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Resumen

El dañoinducido sobreel sistemahematopoyéticoes la principal causade muerte tras la

exposición a dosis moderadasde radiación, bien como consecuenciade accidentes
radiológicos o de tratamientosde radioterapia.En ambassituaciones,es indiscutible la

importanciade compuestoscon capacidadparaprotegery/oestimularel sistemahematopoyé-

tico.

En estecontexto,y dentrode la líneade investigaciónparala selecciónde modificadoresde

la respuestabiológicacon actividadestimuladorasobreel sistemahematopoyético,en la que

colaboranla UnidaddeBiologíaMolecular y Celulardel CIEMAT e IndustrialFarmacéutica
CantabriaS.A., se han llevadoa cabo los trabajosque configuranestatesis.

En estamemoria,nos hemoscentradoen el análisis de la capacidadde tres polisacáridos

iónicos, AM218, AM250 y AM251, para estimular la hematopoyesismurina tanto en

condicionesnormalescomoencasosdeexposicióna radiacióny confirmar así su potencial
aplicacióncomo terapiade apoyo en tratamientosmielosupresores.

Inicialmente,sedeterminóel efectodedichospolisacáridossobreel sistemahematopoyético

no dañado,utilizandotantoun modelo in vivo de ratonesnormales,comoun sistemain vitro,
el cultivo de largaduraciónde médulaósea. Los resultadosdemostraronqueel tratamiento

con los polisacáridosestimulala hematopoyesisesplénicay medular, si bien en la médula

óseadichaestimulaciónsólo seponede manifiestoin vitro.

Los tres polisacáridos mostraron una elevada capacidad radioprotectoracuando eran

administradosantesdeunairradiaciónpotencialmenteletal, mientrasqueno seobservóefecto

cuandoel tratamientose llevó a cabodespuésde la irradiación.

Los trabajosrealizadospara profundizaren los mecanismosde radioprotecciónde los
polisacáridosobjeto de estudiohan puesto de manifiestouna relación entre la capacidad

radioprotectorade éstosy su actividadestimuladorasobreel sistemahematopoyético.Así,

en ratonessometidosa dosis potencialmenteletales de radiación, el tratamientocon los

polisacáridosacortóel períododepancitopenia,crítico parala supervivenciadel animal. En
situacionesde dañomoderadocon dosis subletalesde radiación, los polisacáridostambién

mostraron efecto estimulador sobre la hematopoyesis.Asimismo, el tratamientocon el

polisacárido AM218 disminuyó la radiosensibilidadde precursores hematopoyéticos,

aminorandoel dañoradioinducido.

Porúltimo y dadoel importantepapeldesempeñadopor los factoreshematopoyéticosno sólo

en la regulacióndel sistema, sino también en procesosde radioprotección,se estudió la

participaciónde estos factoresen los distintos efectosasociadosa los polisacáridos.Los

estudiosrealizadospusieronde manifiestoque los polisacáridospromuevenla síntesisde
factores hematopoyéticos,a través de los cuales ejercerían su acción sobre el sistema

hematopoyético.
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ABREVIATURAS

ADN Ácido desoxirribonucléico.
ARN Ácido ribonucléico.

BFU-E Unidad formadorade bursteritroides.
ESA Seroalbóminabovina.

CFU-GM Unidad formadorade coloniasgranulo-macrofágicas.
CFU-S Unidad formadorade coloniasexógenasen bazo.
Ci Curios.
cpm Cuentas por minuto.
DMEM Medio de cultivo Eagle modificadopor Dulbecco.

DRF Factorde reducciónde dosis.
EDTA Ácido etilendiaminotetra-acético.
ELISA Inmunoensayoenzimático.
Epo Eritropoyetina.
EU Unidadesde endotoxina.
FRS Suerofetal bovino.
G-CSF Factorestimuladorde coloniasde granulocitos.
GM-CSA Actividad estimuladorade coloniasgranulo-macrofágicas.
GM-CSF Factorestimuladorde coloniasgranulo-macrofágicas.
Gy Unidad internacionalde dosisde radiaciónabsorbida(Gray).
ILs Interleuquinas.
IMDM Medio de cultivo Dulbeccomodificado por Iscove.
1 .p. Intraperitoneal.

m.v. Intravenoso
LD Dosis letal.
LTBMC Cultivo de largaduraciónde médulaósea.
M-CSF Factorestimuladorde coloniasde macrófágos

MOPS Morfolin propanosulfónico.
PES Soluciónsalinatamponadacon fosfato.
rpm Revolucionespor minuto.
s.c. Subcutáneo.
SCF Stemcdlfactor.
SDS Dodecil sulfatosódico.
SSC Solución salina estándar de citrato.
TNFcx Factor de necrosistumoral a.

Tris Tris-hidroximetil aminometano.
vii’ Relaciónvolumen/volumen.
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Introducción

1.1. SISTEMA HEMATOPOYÉTICO

El sistemahematopoyéticoestáencargadodeproducirdeunaformareguladatodoslos tipos
celulareslinfoides y mieloidespresentesen el torrentesanguíneoy en otrostejidoscorporales

de los mamíferos.

Duranteel desarrolloembrionario,la hematopoyesistienelugaren el hígadofetal mientras

que en el adulto se localiza fundamentalmenteen la médulaósea(Metcalf y Moore, 1971).
En ratón, el bazo tiene una capacidadhematopoyéticaelevadaen momentosde fuerte

demandadecélulassanguíneas,mientrasqueen condicionesnormalesactúacomo apoyode

la médulaósea.

1.1.1.OrEanización del sistema hematonovético

En el sistemahematopoyético,que constituye uno de los ejemplosmás característicosde

tejidos con organizaciónjerárquica, se producen de forma continua células maduras

funcionalesa partir de una población relativamentepequeñade célulasmadreo stem(un

0,01%del total de lamédulaósea),queporsucesivoseventosdeproliferación,diferenciación
y maduración,generanpoblacionesamplificadasdeprecursorescomprometidos,queasu vez

se amplifican para dar lugar a los distintos tipos de células madurasfuncionales(Lord y
Testa, 1988) (figura 1).

La capacidaddeautomantenimientode las célulasmadrepermiteque se mantengandurante

toda la vida del individuo, mientrasque el compromiso haciadiferenciacióntendrácomo

resultadola formacióndetodaslas célulasmadurasfuncionalesnecesariasen sangrey tejidos.

En general,se aceptaque las células madre son una población celular que se encuentra
mayoritariamenteen estadoquiescente,con un gran potencialproliferativo (Lajtha y col.,

1969; Hodgsony Bradley, 1984; Lemischkay col., 1986). Sin embargo,a medidaque las

célulasmadrevan diferenciándosehaciaunalíneacelularconcretaadquierenunamayor tasa
proliferativa,perdiendosu capacidadde automantenimiento(Tilí y McCulloch, 1980; Baves

y Laves, 1984).

Los precursoresde las distintaslíneasdediferenciaciónhematopoyéticano sonmorfológica-

mentereconociblesy se han podidocaracterizargraciasa la puestaa punto de técnicasde
cultivo in vivo e in vitro, lo que ha llevado a denominara los distintos precursoresen la
mayoríade los casoscon las siglasCFU (unidadformadoradecolonias)seguidodel término

que especificael tipo de colonia que va a dar lugar dicho precursor. Así, la CFU-GM

corresponderíaal precursorde la línea granulo-macrofágica.

-2-



Irnroducción

El sistemahematopoyéticoseha estructuradoclásicamenteen tres compartimentoscelulares

(figura 1): compartimento de precursorespluripotentes, compartimentode precursores

comprometidosy compartimentode célulasmadurasy en procesode maduración.

~O,Ol%
Pluripotenciales

Baja lasa proliferativa
Capacidad de automantenimiento
Morfológicamente irreconocibles

Cuantificables por ensayos in vivo e in vitro,

COMPARTIMENTO

DE PRECURSORES

PLURIPOTENTES

- 1%
Capacidad de automantenimiento limitada.

Alta lasa proliferativa
Comprometidos hacia una o dos lineas de diferenciación celular

Morfológicamente irreconocibles. Cuantificables por ensayos in vitro.

COMPARTIMENTO

DE PRECURSORES
COMPROMETIDOS

>95%
Población transitoria, amplificable por proliferación

Proliferativamente activas en estadios inmaduros. Sin potencial de automantenimiento.
Morfológicamente reconocibles. Pertenecen a una de las distintas lineas celulares.

Figura 1: Esquemasimplificado de la organizaciónjerárquicadel sistemahematopoyético.

1.1.1.1. Compartimento de precursores pluripotentes

Una célulapertenecienteal compartimentopluripotentedeberíacumplir tres requisitos:gran
potencialproliferativo,elevadacapacidaddeautomantenimientoy pluripotencialidad(Lajtha

y col., 1969) (figura 1).

Aunqueen un principio sepensabaen el compartimentopluripotentecomoen unapoblación
relativamentehomogénea,hoy en díasesabequeestácompuestoporunagran diversidadde

tiposcelulares,los cualesmuestranla mayoría,aunqueno necesariamentela totalidadde las

propiedadesarribamencionadas(Wright y Pragnelí,1992).

COMPARTIMENTO

DE CÉLULAS MADURAS

Y EN MAOURACION

-3-



Introducción

Paraabordarel estudiode las distintascélulasdel compartimentopluripotente,sehandescrito

una gran variedadde ensayosin vivo e in vitro, que incluyen tanto ensayosclonogénicos
comodiversasaproximacionesindirectasquepermitenacercarsemása la caracterizaciónde

la verdaderacélulamadre(Watt y Visser, 1992; Lord, 1993) (figura 2).

A pesardequeel desarrollode estastécnicashapermitidocaracterizardistintosrepresentan-

tesdel compartimentopluripotente,sigueexistiendoen la actualidadcierta incertidumbreen

relaciónala organizaciónglobal de estecompartimento.Estosedebeprincipalmenteal hecho

deque en los últimos años,en basea una gran diversidadde condicionesdecultivo, se han

definido un número elevado de precursorespluripotentes, lo que inevitablementeha

provocadoque existaun solapamientoentrelas característicasde los precursoresdescritos,

haciendomuchasvecesdifícil el situarlosdentrode la jerarquíadel sistema.

CaracterIzacIón
IN VITRO

CaracterizacIón
IN VIVO

Figura2: Organizaciónjerárquicadelos distintosprecursoreshematopoyéticos,caracterizadosin vivo
o in vitro, quecomponenel compartimentopluripotente.Abreviaturas:CAFC, célulasformadorasde
áreascobbles:one;CFU-A, unidadformadorade coloniasen agar; CFU-Blast,unidadformadorade
coloniascon morfología blástica;CFU-Mix, unidadformadorade coloniasmixtas; CFU-S, unidad
formadora de coloniasen bazo; HPP-CFC, células formadorasde colonias con alto potencial
proliferativo;LTC-IC, célulasiniciadorasdecultivosdelargaduración;LTRA, célulasconcapacidad
de reconstitucióna largoplazo; MRA, célulasconcapacidadderepoblaciónde médulaósea;STRA,
célulascon capacidadde reconstitucióna cortoplazo.

MADRE

LTc-Ic 4, 4

,

• CAFCaBd
cÉLULAMADRE,~ ¿CÉLULA MADRE

HPP-CFCi MIELOIDE LINFOIDE?

CFU-fllast . LIE5EiJ
cFu-A . CFU.S12,~

CAFCIOd

c FU. Mlx ~EI~iI

4
© ©
4.4.

COMPARTIMENTO
DE cÉtuus MADURAS

YEN MADURACIÓN
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Introducción

Dentro del compartimento pluripotente, la unidad formadora de coloniasen bazo, CFU-S,
fue el primer precursordonado(Tilí y McCulloch, 1961; McCulloch, 1980). Su ensayose

lleva acabo in vivoen ratonesirradiadosletalmente,en los quetras la inyecciónintravenosa

de células hematopoyéticastiene lugar la aparición de nódulos en el bazo en número
proporcionalal númerodecélulasinyectadas,representandocadanódulo una CFU-S.

El análisisdeestascoloniasmostróqueeranclonales,esdecirprocedíande la multiplicación

de una sola célula con un alto potencialproliferativo (>106 células por colonia) (Beckery
col., 1963; Wu y col., 1967), que conteníancélulas pertenecientesa todas las líneas de

diferenciaciónhematopoyética(Curry y Trentin, 1967)y quesi eranreinyectadasen ratones

secundariosdaban lugar a nuevascoloniasen el bazode los receptores,constatándosesu

capac¡dadde automantenimiento(Siminovitch y col., 1963; Schofieldy col., 1980). Todas
estasevidenciasllevarona definir a la CFU-S comola célulamadre,aunqueen la actualidad

se sabeque la CFU-S representaa un precursormásmaduroque dicha célula (Spooncery

col., 1985; Chertkovy col., 1986; Iscove, 1990; Spangrude,1992) (figura2).

