¥y mixto

(foliculo-papilar) de tiroides.
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6.- RESUMEN



6.—- RESUMEN.

fia investigacidn sobre compuestos potencialmente
radioprotectores presenta un doble interés. En primer lugar
respecto a la proteccidén de los trabajadores profesionalmente
expuestos a las radiaciones ionizantes, tanto para profilaxis de
ios efectos biolégicos secundarios a dicha exposicidén como para
su empleo en operaciones especiales de manipulacién ¥y transporte
de sustancias radiactivas y en situaciones de especial riesgo de
incidente/accidente radiactivo. En segundo lugar por su
potencial aplicacién en pacientes diagnosticados de cancer que
Tequieran tratamiento radioterdpico ya que las dosis a
administrar se encuentran limitadas en muchas ocasiones por la

tolerancia de los tejidos sanos.

Hemos realizado una experiencia para valorar el
efecto radioprotector del litio en la rata wistar. Para ello ha
sido necesario en primer lugar calcular la Dosis Letal 50/30
para nuestras condiciones de trabajo gque ha quedado fijada en
912 cGy. Posteriormente se ha sometido a Irradiacién Corporal
Total con dicha Dosis, mediante una unidad de Co®9, a dos Series
de cincuenta animales cada una. A una de las dos Series se le
administré previamente a la irradiacidén una dosis tGnica de 162
mg/Kg de peso de citrato de litio mediante inyeccién

intraperitoneal.
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Se ha constatadc que la dosis de litio
administrada no ha tenido efecto radioprotector en cuanto a la
supervivencia de los animales de experimentacidédn. Por otra
parte los datos obtenidos sugieren que la administracién de
{itio favorece una m&s rédpida recuperacién de la médula Gsea
hematopoyética que no ha sido dafada irreversiblemente por las

radiaciones ionizantes.

A nivel tiroideo, los resultados obtenidos indican
un sinergismo claro entre los efectos secundarios antitiroideos
del litio y la radiacidén, por lo tanto a nivel tircoideo el litio
actuaria como radiosensibilizante provocando la aparicidn de un

cuadro de hipotiroidismo.

Creemos necesario estudios posteriores en este
sentido vya gque la repercusién en los pacientes sometidos a
tratamientos radioterdpicos, que requieren irradiacidén de la
localizacién anatémica tiroidea, seria importante en el sentido
de que deberia suprimirse el empleoc de compuestos de litio como
estimuladores de la linfopoyesis por 1a posible toxicidad
vatrogénica y, por otra parte, deberia investigarse su posible
utilidad como adyuvante del !3!1 en el tratamiento ablativo de
los restos tiroideos ¥ de las metdstasis yodocaptantes del
Carcinoma folicular, papilar v mixto (foliculo-papilar de

tiroides).
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