La población de CFU-S es heterogénea.En un gradientede densidad,las célulasde baja

densidadrelativatienenuna mayorcapacidaddeautomantenimientoquelasdealtadensidad
(Wortony col., 1969). Además,las CFU-S, dependiendode su gradode diferenciacióndan

lugar a coloniasen bazo en distintos días post-trasplante(Magli y col., 1982; Wolf y

Priestley, 1986). Los precursoresmás madurosforman coloniasa los 7-10 días de cultivo

(CFU-S7~),mientrasque las CFU-S másprimitivas tardan12 díasen desarrollarse(CFU-
S¡2d) (Trentin, 1989) (figura2).

En un lugarmáspróximoala célulamadresedefinióal precursorde la CFU-S,denominado

preCFU-S(Hodgsony Bradley, 1979; Ploemachery Brons, 1989), en el que se mide la

capacidadde generarCFU-SI2den una poblacióncelular regeneradaen la médulaóseade un

receptorletalmenteirradiado y trasplantado.A esteensayono clonal sele denominaensayo

decapacidadde repoblaciónde médulaósea(MIRA) (figura2). En poblacionespurificadas

de precursoresinmaduros,siempresehaencontradoun alto enriquecimientoen preCFU-S,

lo queha llevadoa quediversosautoresla considerencomoun representanteciertamentemuy
próximo a la célulamadre(Harrisony col., 1993).

Sin embargo,medianteensayosde MRA realizadoscon distintassubpoblacionescelularesde

médulaósea, se observóque la reconstitucióna corto plazo conferidapor la suspensión

celulartrasplantadano siempreimplicabaunaposteriorreconstituciónhematopoyéticaalargo

plazo(Spangrudey Johnson,1990).

En este sentido, estudiosbasadosen procedimientosde separacióncelular por tamaño,

densidady fenotipode superficie,han mostradoqueal menosserequieren2 tiposdecélulas

para que ocurra reconstituciónhematopoyéliica,una para el injerto inicial y asegurarla
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supervivencia(reconstitucióna corto plazo o STRA) y otra para la hematopoyesistardía

(reconstitucióna largo plazo o LTRA) (Spangrudey col., 1988; Jones y col., 1989;
Ploemachery Brons, 1989; Szilvassyy col., 1989; Vissery van Bekkum, 1990) (figura 2).

Hoy día se aceptaque el ensayode reconstitucióna largo plazo (LTRA) de animales

letalmenteirradiadoses el másapropiadopara caracterizarla célula madre(Visser y col.,

1984; Karlssony col., 1988; Bodiney col., 1991). La reconstitucióndeanimalesa partirde
unaúnicapoblacióncelulartieneel inconvenientede quepuedeocasionarla muertedel ratón
receptorpor la incapacidaddel trasplanteparaafrontar las necesidadesde radioproteccióno

reconstitucióna corto plazo. Ésta es la razón por lo que la estrategiamás frecuentede

abordar los ensayos de reconstitución a largo plazo es la denominadarepoblación

competitiva (Harrison, 1980; Szilvassyy col., 1990).Panestosensayos,ratonesletalmente
irradiados son trasplantadoscon una población celular singénica y otra diferenciable

genéticamente(sexo,antígenosde superficie,etc). Si la poblaciónmarcadaesequivalenteo

mejorquela singénicarespectoa la capacidadde reconstitucióna largo plazo,en un número
significativo de los receptorespredominaráncélulascirculantesportadorasde la marca.Este

tipo deensayohapermitidoestimarquela representatividaddecélulasmadreen médulaósea

normal esaproximadamentede 1 por ío~ células (Harrisony col., 1990).

Dentrode los ensayosclonogénicosin vitro paracaracterizarcélulaspluripotentes,la unidad

formadora de coloniasmixtas, CFU-Mix (Johnsony Metcalf, 1977), representaalprecursor

más maduro dentro del compartimentopluripotente, ya que poseeescasacapacidadde
formación de coloniassecundarias,lo que refleja su bajacapacidadde automantenimiento

(Rara y Ogawa, 1978; Humphriesy col., 1979). Las coloniasCFU-Mix contienencélulas

granulocíticas,eritroides, macrofágicasy megacariociticas,por lo que también se han
denominadoCFU-GEMM (Faussery Messner,1979;Metcalfy col., 1979) (figura 2). Otros

precursorescon mayorcapacidadde automantenimientoson:

La unidadformadoradecoloniasenagar,CFU-A (Pragnelíy col., 1988). Esteprecursor

presentacaracterísticassimilares a la CFU-512d (Eckmann y col., 1988; Lorimore y col.,

1990) (figura 2).

Unidad formadorade coloniascon morfologíablástica,CFU-Blast (Nakahatay Ogawa,

1982a;1982b).Unaresiembradeestascélulasda lugara nuevascoloniasblásticas,asícomo

a coloniascompuestasporcélulasdevariaslineasde diferenciación,lo quedemuestrael gran

potencialde proliferación y diferenciaciónde estosprecursores,así como su capacidadde

automantenimiento(figura 2).

Célula formadorade coloniascon alto potencialproliferativo, HPP-CFC(Bradley y
Hodgson, 1979). Recientementese han definido varias subclasesde este precursor
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dependiendode la combinaciónde factoresde crecimientohematopoyéticopresentesen el

cultivo (McNiecey col., 1986; 1987; Kriegler y col., 1994).El precursorHPP-CFCde tipo

1 es el más inmaduro,representandoa un precursorpróximo a la célulaMRA (McNiecey

col., 1990) (figura 2).

Porotro lado, tambiéndentrodel compartimentopluripotente,Ploemachery col, describieron

un ensayoindirecto in vitro basadoen el crecimientode célulashematopoyéticasmurinas

sobre estromasfuncionalesde médulaósea, denominadocélulas formadorasde áreas

Cobblestone,CAFC (Ploemachery col., 1989).En estoscultivos, al cabode 10-28días, se

cuantificanlas áreascobblestoneo deempedradoquerepresentanaprecursoreshematopoyéti-

cos con distinto gradode madurezsegúnel tiempo transcurridodesdesu inicio. Así, las

CAFC formadasen el día 10 correspondenaun precursorequivalenteala CFU-Sl,d,mientras

que las formadas en el día 28 correspondena precursorespróximos a la célula MRA
(Ploemachery col., 1991) (figura 2). Basándoseen el cultivo de CAFC, Sutherlandy col.

describieronel ensayode células iniciadorasde cultivos de larga duración, LTC-IC,
determinándosetras 5-8 semanasde incubaciónlapresenciadeáreascobblestonequeal igual

quelasCAFC, representana precursoreshematopoyéticosmáso menosinmadurosen función
del tiempode cultivo (Sutherlandy col., 1989). Estudiosde Frasery col., sugierenquelas

célulasmadreen presenciade estromapuedenautomantenersey conservarsu capacidadde
repoblaciónpluripotente,lo quellevadaa pensarque al menosalgunasLTC-IC representan

célulasestrechamenterelacionadascon las célulascon capacidadde repoblaciónalargopíazo
(Frasery col., 1990; 1992) (figura 2).

1.1.1.2.Compartimentode precursorescomprometidos

A estecompartimentodeamplificacióndel sistemahematopoyéticopertenecenaproximada-

menteel 1 % del total decélulashematopoyéticas.Sonprecursoresqueposeenuna capacidad

deautomantenimientomuy restringida,o inclusonula, y una alta tasaproliferativa (figura 1)

(Lajtha y col., 1969; Metcalf, 1972). Los precursoresde este compartimentoestán ya

comprometidoshaciauna ó doslíneasde diferenciación,y su cuantificaciónselleva a cabo
mediantecultivos in vitro en matriz semisólida(Metcalf, 1980) (figura 3).

Precursores de la línea eritroide: Estan formadospor una poblacióncelular heterogénea,

definiéndosesegúnsu gradode maduración,tres precursoreseritroidesclonablesen ratón

(Axelrad y col., 1973; Gregory, 1976): unidad formadorade burst o eclosión eritroides

primitiva, BFU-Ep, que requiere7-8 díaspara su desarrolloin vitro, la unidad formadora

de burst eritroides madura,BFU-Em, que forma coloniastras 4 díasde incubación,y la
unidadformadoradecoloniaseritroides,CFU-E, másdiferenciada,que sepuedeidentificar
a los 2-3 díasdecultivo (figura 3). Ademásde IL-3 6 GM-CSF, los precursoreseritroides

requieren de la presenciade eritropoyetinapara su crecimiento(Eaves y Laves, 1978).
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McLeody col. observaronqueen las coloniasBFU-E,ocasionalmenteaparecíanmegacarioci-

tos, lo queles hizo postularquelos precursoreseritroidesconservabanuna bipotencialidad
eritroide-megacariocítica(McLeod y col., 1980).Recientementesehan obtenidoevidencias
de que los precursoresmegacariociticosy eritroidescompartenun precursormás inmaduro

común, lo queexplicaríalasobservacionesde McLeod y col. (McDonald y Sullivan, 1993).

Precursoresde la líneagranulomacrofaigica,CFU-GM: Fue el primer precursordonado

sobrematriz semisólida(Bradleyy Metcalf, 1966). Las coloniassecuantificandespuésde

‘7 días de incubación, formándosediversos tipos de colonias según su composición sea
mayoritaria en granulocitos, en macrófagoso en ambos tipos celulares (figura 3). Las

coloniasestánconstituidaspor una poblacióncelular muy heterogénea,existiendoentre las

células diferenciasde tamaño,densidad,capacidadde automantenimientoy respuestaa

estímulos(Metcalf y McDonald, 1975; Williams y Jackson,1977; Bol y Williams, 1980).

Paraqueel precursorCFU-GM de lugara coloniasin vitro serequierela presenciade IL-3

ó GM-CSF, factoresque puedensersustituidosporG-CSF 6 M-CSF.
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Precursores de la líneamegacariocftica:Sucultivo in vitro se describióen 1975 (Metcalf
y col., 1975). Posteriormentesehadescritola existenciadeprecursorescon diferentegrado

demaduración(L.evin, 1983; Chatelainy col., 1988; Williams, 1990;Long, 1993): launidad

formadoradeburstde megacariocitos,BFU-Meg, querequiere14 díasparasu desarrolloy
la unidadformadoradecoloniasmegacariocíticas,CFU-Meg, másdiferenciaday quecrece

en cultivo tras 7 díasde incubación.Los precursoresde megacariocitoscrecenen presencia

de IL-3, si bien son sensiblesa IL-6, Epo y trombopoyetina,factoresquesinergizancon la
IL-3 aumentandoel númerodecoloniasdemegacariocitosin vitro (Metcalf, 1994).En ratón,
las coloniasmegacariocíticasse puedenidentificarpor su actividadacetilcolinesterasa.

Precursoresde cosinófilos, CFU-Eo: Las colonias de eosinófilos crecen en cultivos

semisólidosal añadirmediocondicionadodebazoestimuladocon mitógeno(Metcalf y col.,

1974). En esteensayoclonal, la proliferacióin y diferenciaciónde cosinófilos no refleja la

capacidadrealde la médulaóseaparaproducireosinófilos.Debidoa ésto,sehanideadootro

tipo de ensayosen cultivo liquido que permiten cuantificar dicha capacidad(Strath y

Sanderson,1985). Esteprecursorestáreguladopor los factoresIL-3 e IL-5 que actúande

forma sinérgica(Sandersony col., 1985).

Precursoresde mastocitos/baséfilos,CFU-MastfBaso: Pharr y col, han descrito dos tipos
de colonias de mastocitos, colonias compuestasúnicamentepor mastocitos y que se

encuentranen unabajaproporciónen médulaóseay en sangreperiférica (CFU-MastlBaso)

y coloniasmixtas compuestaspor mastocitosy célulasdeotras líneashematopoyéticas(Pharr
y col., 1984).Este tipo de coloniassedesarrollanen cultivos semisólidostras la incubación

durante15 díasen presenciade mediocondicionadodebazoestimuladocon mitógenoy Epo.

1.1.1.3.Compartimentode célulasmadurasy en procesode maduración

En estecompartimentoseenglobanmásdel 95% del total de célulashematopoyéticas.Son

morfológicamentereconocibles,sin potencial de automantenimientoy proliferativamente

activas en estadiosinmaduros(figura 1). En circunstanciasnormales,la proliferaciónde la
mayor parte de las células de este compartimentocesacuando la célula ha madurado

completamente,migrandoen la mayoría de los casosal torrentesanguíneo.Las célulasya
maduras,circulantes,seagrupanen célulasrojas o eritrocitos, células blancaso leucocitos

y plaquetas(Metcalf y Moore, 1971) (figura 4).

Los eritrocitosde mamíferoscarecendenúcleoy porlo tanto,no tienencapacidadde síntesis
de ADN. Sus mitocondriasy los restantesorgánulos,limitados por membrana,tambiénse

pierden.Con estasimplificaciónestructural,estetipo decélulassanguíneasestánespecializa-
dasen la funciónprimaria de transportaroxígenode los pulmonesa los tejidos y dióxido de

carbonoen sentidocontrario.
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Los leucocitosson célulasnucleadascuya función principal es la departiciparen la defensa

del organismo.A estetipo celularpertenecentantocélulasde la línea linfoide, linfocitos T

y 13, como de la línea mieloide, monocitosy los tres tipos de granulocitos(neutrófilos,
eosinófilosy basófilos)(figura 4).

Lasplaquetasformadasen la médulaóseaa partirdemegacariocitosson tambiénanucleadas
en los mamíferos(figura 4). Su función principal es la de recubrirpequeñosdefectosdel

revestimientoendotelial de los vasossanguíneosy la de evitar las hemorragiaspromoviendo

la coagulaciónlocal de la sangre.

En la formación de estascélulas maduras,la pérdidade la capacidadproliferativa del

compartimentodeprecursorescomprometidosseacompañacon un desarrolloprogresivode
lascaracterísticasbioquímicas,antigénicasy morfológicasdecadalíneade célulasmaduras.

Así sucedepara las líneaseritroide, granulocíticay megacariocítica.No obstante,ciertas

célulasmadurasmantienenla capacidadde proliferaciónal serestimuladasapropiadamente,

entreéstasseincluyen los linfocitos T y B, mastocitosy algunosmacrófagostisulares.
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Paracompletarla lista de células que comprendeel sistema hematopoyéticoesnecesario
incluir a aquellascélulasque originadasen los órganoshematopoyéticosse asientanen

diversostejidos. Estegaxpo incluye a los distintosmacrófagostisulares(célulasdeKupffer
del hígadoy macrófagosalveolares),los osteoclastosdemédulay las célulasdeLangerhans

de la piel (Friedensteiny col., 1974). Así mismo, existe evidenciade que las células

endotelialestienenun origenhematopoyéticoal igual quelas célulasNK (natural killer) y las

célulasdendríticasdel tejido linfoide (Keatingy col., 1982; Silva y col., 1993).

1.1.2. Re2ulacióndel sistema hematonovético

Como ya sehacomentadoen elapartadoanterior, en el sistemahematopoyético,a partirde
una pequeñapoblación de células madrese van a originar una gran diversidadde tipos

celulares, lo que implica la necesidadde unos mecanismosde regulaciónperfectamente
coordinadosparamantenerla homeostasisdel sistema.Estos mecanismosde regulaciónno

sólo actúanen situacionesnormalesmanteniendoel equilibrioentreprocesosdeproliferación,

diferenciacióny maduración,sinoquehandepermitir controlarrespuestasrápidasdel sistema
hematopoyéticofrente a situaciones de emergenciaen donde se requiera una mayor

producciónde algunoo todos los tipos de célulasen sangre.

Se han propuestoal menos3 modelosno excluyentespara explicar cómo tiene lugar la
regulacióndel sistemahematopoyético:

• El modelo estocásticopropone que la decisión de una célula madre en condiciones

fisiológicas para automantenerseo para diferenciarestá determinadapor un mecanismo

aleatorioquees intrínsecoa la propiacélula (Tilí y McCulloch, 1964; Humphriesy col.,

1981). Posteriormente,Ogawa y col, propusieronque el compromisode precursores

hematopoyéticospluripotenteshaciauna línea de diferenciacióntambiénsedaun proceso

estocástico(Ogaway col., 1983; Gordony Amos, 1994).

• El modelo del microambientehematopoyéticoinductivo,descritopor Trentin, propone
que la regulaciónde la hematopoyesistiene lugar a travésdel microambiente(Trentin,

1970). Posteriormente,Schofieldpropusoque las células madreselocalizan en dominios

del estromacte la médulaóseaa los cualesdenominónichos hematopoyéticos,dondela

célula madre se mantienequiescente(Schofield, 1978). En el nicho hematopoyéticose
definenlascondicionestanto celularescomohumoralesque permitenquela célulamadre

seautomantenga.Porotraparte,elmicroambientetambiénintervendríaen las etapasfinales
de diferenciaciónde las células hematopoyéticas,creandoel entornoadecuadopara el

alojamiento de cada tipo celular y determinandolas etapasfinales de maduracióny

organizacióncelulardentrode los tejidos (Dexter y col., 1979).
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• Modelo de las restrictinas. Zipori y col. observaronque en presenciade estroma,las

célulasmadreseautomanteníanen cultivo, procesoqueno sehabíaobservadoen presencia
únicamentede factoreshematopoyéticos(Zipori y col., 1988; Zipori, 1990). Así, estos

autoresproponenqueelestromaproduciríatodaunaseriede factoreshematopoyéticos,las

restrictinas,encargadasde restringir y limitar las opcionesdecrecimientoy diferenciación
dequedisponenlas células.En el términorestrictinasseenglobaríantodos los factoresde

crecimientoe inhibidores hematopoyéticos,así comodiversosfactoresproducidospor el

estromaaún no caracterizados.Las restrictinasactuaríanbien como antagonistasde la
diferenciación(factoresde renovación)o como inductorasde diferenciación.

Teniendoen cuentaestos tres modelos, se consideraque en la regulación del sistema

hematopoyéticointervienendos componentes,uno humoral, en dondese englobaríanlos

distintos factores hematopoyéticos(factoresde crecimientoe inhibidores) y otro celular,

compuestopor las células estromalesy la matriz extracelular. Aunque ambos tipos de
regulaciónactúan simultáneamentey en estrechacooperación,formandoel microarnbiente

hematopoyético,en esteapartadose van a presentarpor separadoya que ésto facilita su

exposición.

1.1.2.1.Regulaciónhumoralde la hematopoyes¡s

Si bien la eritropoyetinafue descritaen el año 1906, hastamediadosde los años60, cuando
sedescribieronlas diferentestécnicasde cultivo in vitro deprecursoreshematopoyéticos,no

sepudoavanzaren el conocimientode los distintosfactoresdecrecimientoe inhibidoresque
intervienenen la regulaciónhumoraldel sistemahematopoyético.

Así, medianteel usode técnicasdecultivo in vitro deprecursores,sepusodemanifiestoque
los factoresde crecimientoeran esencialesno sólo paraque los precursoressobrevivieran,

sino tambiénpara que proliferarany diferenciaran(Golde, 1984; Metcalf, 1984a; 1984b;
Dexter y White, 1990).Además,estastécnicasconstituíanun modeloidóneoparadeterminar

la presenciade factoresactivosen extractosde tejidos o en medioscondicionados.Portanto,

el usode cultivos semi-sólidosdeprecursorespermitiódetectar,aislary caracterizarla gran

variedadde factoresde crecimientoe inhibidoresimplicadosen la regulaciónhumoraldel

sistema hematopoyético.En la actualidadse conocenmás de 20 factoresde crecimiento
hematopoyéticodistintos,a los que hay que añadir toda una serie de factoresinhibidores

(Lord y Wright, 1982; Metcalf y Merchav, 1982; Axelrad, 1990; Heyworth y col., 1990;

Anagnostouy col., 1991; Guigon y col., 1993).

En esteapanadoseva a intentardar una idea generalde la regulaciónhumoraldel sistema

hematopoyético,sin entraradescribirindividualmenteel papeldecadafactorhematopoyético

en dicha regulación,informaciónque serecogeen las tablas1 y II, y en la figura 5.
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Introduccidn

Las funciones asociadasa las diferentes moléculas reguladorasdescritas incluyen la
estimulacióno inhibicióndela proliferacióny diferenciacióndeprecursoreshematopoyéticos,

supervivenciain vitro, automantenimiento,así como la potenciaciónde la función de las

célulashematopoyéticasmaduras.

Cuandocomenzarona caracterizarselos diferentesfactoresreguladoreshematopoyéticosse

observóquealgunosde estosfactorestenían funcionessimilareso solapadas,lo quellevó a
pensarquehabíamás factoresde los querealmenteseríannecesarios(Metcalf, 1984b; 1993).
Esta redundanciase ponía de manifiesto al observarseque diferentesfactorestenían los

mismosefectossobreun determinadotipo celular.Por ejemplo,la IL-3, GM-CSF y G-CSF

soncapacesde inducir la formaciónde coloniasgranulo-macrofágicasin vitro (figura 5).

Con el usode anticuerposmonoclonalesespecíficosfrentea factoresreguladores,asícomo

de ratonestransgénicosdefectivosen algún factor, sehan obtenidoevidenciasqueponende

manifiestoel papelesencialde los factoreshematopoyéticos,a pesarde su redundancia.En

estesentido, la inyección de anticuerposespecíficosanti-eritropoyetinademostróque la
presenciadeestefactoresesencialparaquela eritropoyesissea normal(Schooleyy García,

1962). En un estudiosimilar, se observóque la administraciónde anticuerposanti G-CSF
produceneutropenia,poniendode manifiestoque el G-CSF desempeñaun papel importante

en la producciónbasalde granulocitos,función que no puedeser compensadapor otros

factorescomo el GM-CSFo la IL-3 (Hammondy col., 1991). Medianteestudiosen ratones

transgénicosdefectivosparael M-CSF, sehademostradoel papelesencialdeestefactor en
la formacióndeosteoclastosy algunosmacrófagos(Yoshiday col., 1990; Wiktor-Jedrzejczak

y col., 1991). Actualmente se trabaja en el desarrollo de animales con delección o

inactivaciónde genesparaotros factores(Lieschkey col., 1994).

Estasevidenciasmuestranqueesaaparenteredundanciapermiteal sistemahematopoyético

sermucho más flexible, y por tanto, que tengauna mayorcapacidadde respuestafrentea

diversassituacionesde demandacelular (Metcalf, 1993).

Aunqueesindiscutible la importanciade la informaciónobtenidade los estudiosin vitro con

factoreshematopoyéticos,el demostrarque estos factoresestabanpresentesen condiciones

fisiológicasfue un pasodecisivoparaaceptarsu papelen la regulaciónhumoraldel sistema
hematopoyético.En relación al papel fisiológico de los factorescabe destacar: (1) La

demostraciónde que los genesque codifican paralos factoresde crecimientoexistenen el

genomade mamíferos.(2) El hechode que los efectosobservadosin viti-o con los factores

hematopoyéticossereprodujeranin vivo, lo queimplicabaquelos efectosobservadosin viti-o

con estasmoléculasno eranun artefactode la metodologíaempleada.(3) La observaciónde

que en ratonesmutantesdeficientesparaun factorconcreto,dichadeficienciapodíacompen-

sarsecon laadministraciónexógenadel factor, ha demostradoquelos factoreshematopoyéti-

costienen un papel fundamentalin vivo paraque tengalugar una hematopoyésisnormal.
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Introducción

A la hora de explicarcómo los factoreshematopoyéticosregulanin vivo la hematopoyesis,

hay que distinguir dosniveles: por un lado, su acción sobrela función de células maduras,

y por otro, la influencia que estos factores tienen sobre el desarrollo de precursores
comprometidosy célulasmadrehematopoyéticas.

En relacióncon la función de células maduras,cuandoun tejido resultadañado,las células

de alrededorrespondenproduciendouna serie de factoresde crecimientoentre los que se

encuentranla IL- 1, GM-CSF,G-CSF y M-CSF. Una vezproducidoslos factores,éstosvan
a actuar como factoresquimiotácticos,atrayendohacia la zona dañadadiversostipos de

célulasmadurascomogranulocitosy macrófagosentreotros. Asimismo, los factorestambién

van a actuaraumentandola actividadfuncional de estascélulasmaduras.Una vez reparado
el daño, la producciónde factoresvuelveprogresivamenteal estadoestacionarionormal. Si

bien éstaesuna visión muy simplificadade lo que ocurre,en la que no setienenen cuenta

respuestassimultáneasde otros tipos celulares,constituyeun modeloválido.

A nivel de precursorescomprometidosy células madre hematopoyéticas,la situaciónes

mucho más compleja, ya que no sólo hay que producir el número adecuadode células

madurasparareponerel daño, sinoque hay que asegurarquesemantengael equilibrio entre

procesosde diferenciacióny automantenimiento(Dexter y col., 1984b). En un intento de

determinarcómo se regulan esosprocesosa nivel de precursoreshematopoyéticos,los
experimentosin vúro han aportado mucha información sobre el factor o factores que

determinanla proliferaciónde un determinadoprecursor.

Los precursorescomprometidossepuedenestimularin viti-o con factoresindividuales,aunque
seve aumentadasu proliferación si el cultivo serealizaen presenciade doso más factores

hematopoyéticos,pudiéndosetambién conseguir un aumentoen el número de colonias

formadasen el cultivo. In vivo, se reproduceel rangode acciónde los factoresestablecido

previamenteen estudios in viti-o, tanto cuando se administran múltiples factorescomo
individualmente.Porejemplo,el G-CSFproducegrandesaumentosdegranulocitosen sangre

periféricacuandoseadministrade forma exógena(Dúhrseny col., 1988).

La regulaciónhumorala nivel deprecursorespluripotentesesmucho máscomplejacomo se

ha observadoen ensayosin viti-o. Graciasal desarrollode distintas técnicasde cultivo de
precursoreshematopoyéticosdelcompartimentopluripotentey de lacaracterizaciónfenotípica

de estosprecursores,en numerososensayosse ha mostradoquepara queestosprecursores

proliferen se requierela presenciade múltiples factoresy que a medidaque se aumentael

númerode factoresañadidos,el precursoranalizadoes más inmaduro (Migliaccio y col.,

1991; Li y Johnson,1992; Miura y coL, 1993). La dificultad del estudiode células madre

in viti-o ha hechoque la regulaciónhumoral de éstasseaprácticamentedesconocida.
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Introducción

Teniendo en cuentalos resultadosde experimentosiii viti-o, donde la célula madreno se

automantieney los precursoresproliferan en presenciade factoreshematopoyéticos,todo

pareceindicar que la célulamadre¡u vivo debeestarprotegidaen el nicho hematopoyético,
lo que haceque se mantengaa nivelesconstantesa lo largo de la vida del individuo. En
cuantoabandonael nicho quedaríaexpuestaa todauna seriede factoresdel microambiente

que la hadanproliferar y diferenciar,al igual que tienelugar en los experimentosin vitro

(Dextery coL, 1977; Schofield, 1978).

Así, los datos de regulaciónhumoral in viti-o, en ausenciade estromafuncional, estarían
muchomás relacionadoscon la regulacióndel sistemahematopoyéticoen una situaciónde

estrés,mientrasqueen condicionesestacionariasdondelos nivelesde factoresheniatopoyéti-

cos sonprácticamenteindetectables,el estromahematopoyéticode la médulaóseadebeser

fundamentalen la regulacióndel sistema,

1.1.2.2.Regulacióncelularde la hematopoyesis:estromahematopoyét¡co

El hecho de que la hematopoyesistengalugar exclusivamenteen determinadostejidos del

organismo,ponede manifiestoel papeldecisivoquedesempeñael estromaen el procesode
la hematopoyesisy en su regulación.En la regulacióncelular no sólo van a intervenir los
distintostipos decélulasestromales,sino quetambiénla matrizextracelularva adesempeñar

un papel importante.

El estromahematopoyético,si bien en un principio sepensóquepodíaserun simplesoporte

de células hematopoyéticas,hoy se sabe que tiene un papel directo e indirecto en la
regulacióndel sistemahematopoyético,lo cual, se puso de manifiesto fundamentalmente

mediante estudios en ratones mutantes y cultivos de larga duración de médula ósea

(LTBMCs) -

Existen cepas de ratonescon mutacionesen los loci W o Steel del cromosoma5 y 10

respectivamente(W/Wv y SI/Síd)que secaracterizanporpresentarunaanemiamacrocítica.
El estudiodeestosratonesmutantespusode manifiestoqueel origende la anemiaenambas

cepaseradiferente. Los ratonesmutantesWIWv tienenun estromahematopoyéticonormal
pero muestranun defectoen la población de células madre.En estos ratonesla anemiase

cura si seles practicaun trasplantede médulaóseaconvencional(McCulloch y col., 1964).

Los ratones SI/Síd tienen una población de células madre normal, pero un estroma
hematopoyéticodefectivo. En este caso, un trasplantede médula ósea no lleva a la

desapariciónde la anemia(McCulloch y col., 1965). Estos resultadosdemostrabanque son
necesariastanto unapoblación de célulasmadrenormalcomo un estromafuncional paraque

tengalugar una hematopoyesiscorrecta(Dextery Moore, 1977).
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Introducción

El desarrollode la técnicade cultivo de largaduraciónde médulaóseaen 1974, supusoun
pasodecisivono sólo para clarificar el papelreguladordel estroma,sino tambiénparael
conocimientode la estructuray la función de dicho estroma(Dextery Lajtha, 1974; Dexter

y col., 1977; Testay Dexter, 1977; Williams y col., 1977; 1978; Jones-Villeneuvey Philips,

1980; Dexter y col., 1981). En el LTBMC, sobreun estromahematopoyéticotienenlugar
procesosde proliferación y diferenciaciónde células madre hematopoyéticaspor largos

períodosde tiempo, reproduciéndosein viti-o, la hematopoyesísquetienelugar in vivo en la

médulaósea.

Utilizando el LTBMC seobtuvierondiversasevidenciasquedemostrabanla importanciadel

estromaen la regulaciónhematopoyética(Dexter y col., 1984a): (a) Cuandolas células de
médulase cultivabanen placassiliconizadas,queimpiden la adherenciade las células,no se

manteníala hematopoyesis(Dexter y col., 1977). (b) Célulasdel estromadeotrosórganos,

incluido el bazo, no erancapacesde mantenerla hematopoyesis(Reimanny Burger, 1979).

(c) La médulaóseade ratonesSí/Sídquetienenun estromadefectivo,no eracapazde formar

una capaadherentefuncional que mantuvierala hematopoyesis.

Con el uso deLTBMCs tambiénsedemostróque ademásde ser necesariala presenciade un

estromafuncional, las interaccionesentrecélulashematopoyéticasy célulasestromalesson

imprescindiblesparaquesemantengala hematopoyesis(Bentley,1981).Así, diversosautores
mostraronqueel contactodirectoentrecélulasdel estromay célulashematopoyéticasfacilita

el automantenimiento,la supervivenciay el desarrollotanto in vivo como in vitro dedichas

células(DexterycoL, 1977; Coulombely col., 1981; Kodamaycol.,1984; Spooncerycol.,
1986; Hunt y col., 1987; Whitlock y col., 1987;Robertsy col., 1988; Itoh y col., 1989). La

gran heterogeneidaddel estromamedularha dificultadoel estudiode interaccionesdecélulas

concretasdel estromacon células hematopoyéticas(Quesenberry,1990). Paraestetipo de

estudiosse utilizan líneascelularesestablecidas,al constituir poblacionesmás homogéneas

(Zipori y col., 1985).

En apoyo de la teoría del nicho hematopoyéticopostuladapor Schofield en 1978, se ha

observadoque la interacción célula madre-célulasestromaleses fundamental para el

automantenimientode la célula totipotente. Si la célula madre pierde este contacto,

abandonandoel nicho hematopoyético,quedaexpuestaa toda una seriede agentesexternos

quela inducirían a diferenciar(Dexter y col., 1977; Schofield, 1978).

El estromatambiénintervieneen la regulaciónhematopoyéticamediantela liberaciónde toda

una seriede factoresdecrecimientohematopoyético.Existen numerosostrabajosrealizados
en LTBMCs, en los que se describeque las células del estromaproducendiversosfactores

hematopoyéticos(Gualtieri y col., 1982; Heard y coL, 1982; Shadducky col., 1983, Kittler

y col., 1992), si bien las concentracionesde éstosno son muy elevadas(Tavassoliy col.,

1990). Ésto podríadebersea que la producciónde factoresde crecimientohematopoyético
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estéreguladade tal manera,quesólo seproducela cantidadde factor necesariaparasaturar

los receptorespresentesen los precursores(Tushinski y col., 1982).

Otro componentedel estromahematopoyéticoimplicado en Ja regulación del sistema

hematopoyético,es lamatrizextracelular.La matrizextracelularesunaestructuraaltamente

organizadasecretadaporcélulasdelestromaque,ademásdeproporcionarun anclajeparalos
precursoreshematopoyéticos,está implicada en la regulación de su proliferación y

diferenciación, ya que es capazde retenery presentarlos diversosfactoresa las células

hematopoyéticas.Esta matriz está constituida por colágeno, laminina, fibronectina,

fibrinógeno,hemonectina,proteoglicanosy moléculasdeadhesióncelular(Zuckermany col.,

1989).

El col4genodel tipo 1, III y IV secretadopor los fibroblastosconstituyela estructuraque

mantienela integridadfísica y funcional del estromahematopoyético(Gayy col., 1989).

La laminina secretadapor las células endotelialesy la fibronectina secretadapor los

macrófagosdel estroma,son proteínasque contienenel péptido de adhesiónArg-Gly-Asp

(RGD). Estepéptido está implicado en la unión entrecélulashematopoyéticasy el estroma

(Minguelí y col., 1992). Los procesosdemaduraciónde los precursoresde la líneaeritroide
estánasociadosa cambiosen los receptoresde fibronectina(Vuillet-Gauglery col., 1990).

El fibrinógeno,proteínapresenteen la regeneraciónde tejidos comola médulaósea,esa su
vez responsablede la agregaciónde plaquetasy adhesióncelular endotelial.Tambiénesun

agentemitogénico,así como potenciadordel efecto estimuladorde la IL-3 (Zhou y col.,

1993).

La hemonectina, es capaz de promover la unión de células de la estirpe granulocítica al
estroma. Esta unión disminuye al aumentarel grado de diferenciación de las células
granulocíticas,lo que podríarepresentarun mecanismode liberaciónde célulasmadurasa

la circulaciónperiférica (Campbelly col., 1987; Petersy col., 1990>.Tambiénpromuevela

unión deprecursoresCFU-GM y BFU-E al estromahematopoyético.

Otrasproteínasde la matriz extracelularson los proteoglicanos,moléculasmuy complejas

con numerosascadenasdeglicosaminoglicanosunidasaun núcleoproteico(Spooncery col.,

1983; Wight y col., 1986; Minguelí y Tavassoli, 1989). El interés sobreestasmoléculas
surgió al observarseque ciertosproteoglicanosestabanlocalizadosen áreasconcretasdel

bazo, en dondeestabateniendolugarunafuerteactividadhematopoyética(McCuskeyy col.,

1972).

El glicosaminoglicanoheparán sulfato puedeunir de forma selectivaGM-CSF e IL-3,

presentándoselosdespuésa precursoreshematopoyéticos(Roberts y col., 1988). Esta
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interacciónconstituyeuna formade almacenamientodeestosfactores,pudiendotambiénser
necesariapara su presentacióna las célulashematopoyéticasen una forma biológicamente

activa.

Otroscomponentesde la matrizextracelularson las moléculasde adhesióncelular (CAM),

las cualesse han identificadoen precursoreseritroides, mieloidesy linfocitos, asícomo en

las célulasdeestromacon las que interaccionan.La moléculade adhesióncelularICAM-1

esexpresadaporprecursoreseritroidesy mieloides,perdiéndosesu expresiónal aumentarel
grado de diferenciaciónde estosprecursores(Arkin y col., 1991).

1.2. EFECTOSDE LAS RADIACIONES IONIZANTES SOBREEL SISTEMA

HEMATOPOVETICO

La caracterizaciónde la radiosensibilidady la recuperaciónde los diferentescompartimentos

del sistemahematopoyéticotras la exposiciónaradiación,tieneimportantesimplicacionesen
la optimizaciónde los tratamientosantitumorales,asícomo en el tratamientodevíctimasde

accidentesradiológicos. Antes de iniciar la descripciónde los efectosde las radiaciones

ionizantessobre el sistema hematopoyético,se comentaránalgunosconceptosbásicosde

radiobiología(Thamesy Hendry, 1987; Hall, 1988).

Las fuentesde radiaciónmás comunmenteutilizadasen radioterapiason los rayos X o los
rayosy. Ambas son formas de radiaciónelectromagnéticade baja transferencialineal de

energía (LET) que no se diferencianpor sus propiedades,sino por la forma en que se

producen.Los rayos X tienen su origen en la cortezadel átomo y los rayos -y procedendel

núcleo.

Cuandola radiaciónionizanteinteraccionacon el materialbiológico tienenlugarunaseriede

acontecimientosfísico-químicosque van a producir un cambio biológico final. Según la
naturalezadel dañoproducido,los efectosbiológicos de las radiacionessepuedenclasificar

en efectosestocásticosy efectosdeterministas.

En los efectosestocásticos,la probabilidadde queocurrael efecto,pero no directamentela

gravedaddel mismo, dependede la dosisde radiación.Estetipo deefectosestárelacionado

con la aparicióndemutacionescromosómicas,bien en célulasgerminales(efectosestocásticos

hereditarios),o bien en célulassomáticas(efectosestocásticossomáticos).

En los efectosdeterministas,el daño se traduceen la muertede un númerosustancialde

células,existiendounadosisumbralpordebajode la cual no tienelugar efectodeterminista

alguno.Puestoque el númerode célulasafectadasestáen relacióncon la dosis,enestetipo
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deefectosla gravedadresultaproporcionala la dosisrecibida,a diferenciade lo queocurre
con los efectosestocásticos.

En esta memoria,únicamentese han abordadolos efectosdeterministasde las radiaciones

ionizantessobreel sistemahematopoyético

1.2.1. Dañohematonovéticoradioluducido

El sistemahematopoyéticoes altamentesensiblea la radiaciónpor serun sistemacon alto

potencial proliferativo, al tener que reemplazardiariamenteun gran número de células
maduras.Hayqueteneren cuenta,sin embargo,queeldañoproducidopor la radiaciónsobre

el sistemahematopoyéticova a dependertanto de la radiosensibilidadinherentea las células

consideradasindividualmente,comodela sensibilidaddeltejido, consideradoen su conjunto.

1.2.1.1.Radiosensibilidaddecélulashematopoyéticas

La radiosensibilidadcelularva a verseafectadapor diversosfactoresbiológicos, físicos y

químicos(Hall, 1988).En relacióncon los factoresbiológicos,cabedestacarque la fasedel

ciclo celular en la que se encuentrela célula, va a condicionarel que sea más o menos

radiosensible.En términosgenerales,las célulasson másradiosensiblesen las fasesG2 y M,

menossensiblesen faseG1 y másradiorresistentesen faseS o G0(Sinclair y Morton, 1966;
Denenkamp,1986).

En relacióna los factoresfísicos, los másdestacadosson la calidadde la radiacióny la tasa

de dosis. La irradiacióna una misma dosispero con distintas LET (transferencialineal de
energía),producedistintosdañosen el materialbiológico. Así, los neutronessonunas3 veces

más dañinosque los rayos X. Por otro lado, tasasde dosis bajas son menoseficacesen
cuantoa la producciónde lesionesquelas tasasde dosisaltas.

Por último, en cuantoa los factoresquímicos que influyen en la radiosensibilidadcelular,
hay dosgrandesgrupos,radiosensibilizadoresy radioprotectores,quecomosunombreindica

aumentano disminuyenrespectivamenteel efecto letal de una dosisdadade radiación.

Paraestablecerla radiosensibilidadde las células,sedeterminala muertecelularprovocada

tras la irradiación,construyéndoselas curvasde supervivenciacorrespondientesen función

de la dosis de radiación. De estascurvasse obtieneel valor de D0, que sedefinecomo la
dosisde radiaciónnecesariaparareducir la supervivenciade la poblaciónal 37% en la zona

exponencialde la curva(Elkind, 1977). El parámetroD0 esel que seutiliza paracomparar
la radiosensibilidadde distintas poblacionescelulares.
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Desde hace tres décadas,cuandoTilí y McCulloch determinaronpor primera vez la
radiosensibilidadde las CFU-S (Tilí y McCulloch, 1961; 1963) sehan realizadonumerosas

determinacionesde la D0 de distintos precursoreshematopoyéticosy en condiciones

experimentalesmuy distintas(Hendry y Lord, 1983) (TablaIII).

Precursor hematopoyético D0 (Gy) Referencia

CAFC2SJ 1,4b Ploemachery col., 1992

MRA (preCFU-S) l,2~ Meijne y col., 1991

CFU-S12~, 0,94a Meijne y col., 1991

CFU-S7, 0,71a Meijne y col., 1991

CFU-S~ O 77+0,03~ Hendry y Lord, 1983

CFU’.SS~J 1+00V Hendry y Lord, 1983

CFU-Mix l,44a lmai y Nakao, 1987

BFU-E 0,74a Imai y Nakao, 1987

CFU-GM l,8a Imai y Nakao, 1987

CPU-E 0,53~ lmai y Nakao, 1987

Tabla 111: Radiosensibilidadde
b

rayosy (0,6-1 MeV).

Con los datosdisponiblesen la actualidad,

de célulashematopoyéticasque:

precursoreshematopoyét¡cos.aRayosX (200-300kv),

sepuedeconcluir en relacióna la radiosensibilidad

• La radiosensibilidadcelular no se ve afectadapor la cepade ratón utilizada (Yuhas y

Storer, 1969), ni por la tasadedosis(Hendryy Lord, 1983). Sin embargo,esdependiente

del tipo de radiaciónutilizada (tabla III).

• En función del órganohematopoyéticode origen, la radiosensibilidadde los precursores

seve afectada.Así, las CPU-S procedentesdel bazomuestranunaradiosensibilidadsimilar
a las CFU-S del fémur (D0= 1,0), mientrasque las CFU-S de hígado fetal son más

radiorresistentescon valoresde D0 de 1,5 Gy (Hendry y Lord, 1983).

• Si bien sehabíapostuladoquelos precursorespluripotentesson mássensiblesa la radia-

ción cuantomás inmadurosson, los datosdeCAFC y MRA poníande manifiestoqueésto
no era así, siendolos precursoresmáspróximosa la célula madremenos sensiblesde lo

esperado(TablaIII). (Meijne y col,, 1991; Ploemachery col., 1992; VanOs y col., 1993).

-24-



Introducción

• Lascélulasdel estromahematopoyéticoson másresistentesa la radiaciónquelos precurso-
res hematopoyéticos.Las CFU-F, unidadformadoradecoloniasde fibroblastos,el único
representantedel estromaqueesclonable, muestranvaloresde D0 de2,2-2,6Gy (Hendry

y Lord, 1983; Imai y Nakao, 1987). Además, la radiosensibilidaddeprecursoresCFU-F
varía según la tasa de dosis utilizada, al contrario de lo observado en precursores

hematopoyéticos(Hendry y col,, 1984).

1.2.1.2.Radiosensibilidaddel tejido hematopoyético:síndromede la médula ósea

Los distintosprecursoreshematopoyéticostienen una radiosensibilidadmuy elevada,lo que

convierteal sistemahematopoyéticoen un tejido muy sensiblea las radiacionesionizantes.

Así, tras la exposicióna dosismoderadasderadiación,del ordende 1-10Gy, tienelugaruna

aplasia parcial o total del tejido hematopoyético,provocándoselo que se conocecomo
síndromede la médulaóseao síndromehematopoyético,el cual producela muertedel

individuo en 2-6 semanas(Butturini y col., 1988; Hall, 1988; UNSCEAR, 1988).

El síndromede la médulaósea secaracterizapor un daño a nivel del compartimentode
células madrey precursoreshematopoyéticos,que va a conducir en último término a un

descensoen el número de células madurasen sangreperiférica, lo que se conocecomo

pancitopeniay queva a sercausafundamentalde la muertedel individuo.

El bruscodescensoen el contenidode leucocitostras la irradiación(leucopenia),conducea
unadisminucióno falta de resistenciaanteprocesosinfecciosos,así comoa un descensoen
la producción de anticuerposy a la ausenciade barreras protectoras(piel, intestino,

pulmones),causasque favorecenla apariciónde infeccionesoportunistas.Por otra parte, la

disminucióndel númerode plaquetas(trombopeniao plaquetopenia),indispensablespara
la coagulaciónsanguínea,lleva asociadauna marcadatendenciaa las hemorragias,que

sumadoa la falta deproducciónde nuevascélulasde la serieroja puedeprovocaruna grave

anemia. Si no se consigueremitir estos síntomasa tiempo, se producela muerte del

individuo irradiado. La dosisparaproducir el 50% de mortalidaden 30 días (LD5O/30) está

entre 2,5-6,0Gy, para especiesde gran tamaño,entre las que cabedestacarla especie
humana.Pararatonesy ratas la LD50/30 generalmentees mayor: 6-9 Gy.

1.2.2. Recuperaciónhematopovéticaespontáneadespuésde una irradiación

Ya se ha mencionadoen el apartadoanterior, que como consecuenciade la exposicióna

radiacionesionizantes,el sistemahematopoyéticova a sufrir un daño,cuyagravedadva a ser

proporcional a la dosisde radiaciónrecibida. Sin embargo,siempreque la irradiaciónno

supongala desapariciónde todas las célulasmadrehematopoyéticas,va a tenerlugar una
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recuperaciónespontáneadel sistema.

En relacióncon los precursoresCFU-S, se ha descritoquetras unairradiaciónmoderada,la
poblaciónde CFU-Ssupervivientecomienzatras 24 ó 48 horasa repoblarsucompartimento,

con un tiempomedio de duplicaciónde 28 horasen el fémur y de 16 horasen el bazopara

radiacionessuperioresa 3 Gy (Lajtha y col., 1971), siendo mayor el tiempo medio de

duplicacióna medidaquedesciendela dosis de radiación. El tiempo medio de duplicación

de 28 horases similar al que poseenlas CFU-S no irradiadas,transplantadasa un receptor
primario y probablementerepresentael valor óptimo de duplicación para situacionesde

reconstituciónhematopoyética.

Despuésde la fasede recuperación,algunosautoreshan mostradoque las CFU-S alcanzan
valorespróximosal control, sin queexistanevidenciasde dañoresidualen la CFU-S tras la

irradiación(Guzmany Lajtha, 1970). A esterespecto,existenopinionescontradictoriasya

que algunosautoreshan descritoque las CFU-S, 30 días despuésde una irradiación, se

encuentranpor debajode los valorescontrol (Grandey col., 1990). Así mismo, Croizat y

col, describieronquelas CFU-S tras una irradiaciónteníanmenorcapacidadpararegenerar

la hematopoyesisde ratonesreceptores(Croizat y col., 1970).

Se handescritonumerosascurvasde recuperaciónparalos distintosprecursoreshematopoyé-

ticos en funciónde la dosisde radiaciónutilizadaen el ensayo(Guzmany Lajtha, 1970;Testa

y col., 1974; Hendryy Lord, 1983; Imai y Nakao, 1987; Grandey col., 1990).

Imai y Nakaopropusieronunaclasificaciónde los distintosprecursoreshematopoyéticosde
médulaóseasegúnel modelode recuperacióna una dosisde 3,0 Gy (Imai y Nakao, 1987).

Un grupo estaría formado por las CFU-Mix, BFU-E y CFU-S1~, las cualesmuestranuna

recuperaciónmuy lentaqueno alcanzalos valorescontrol hastacasi los 30 días.Las CPU-E

muestranla caídamásseverainmediatamentedespuésde la irradiación,recuperandoseya a
los 5 díaspost-irradiación.Otrogruposeríael formadopor los precursoresmásradiorresis-

tentesCFU-GM y CFU-F, los cualescaenmásgradualmente,recuperándoseentrelos 10-14

díasdespuésde la irradiación.

En bazo, los patronesde recuperaciónson diferentesa los observadosen la médulaósea.

Varios díasdespuésde una irradiación subletal(4,5 Gy), los valoresde CFU-GM en bazo

seencuentranun ordende magnitudporencimade las CFU-S,y en eldía 17 post-irradiación
los nivelesson superioresa los controles,si bien vuelvenlentamentea los valorescontrol en

díasposteriores(Testay col., 1974).

Los nivelesde células madurasen sangreperiféricasevan a ver muy disminuidosporefecto

de las radiaciones ionizantes. La mayor parte de linfocitos son muy radiosensibles,

observándosedescensosincluso con dosis moderadasde rayos X, siendo el tiempo de
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recuperaciónfunción de la dosis de radiación.Las plaquetascon una vida mediade 4 días

(Odelí y col., 1961)sufrenuna caídamuy importantedespuésde la irradiación,alcanzando
el valor mínimosobreel día 10 post-irradiación.

1.2.3.Moléculascon capacidadpara favorecer la recuperación hematonovéticadesuués
de una irradiación

Si bien el sistema hematopoyéticoposee capacidadde recuperaciónespontáneatras la

exposicióna radiacionesionizantes,en ocasionesestarecuperacióneslenta y no se puede
evitar que tenga lugar la muerte del individuo. Además, en determinadostratamientos

antitumoraleses necesariointensificar la dosisde radiaciónpara aumentarla eficacia del
tratamiento,lo queconlíevaa un fuertedañodel sistemahematopoyético.Ambassituaciones,

han hechonecesariodesarrollartoda una seriede terapiasquepermitanacelerary/o mejorar

la recuperacióndel sistemahematopoyéticotras la irradiación.

Unade las primerasterapiasde apoyoutilizadasconsistióen transfusionesde sangre.Los

resultadoscon estasterapiasno han sido satisfactoriosparael casodegranulocitos,aunque
resultantemporalmenteeficacespara eritrocitosy plaquetas.

Otro tipo de terapiaesel trasplantede médulaóseaalogénico,aunquepor su complejidad

y agresividadpuedeno resultarsiempreel másadecuadoa aplicar. Hayqueteneren cuenta
los riesgosde rechazoinjerto contrahuespedy las limitacionesde encontrarun donante

compatible(Blume, 1986).

Con el trasplante antólogo de médula ósea (Cale y Reisner, 1988) o de células madre
periféricas(DeMagalhaes-Silvermany col., 1993; Henon, 1993), partede las limitaciones
del trasplantealogénicosehan solucionado,pero son terapiasqueno sepuedenaplicar en el

caso de accidentesradiológicos.

Como se ha comentadopreviamente,las célulasmadre no son tan radiosensiblescomo se

habíadescritoinicialmente(Meijne y col., 1991; Ploemachery col., 1992; Van Os y col.,

1993) y además,la supervivenciade un númerobajo decélulasmadrees suficienteparaque

tengalugar la recuperacióncompletadel sistemahematopoyético(Dick y col., 1985; Keller

y col., 1985; Lemischkay col., 1986; Williams y col., 1986). Por ello, se pensóque una

buenaterapiadeapoyosería la administracióndecompuestosqueacelerarany mejoraranla
recuperaciónhematopoyéticaa partir de las células del individuo que hubieransobrevivido

a la irradiación, tanto en tratamientosde radioterapiacomo en el caso de accidentes
radiológicos.Ésto ha conducidoa que sehayandescritoun elevadonúmerode moléculasde

naturalezamuy diversa,capacesdeestimulary/o protegeral sistemahematopoyéticofrente

a una irradiaciónexterna.
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Debido alelevadonúmerodecompuestosdescritoshastael momento,resultaríainterminable
describirlostodos. En esteapartado,sepretendedar una visión de aquelloscompuestosque

porsu naturalezaquímica, relacionadacon los polisacáridos,o porsu papelfisiológico en la

hematopoyesis,tienenunaespecialrelevanciaen nuestroestudio.

1.2.3.1.Factoreshematopoyéticos

El hechode que los factoreshematopoyéticosestimulen la proliferación de precursores

hematopoyéticosin viti-o e in vivo, ha despertadoun gran interésen cuantoa su potencial

aplicaciónparaacelerarla recuperaciónhematopoyéticadespuésde tratamientosmielosupre-

sores.

La mayoríade los factoreshematopoyéticoshan sido donados,por lo que en la actualidad

sedisponede ellosen forma recombinante,permitiendosu estudioexhaustivotanto in viti-o

comoin vivo, en animalesde experimentación(ratones,perros,primatesno humanos,etc),

y en clínica, en pacientessometidosa tratamientosantitumorales(Testa y Dexter, 1989;
Glaspyy Golde, 1990; Moore, 1991) o en determinadosaccidentesradiológicoscomoel de

Goianaen Brasil (Butturini y col., 1988; Caley Butturini, 1990).

El factor estimulador de colonias granulo-macrofágicas,GM-CSF, no poseeuna fuerte
actividadradioprotectora.Cuandoseadministra1 díaantesó 1 díadespuésdeunairradiación

potencialmenteletal, es capaz de aumentarla supervivenciade los animalesal 20% con
respectoa un 0% en los controlesirradiados(Waddicky col., 1991).En ratonessubletalmen-

te irradiados,el tratamientocon GM-CSF inmediatamentedespuésde la irradiación,no es

capazde acelerarla recuperacióndeprecursoreshematopoyéticos(Talmadgey col., 1989).

Sin embargo,seha demostradotantoen animalesdeexperimentacióncomoen humanos,que

el GM-CSF es capaz de reducir el periodo de neutropeniaque sigue a tratamientosde

radioterapia,lo que disminuyeel riesgode apariciónde infeccionesoportunistas(Mayer y

col., 1987; Vadhan-Rajy col., 1987; 1990). El GM-CSF no sólo escapazdeaumentarlos
nivelesdeneutrófilos,sino queincrementalos valoresdemonocitosy eosinófilosen pacientes

con síndromemielodisplásico,anemiaaplásicay SIDA (Groopmany col., 1987; Vadhan-Raj,
1987; Clark, 1988; Champlin y col., 1989; Glaspy y Golde, 1990; Groopman, 1990).

También ha sido aplicadoen pacientessometidosa trasplanteautólogo de médula ósea,

acelerandola recuperaciónhematopoyéticaen estospacientes(Nemunaitisy col., 1988).

En el accidente radiológico de Goiania (Brasil), 8 víctimas se trataron con GM-CSF

mostrando una mejor recuperación de granulocitos, disminuyéndose el período de

granulocitopenia(Eutturini y col., 1988; Galey Butturini, 1990).
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El factor estimulador de coloniasde granulocitos, G-CSF, es un potenteradioprotector.

En ratonessometidosa dosispotencialmenteletalesde radiación,estefactorhematopoyético
provocael máximo aumentoen la supervivenciacuandoes administrado24h y 30 mm antes

de la irradiación(1.000 gg/kg), con valoresde supervivenciadel 62% frentea un 0% de

supervivenciaen los controles(Uckun y col., 1990; Waddick y col., 1991).

El tratamientocon G-CSF tambiénprovocauna recuperaciónhematopoyéticamásrápidaen
ratonessometidosa una irradiaciónsubletal.Estarecuperaciónseponede manifiestoanivel

de eritrocitos, leucocitos y plaquetas,así como a nivel de precursoreshematopoyéticos

pluripotentesy comprometidosde la médula ósea(Patcheny col., 1990; Tanikaway col.,

1990).

En clínica,el G-CSF ha sido utilizado en todos aquelloscasosen los que era necesariauna

recuperaciónrápidadeneutrófilos,observandosereduccionesen los períodosdeneutropenia

en pacientesque habíanrecibido tratamientosseverosde quimioterapia,en enfermoscon
neutropeniacongénita,leucemia,síndromesmielodisplásicosy SIDA (Masaokay col., 1989;

Hestdaly col., 1990; Negrin y col., 1990)

El factor estimulador de colonias de macrófagos,M-CSF, ha sido el factor menos

estudiadoen cuantoa su actividad radioprotectora,quizásdebidoa que inclusoa dosisbajas

muestraciertatoxicidad,con apariciónde fiebrey otrosefectossecundariosno deseados,que

limitan tremendamentesu aplicación (Whettony Dexter, 1989). En pacientessometidosa

quimioterapiao con neutropeniacrónica, el tratamientocon M-CSF produceun incremento

transitorio y de pequeñamagnitud en el número de neutrófilos (Motoyoshi y col., 1986;
Komiyamay col., 1988).

La interleuquina-1,lUí, es uno de los radioprotectoresmás potentesdescritoshastael

momento. El tratamientocon 0,25 mg/kg de IL-l protegea los ratonessometidosa dosis
potencialmenteletalesde radiación,provocandoun fuerte aumentoen la supervivenciade

estosanimales(100%frenteal0% en los controles)cuandoel tratamientoserealiza20 horas

antesde la irradiación (Neta y col., 1986; Wu y col., 1989; Constiney col., 1991). En
ratonessubletalmenteirradiados,el tratamientocon IL-l acelerala recuperaciónde CPU-

GM, BFU-E y CFU-Megen la médulaósea(Schwartzy col., 1987; 1988).

La supervivenciade ratonesirradiadoscon una dosispotencialmenteletal disminuíacuando
setratabanpreviamentecon un anticuerpocontra uno de los receptoresde la IL- 1 (Neta y

col., 1990). Por otro lado, eseanticuerpotambiénbloqueabael efectoradioprotectorde la

IL-l, así como la producción de factores hematopoyéticosinducida por este factor

hematopoyético.Estosdatosponen de manifiestola relevanciade la IL- 1 en la radioprotec-
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ción endógenade ratones(Netay col., 1987; 1990).Zucali y col. handemostradoquela IL-l

ejerce su efecto radioprotectorprotegiendocélulas con capacidadde repoblación, tanto a
corto, comoa largo plazo (Zucali y col., 1994).

El tratamientocon IL- 1 lleva asociadouna seriedeefectossecundariosno deseadosquehan

dificultado tremendamentesu utilización en clínica. Estosefectoshan podido eliminarseen

el nonapéptidosintéticoderivadode la lUí (Frascay col., 1991).Estenonapéptidosintético,

escapazdeaumentarla supervivenciade animalessometidosa dosispotencialmenteletales

de radiación,si bien su efectoesmenorque el de la IL-l nativa.

La interleuquina-3,IL-3, administradaa ratonesirradiadoscon dosispotencialmenteletales

no incrementa la supervivencia(Neta y Oppenheim, 1988). Sin embargo, en ratones
sometidosa dosis subletalesde radiación,incrementade forma significativa los niveles de

precursoreshematopoyéticos(Neta y Oppenheim,1988).Estudiosclínicos apuntana que la

IL-3 escapazde estimularla mielopoyesis,trombopoyesisy en menorgradola eritropoyesis

en pacientescon mielosupresiónmedular(Gansery col., 1990).

La interleuquina-6, IL—6, no aumentala supervivenciade ratonesirradiadoscon dosis

potencialmenteletales,perocuandoseadministraaratonessubletalmenteirradiadosescapaz
deestimularla recuperaciónhematopoyética.Dosisde 1.000~g/kg/dia deIL-6 durante6 días

aceleranla recuperacióndeprecursoresCFU-S, CFU-GM y CFU-Een médulaóseay bazo,

asícomo la recuperaciónde leucocitos,eritrocitosy plaquetasen sangreperiférica(Patchen
y col., 1991).DosismásbajasdeIL-6 (10gg/kg/día)inhiben la recuperaciónhematopoyética

tras irradiación, disminuyendolos números de precursoresen los ratones subletalmente
irradiados,e incluso reducenla supervivenciade ratonesirradiadoscon dosispotencialmente

letales(Pojday col., 1992).

La producciónde IL-6 se ve estimuladatras el tratamientocon IL-l o TNF (Neta y col.,

1988b; Mclntosh y col., 1989), habiéndosedemostradoque la IL-6 tiene una importante

contribucióna la resistencianaturalal dañoradioinducidoy también en la recuperacióntras
irradiación inducidapor IL-l y TNF (Neta y col., 1992).

El stemceilfactor, SCF, también muestracapacidadradioprotectoraen ratonesirradiados

con dosispotencialmenteletales,incrementandode manerasignificativa la supervivenciade

estosanimales.El máximoefecto(100% de supervivenciafrenteal 0% en los controles)se

obtienecuandoseadministran3 dosisde SCF (100 pg/kg) 20 y 2 h antesy 4 h despuésde
la irradiación (Zsebo y col., 1992). En estos animalesse ha observadouna recuperación

aceleradaen el contenidode célulasmadurasen sangreperiférica, así como de precursores
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hematopoyéticosen médulaósea.En ratonesirradiadoscon dosissubletales,el tratamiento
con SCFdurante17 díasconsecutivos(200~g/kg/dla)estimulala recuperaciónhematopoyéti-
ca a nivel deCFU-S, CFU-GM, leucocitosy plaquetas(Patcheny col., 1994). Netay col.,

han demostradorecientementeque el SCF es un factor crítico para la recuperación

hematopoyéticadespuésde una irradiación (Neta y col., 1993).

El factorde necrosistumoral, TNF, es capazde aumentarla supervivenciahastaun 55%
en ratonessometidosadosispotencalmenteletalesderadiacióncuandoseadministra20horas

antesdela irradiaciónadosisde5-10ng/ratón,frentea un 8%desupervivenciaen el control

(Neta y col., 1988a).A nivel de recuperaciónhematopoyéticatras una irradiaciónsubletal,

el tratamientoconTNF antesde la irradiación,acelerala recuperacióndel compartimentode

célulasmaduras(plaquetas,eritrocitosy leucocitos)y deprecursoreshematopoyéticos(Siordal

y col., 1989).Debidoa la alta toxicidadasociadaa estecompuesto,no seha llegadoa utilizar
en ensayosclínicos. Al igual quela IL-l, IL-6 y SCF,el tratamientocon anticuerposantiTNF

produceun descensoen la supervivenciatrasdosispotencialmenteletalesderadiación,lo que

sugiereun papelimportantedeestefactorhematopoyéticoen la radioprotecciónendógenade

ratones(Neta y col., 1991).

1.2.3.2.Polisacáridosy compuestosasociados

Los polisacáridosy otras moléculasque tienen en su composiciónunaparteoligosacarídica
(glicoproteinas,lipopolisacáridos,etc) ocupan un lugar importantedentro de la familia de

compuestoscon capacidadradioprotectora.

El lipopolisacáridoo endotoxinabacteriana(LPS) es un agente inmunoestimuladore

inflamatorio, cuyosefectosin vivo estan mediadosfundamentalmentepor la inducción de

factoreshematopoyéticos,como la IL-l y el TNF (Beutíer y col., 1985; Neta y col., 1991).

La inmunizaciónpasivadeanimalescon anticuerposantiTNFevita la liberaciónde IL-1 eIL-

6 y a su vez, reducela mortalidaden situacionesdeendotoxemiainducidaporLPS (Fong y
col., 1989).

Una de las primerasactividadesdescritaspara el LPS fue su capacidadradioprotectora,

descritaya en 1953por Mefferd y col., los cualesmostraronque el tiempo quesobrevivían
los ratonesdespuésde una irradiación se veía aumentadopor el tratamientoprevio con

Piromén, un pirógeno bacterianode naturalezalipopolisacarídica(Mefferd y col., 1953).

Estudiosposterioresmostraronque la endotoxinade tipo Boivin, procedentede Proteus

morganhi, administrada24 h antesde la irradiación era capaz de aumentarde manera

significativala supervivencia.El gradode radioproteccióndependíadel tiempoen el que se
inyectabala endotoxinarespectoa la irradiación,asícomode la dosisde radiaciónutilizada
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(Ainsworth y Hatch, 1958; 1960). Como norma general, el LPS era más eficaz si se

administrabaantesde la irradiación, sin embargo,seobservócierta radioproteccióncuando

seadministróhasta24 h despuésde la irradiación.El rangode dosisactivasparael LPS es

específicopara cadatipo de LPS, siendo en estecasode 100 gg/kg (Ainsworth y Hatch,

1960).

La aplicaciónclínicadel LPS seha visto dificultadapor los efectossecundariosno deseados
asociadoscon el tratamientocon estecompuesto(Sparksy col., 1973).

Los muramil dipéptidos(MDPs) producennumerososefectosfisiológicos semejantesa los

producidospor endotoxinasu otros polisacáridosde origen microbiano: modulación de
mielopoyesis(Galelli y Chedid, 1983),estimulacióndeprecursoreshematopoyéticos(Wuest

y Wachsmuth, 1982; Broudy y col., 1990) y estimulaciónde resistenciainespecificaa

infecciones(Eppsteiny col., 1986).

Un análogosintéticodel MDP, el muramil tripéptido fosfatidil-etanolaminalipofílico (MTP-
PE), ha sido encapsuladoen liposomasMLV (vesículasmultilamelares)para reducir su

toxicidad y dirigirlo a monocitos/macrófagos(EUler, 1985; 1986; Schumanny col., 1989).

Cuandoesadministrado24 h antesde la irradiaciónproduceun aumentode la supervivencia

del 85% frentea un 16% en los controles.En animalessometidosa irradiaciónsubletal, el

tratamientocon MTP-PE acelerala recuperaciónhematopoyéticaen médulaóseaa nivel de
celularidady precursoreshematopoyéticos(Federocko,1994).

Se ha postulado que el efecto radioprotector del MTP-PE-MLV está mediado por la
producciónde factoreshematopoyéticosqueproduciríanunarápidarecuperaciónhematopoyé-

tica tras irradiación (Schwartzy col., 1987; Morrisey y col., 1988; Schwartz,1989; Slordal

y col., 1989). Además,estecompuestoescapazde aumentarel númerode precursoresen

fase-S,haciéndolosmás radiorresistentes,lo que contribuiríaa su actividad radioprotectora

(Federocko,1994).

Los poliglicanosson polisacáridoscompuestospor subunidadesde carbohidratos:fructosa,

glucosao manosa.Dentro deestegrupo, los másestudiadoshan sido los glucanos,tanto en
su formasoluble(glucano-F)como en su formaparticulada(glucano-P),aisladosdela pared
celularde la levaduraSaccharomyccscerevisiae.Ambos muestranactividadesbiológicasmuy

semejantes,si bien la forma soluble tiene la ventaja frente a la particuladade que su
administraciónno produceefectossecundariosde tipo hepatoesplenomegaliao formaciónde

granulomas(Deiman y Fahimi, 1980).

En ratonessometidosa dosispotencialmenteletalesde radiación, la administraciónde 60
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mg/kg antes de la irradiación de glucano-Pó F produce aumentossignificativos de la
supervivencia:53% y 60% respectivamente,frentea un 0% de supervivenciaen ratones

control (Patcheny Mcvittie, 1986b).El tratamientocon glucano-Py glucano-Fpotenciala
recuperaciónde leucocitos, plaquetas y heniatocrito en sangre periférica de ratones

subletalmenteirradiados(Patcheny McVittie, 1985). Además,seha descritoqueel glucano
aumentala resistenciadel huespedfrentea infeccionesoportunistas,inclusoantesdeque se

puedadetectarregeneraciónhematopoyéticasignificativa, lo que ha llevadoa postularqueel

aumentode resistenciafrentea infeccionesmás que deberseal efectodel glucanosobreel
sistemahematopoyético,es consecuenciade la capacidadde estecompuestoparaaumentar

y/o prolongarla funciónmacrofágica.Asimismo, existenevidenciasdequeel glucanopueda

actuar como un efectivo captador de radicales libres, lo que explicaría su capacidad

radioprotectora(Patcheny col., 1987),

Cuandosecomparala capacidaddel glucanoparaestimularla recuperaciónhematopoyética

en ratonessubletalmenteirradiados,con la mostradaporotrospolisacáridosde tipo fructanos

o mananos,seponede manifiestoque el glucanoes el que poseeel mayorefecto (Patchen

y col., 1984).

El AMS, principio activo del inmunoferon (AM3), es un complejo polisacárido-proteína

(glucomananofosforiladode 150 kDa obtenidode la paredcelularde Candidautilis) aislado

y purificadoporA. Guerreroy .LP. Pivel (IndustrialFarmacéuticaCantabriaS.A.). El AM5
ha mostradoserun potenteradioprotectory estimuladorde la hematopoyesisen ratón (Real,

1991).

Al igual que con la mayoríade los compuestosdescritoshastael momento,la actividad

radioprotectoradel AM5 es dependientedel momento en que se realiceel tratamientoen
relación a la irradiación. El tratamientocon AM5 1 día antesde la irradiación aumentala

supervivenciaal 90% en animalessometidosa dosis potencialmenteletalesde radiación,
siendoésta en el lote control del 10% (Real y col., 1992). Además,estetratamientocon
AM5 aminorala caídade los nivelesde leucocitosy eritrocitospost-irradiación,acelerando

la recuperaciónhematopoyéticatras unairradiaciónpotencialmenteletal. Así mismo,el AM5

poseecapacidadpara estimularprecursoreshematopoyéticosen ratonessometidosa dosis

subletalesde radiación (Real y col., 1992).

El AM5 ejerce su efecto radioprotector mediantela estimulación de la recuperación

hematopoyéticapost-irradiación. Diversasevidenciassugieren que los diferentes efectos
asociadoscon el AM5 estánmediadospor factoreshematopoyéticoscomola IL-1, SCF y M-

CSF (Gflenecheay col., 1994; 1995).
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En la actualidad,la administraciónde factoreshematopoyéticosde forma individual es la
terapiadeapoyomásampliamenteutilizada,habiéndoseobtenidoresultadosesperanzadores.

Hayque teneren cuenta,sin embargo,que son numerososlos estudiosque handemostrado
que la administraciónsimultáneadevarios factoreses la quereportamejoresrespuestasdel

sistemahematopoyético(Quesenberry,1986; Broxmeyer y Williams, 1988; Neta y col.,
1988a;Curtis y col., 1991; McNiecey col., 1991; Broxmeyer, 1992).

Así, aquelloscompuestosqueinduzcanla liberaciónendógenadevarios factoreshematopoyé-
ticos, supondríanuna alternativaa la administraciónde dichosfactores,con todauna serie

de ventajasasociadascomo es en primer término el costo del tratamientorespectoa una

terapiacon múltiples factores. De hecho,existen toda una serie de moléculasde diversa

naturalezaqueejercensu acciónsobreel sistemahematopoyéticoa travésde la inducciónde
liberación endógenade factores(King y col., 1992; McGrath y col., 1992; Pelus y col.,

1994; Glienecheay col., 1995).

En el trabajopresentadoen estamemoriasehaabordadola problemáticade la mielosupresión

inducida por radiacionesionizantes, centrándoseen la potencialidadde tres moléculas

polisacarídicaspararevertir o aminorardichamielosupresiónen el modelo animalde ratón.
Así mismo, se han intentado clarificar los mecanismosde acción de los polisacáridos
propuestos,tanto a nivel de caracterizaciónde los diversosefectosinducidos por estos

compuestos,comoa nivel molecular, estudiandolos posiblesmediadoresde su efecto.
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Objetivos

El objetivo principal en estatesis ha sido evaluar la capacidadradioprotectorade tres

moléculas de naturalezapolisacarídica,AM2 18, AM250 y AM25 1, en situacionesde

síndromehematopoyético,así como profundizaren los mecanismosde acción de dichas

moléculas.

Paraalcanzareste objetivo se han realizadodiversasaproximacionesexperimentalesque
permiten obtenerinformación sobredistintos aspectosrelacionadoscon las dosis activas,

órganoshematopoyéticosimplicados,pautasde administraciónefectivas,etc, lo que se ha

concretadoen los siguientesobjetivos parciales:

• Caracterizarel efecto estimulador de los polisacáridospropuestossobre el sistema
hematopoyéticode ratonesno mielosuprimidos.

• Evaluarla capacidaddelos polisacáridosseleccionadosparafavorecerla supervivenciade

ratones irradiados con dosis potencialmenteletales, con una atención especial a la
influenciade la pautade administraciónde los polisacáridos.

• Profundizaren los mecanismosderadioproteccióndelos polisacáridosarribamencionados,

determinando:

• La capacidadparaacelerarla recuperaciónhematopoyéticaen ratonesexpuestosa
radiacionesionizantes.

• El efectosobrela sensibilidaddeprecursoreshematopoyéticosfrenteala radiación.

• Determinarsi dichospolisacáridostienencapacidadde inducir la producciónde factores

hematopoyéticos.

La consecuciónde los objetivos parciales arriba mencionadoscon los tres polisacáridos

estudiados permitiría, no sólo caracterizaren detalle sus efectos sobre el sistema
hematopoyéticoen relación con su capacidadradioprotectora,sino tambiéndeterminarlas

implicacionesde los factoreshematopoyéticosen dichosefectos.

-36-



MATERIALES Y
MÉTODOS



Materialesy métodos

3.1. POLISACÁRIDOS

En base a datos de la bibliografía, en la que numerososcompuestosde naturaleza

polisacarídicase han descrito como moduladoresdel sistema hematopoyético(apartado

1.2.3.2.),y en función de la ampliaexperienciade IndustrialFarmacéuticaCantabriaS.A.

en la química de este tipo de compuestosy del CIEMAT en el estudio del sistema
hematopoyético,se llevó a cabo un plan concertadocoordinadoCDTI (n0 890058)

denominado:“Estudio y desarrollodepolisacáridoscomoagentesactivadoresde recuperación

hematopoyética”, cuyo objetivo final era la selección de una molécula de naturaleza
polisacarídicaactivacomorecuperadorhematopoyético.

Paraello se realizó un estudiosistemáticoincluyendo diferentesnivelesde screening.Tanto
la elección de los polisacáridos“cabezade serie” como el primer nivel de screening,se

realizóporel Departamentode Investigaciónde IndustrialFarmacéuticaCantabriaS.A.. Los

polisacáridos“cabeza de serie” fueron elegidosconsiderandosu origen biológico y su

estructura,procurandoabarcarel mayornúmerodevariables:homopolímerosno derivatiza-

dos linealesy ramificados,homopolímerosderivatizados,heteropolímeros,etc.

Se eligieron 30 polisacáridos“cabezade serie” que pasaronal primer nivel de screening

establecido(Real, 1991): análisisdel contenidodeprecursoresgranulo-macrofágicos(CFU-

GM) en bazo y médulaóseade ratón,5 díasdespuésdel tratamientopor vía i.v. con dosis
de 60 mg/kg o menores,dependiendode la dosis máximatoleradapara cadapolisacárido

determinadapreviamente.Asimismo, se cuantificaron los niveles de endotoxinao LPS
presentesen los productospara descartarla posibilidad de que el efecto estimulador

observadofuera consecuenciade una contaminacióncon LPS de las muestras,ya que este

compuestoestádescritocomo un potenteestimuladorhematopoyético(Ainsworth y Hatch,

1958; 1960).En este primer nivel de screening, 15 polisacáridos mostraron actividad

estimuladorasobreel sistemahematopoyéticomurino.

En base a su índice terapeútico y a otras consideracionesindustriales, se eligieron 3

compuestospertenecientesa la mismafamilia de polisacáridospolianiónicoscon diferencias

encuantoal porcentajey distribuciónde los residuosa lo largo de la cadenapolisacarídica.

Los 3 polisacáridosseleccionadostienen un alto pesomolecular, alrededorde 200 kDa,
determinadopor SEC/HPLC/RI,y muestranun patrón dedistribuciónunimodal. Con estos

3 compuestos,codificadoscomoAM2 18, AM2SO y AM2S1 sehanrealizadolos estudiosque

se presentanen estamemoria. Para su utilización, los tres polisacáridosse disolvieron en

aguadesionizadaa una concentraciónmáximade 6 mg/ml.
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3.2. MATERIAL BIOLÓGICO

3.2.1. Animales de experimentación

Los animalesutilizados han sido ratonesde la especieMus musculusde la cepa híbrida
B6CF1 resultadodel crucedehembraC57BL/ÓJcon machoBALB/c. Dichascepasproceden

de laboratoriosJackson(Bar Harbor, USA) y se críanen el estabulariode la Unidad de

Biología Molecular y Celular del Instituto de Medio Ambiente del CIEMAT (n0 registro

28079-21A).

Los ratonesfueron mantenidosa 220C de temperaturaambiente,50% de humedadrelativa,
fotoperfodode luz/oscuridadde 12 horas,con aguay piensoSandermus(Sanders)att libitum.

La edadde los ratonesutilizadosen los diferentesensayosera de 11-13 semanas,excepto

cuandose utilizaron como donadorespara la realizaciónde cultivos de larga duraciónde
médulaósea(8 semanasde edad) o como receptoresparael ensayoin vivo de la CFU-S (12-

24 semanasde edad).

La manipulaciónde los ratonesseha llevadoa cabode acuerdoa lasnormasestablecidasen
el ConvenioEuropeo(Estrasburgo,18-3-1986)y en el Real Decreto223/1988,de 14 de

marzo,sobreproteccióndeanimalesvertebradosutilizadoscon fines experimentalesy otros

fines científicos.

3.2.2. Suspensionescelulares de ór2anoshematopovéticos

Parala obtenciónde las distintas suspensionescelulares,los animalesfueron sacrificados,

previa anestesia,mediantedislocación cervical. Los distintos órganoshematopoyéticos,
médulaóseao bazo,seextrajeronen condicionesasépticas.Los órganosfueronhomogeneiza-

dos en medio IMDM’ (Gibco Life technologies).El númerode célulasnucleadasde la

suspensión,previamentediluida en líquido Turk2 para usar células no nucleadas, fue

determinadoporrecuentoen cámaradeNeubauer.Toda la manipulaciónde las suspensiones

celularessehizo a temperaturaambientey en cabinade flujo laminar.

medio Dulbeccomodificadopor Iscovesuplementadocon 20 ¡igimí de asparagina,75 U/ml de
sulfatode estreptomicina,75 gg/ml depenicilina-Gy tamponadocon 3,02 gIl debicarbonatosádico.

2 ácidoacéticoal 2% (y/y) y azul de metileno al 0,01% (y/y).
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3.2.2.1.Suspensióncelular de médula ósea

Unavez sacrificadoslos ratonesseextrajeronsusfémuresy tibias. La médulaóseaseobtuvo

perfundiendolos huesoscon medio IMDM, utilizandojeringasde 1 ml conagujasde0,5x16

mm. Al pasarla suspensiónpordicho tamañodeagujase consiguela dispersióndeposibles

agregadoscelulares.

3.2.2.2.Suspensióncelularde bazo

Losbazosfueronextraídosquirúrgicamentey sumergidosen mediodecultivo. Posteriormen-

te y con un homogeneizadorPoner, se disgregaronlos bazos hastadejar sólo la cubierta
conectivade los mismos. Tras desecharlos fragmentosmásgrandesde dichacubiertapor

decantación,sedisgrególa suspensiónpasándolaa travésde una agujade0,5x16mm, como
en el casode la médulaósea.

3.2.2.3.Extraccióndesangreperiférica.Obtencióndesuero

Parael contajedecélulasmaduraslasangreseextrajo deunade lasvenaslateralesde la cola

del ratón, recogiéndoseaproximadamente100 ¡fi sin necesidadde sacrificaral ratón. La
sangresemantuvo con EDTA 10 mM o heparinaal 1% libre de conservantes(Lab. LEO,

S.A.), con lo que seevitabasu coagulación.

Parala obtenciónde suero,una vez extraidala sangrede la venasubaxilardel ratón (sin
EDTA o heparina),sedejócoagulara 3RC durante1-2 horasy semantuvoa 40C, al menos

4 horas más, parapermitir la retraccióndel coágulo.Posteriormentese centrifugóa 1.200

rpm durante5 minutosen microcentrífuga(Eppendorfl,serecogióel sueroy secongelóa

-200C hastasu utilización.

3.2.3. Líneascelularesestablecidas

Sehan utilizado distintaslíneascelularesestablecidascomocontrolespositivosdela expresión
de factoreshematopoyéticosy en otroscasos,paraproducir mediocondicionado.En la tabla

IV seresumenlas propiedadesy métodosdecultivo de las distintaslíneascelularesutilizadas.

Para obtener medio condicionadode la línea WEHI-3b, las células se diluyeron a la

concentraciónde ío~ células/mlen medio suplementadocon 5% de FBS (y/y), recogiéndose

el sobrenadantecuandosealcanzabala concentraciónde 106 células/ml(aproximadamente3~7

díasdespués).
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Los cultivos de las diferenteslíneascelularessemantuvieronen frascosdecultivo (Nunc) a

370C, en atmósferade 95% dehumedadrelativay 5% de CO
2. En el casode líneascelulares

adherentes,al llegar las célulasa la confluencia,.— 1-3x10
5células/cm2dependiendodel tipo

de línea, fueron tripsinizadas(tripsina-EDTA3)y cultivadasa una dilución adecuada.

LÍNEA Y SU- ORIGEN UTILIZACIÓN MEDIO DE REFERENCIA
MNISTRO CULTIVO

C1271 tumor mamario control expresiónSCF DMEM5 + Tushinski y col.,
ECACC 10% FRS 1991
(900605o4)~

EL-4 linfoma T control expresión CM- DMEM + McOrath y col.,

ECACC CSF, G-CSF, IL-6, 10% FRS 1992
(85022105Est) TNFcx

L929 tejido conectivo control expresión M- IMDM + Ladner y col.,

ECACC CSF 10% FRS 1988
<85011425)

NJII 3T3 embriónde rat6n control expresiónSCF DMEM + Andersony col.,
ATCC Swiss 10% FRS 1990; Huangy
(CRL 1658) col., 1990

P388.0
1 mielomonoclticas control expresión IL-la DMEM + Mizel y Mizel,

Industrial Far- 10% FRS 1981; Rennick y

niacéutica Canta- col., 1987
bria S.A.

WEIII-3b mielomonocíticas control expresión IL-3 y McCoy ~ Dexter y col.,

ECACC producción de medio + 10% FRS 1980; Eliason y
(86013003) condicionado col., 1988

Tabla IV: Lineascelulares

500 ng/ml de tripsina, 220 gg/ml de EDTA, 160 gg/ml deglucosa,rojo fenol al 3% en PBS’

lx quees NaCí 137 mM, KCI 3mM, N%HPO48mM y KH2PO4 1,5 mM.

referenciaen la coleccidneuropea(ECACC) o americana(ATCC) de lineascelulares.

medio EaglemodificadoporDulbecco(GibeoLife technologies)suplementadoconL-glutamina
4,2x10’

3 M, 75 U/ml de sulfatode estreptomicina,75 gg/ml de penicilina-G y tamponadocon 3,70
g/l de bicarbonatosódico.

6 medio McCoy ‘s (Gibco Life technologies)suplementadocon ‘75 U/ml de sulfato de

estreptomicina,75 pg/ml de penicilina-Oy tamponadocon 2,20 g/l de bicarbonatosddico.
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3.3. CUANTIFICACIÓN DE PRECURSORESY CÉLULAS MADURAS
HEMATOPOYÉTICAS

3.3.1. Ensayo de precursoreshematonovéticosuluripotentes

El ensayode CFU-S, unidad formadora de colonias exógenasen bazo, serealizó siguiendo
el métododescritoporTilí y McCulloch (1961).Estecultivo serealizain vivo, medianteel

trasplantede una suspensióndecélulashematopoyéticasen ratonesreceptoressometidosa una

dosisde radiaciónpotencialmenteletal que suprimesu sistemahematopoyético(figura 6). En

nuestro laboratorio, la dosis de radiación utilizada fue de 10 Gy, suministradosen 2

fraccionesde 5 Gy con un intervalode 4 horasentreuna y otra. Con estadosisseconsigue

la no apariciónde coloniasendógenasproducidaspor el sistemahematopoyéticodel ratón
receptor,asegurandoa su vez un 90% de supervivenciade los ratonesduranteel ensayo.

La edad de los ratones

demostradoque la edad

(Maganto, 1985).

receptoresfue de 12-24 semanas.Datos del laboratorio habían

de los ratonesreceptoresno influye en la eficiencia del ensayo

Figura 6: Ensayode formación de coloniasexógenasen bazo,CFU-S,~.

RATÓN DONADOR FI(CSIBL x BALB/e)

4. 4
t~4

MÉDULA ÓSEA BAZO

4 4
SUSPENSIONES CELULARES

— — — —I — — —

5+5 Gy

RATOH RECEPTOR FI(CS7BL x SALa/e)

I
12 OlAS

POST. 1 R RA D ¡ A cié N

CUANTIFICACIÓN DE CFU-S
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En un período de tiempo no superiora 4-6 horas post-irradiación,un númerode células

hematopoyéticasapropiadoparala formación de 10-15coloniaspor bazofue inyectadoLv.

a los ratonesirradiadosen un volumen de0,2 ml en IMDM. Al cabode 12 díasse extrajo

el bazoa los ratonesreceptores,en cuyasuperficiesepodíanapreciara simplevistanódulos

redondeadosu ovales,resultadocadauno deellosde la proliferaciónde un precursorCFU-S

(Magli y col., 1982). Los bazosfueron fijados en soluciónTelly7, tomandolas coloniasun

color blanquecinosobreel fondo marrón oscuro del bazo (figura 6). Las coloniasfueron
contadascon la ayudade un microscopioestereoscópicoSMZ2 (Nikon).

3.3.2. Ensayo de precursores hematonovéticoscomprometidos

Se han utilizado técnicas de cultivo de precursoresgranulo-macrofágicos(CFU-GM) y

eritroides (BFU-E). Para ello, se ha utilizado el crecimiento clonal in vftro en matriz
semisólidade agar(CFU-GM) o de metilcelulosa(BFU-E).

3.3.2.1.Unidad formadorade coloniasgranulo-macrofágicas(CFU-GN’U

Los precursoresCFU-GM, que dan lugar a coloniasde granulocitosy macrófagos,fueron

los primerosprecursoreshematopoyéticoscrecidosin vitro en un ensayoclonal (Bradley y

Metcalf, 1966).

La técnicautilizada parael cultivo de precursoresCFU-GM es la que se lleva a cabo de

forma rutinariaen el laboratorio(Grande, 1988).

Los cultivos de CFU-GM serealizaronsobrematriz semisólidade agar(Bactoagar,Difco).

El medio de cultivo IMDM fue suplementadocon 25% (y/y) de suerode caballo (Flow),
previamenteinactivado (560C durante30 minutos) y 15% (y/y) de medio condicionado

WEHI-3b como fuentede factoresde crecimientohematopoyético,fundamentalmenteIL-3

(Dextery col., 1980) (figura 7).

A estamezclaseañadióla suspensióncelularpreparadaen IMDM y por último agaral 5%

(0,3% de concentraciónfinal). Se sembró 1 ml por placa de cultivo de 35 mm (Nunc),

sembrándose3 placaspor lote (figura 7). Con objeto de facilitar la gelificacióndel agar,las
placasse mantuvieronen el frigorífico durante10 minutos, incubándoseposteriormentea

370C, 5% de CO
2 y 95% de humedad.

etanol al 44% (y/y), ácidoacéticoal 31% (y/y) y formaldehidoal 2,3% (y/y).
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4,
MEDULA ÓSEA

Las coloniasCFU-GM secontarontras 7 díasde incubación,con ayudade un microscopio

Olympusstereo-zoom.Sólo fueronconsideradascoloniasaquellasagrupacionesquecontaban

con másde 50 células.

FI(C5781. x BALele)

4,
BAZO

4.
SUSPENSIáN CELULAR

EN IMOM

J

SUERO DE CABALLO (25%)
WEMI.Sb (15%)
AGAR (0.3%)

44

INCUBACIÓN

4

CUANTIFICACIÓN DE COLONIAS CFU-GM

4

(37
0C, 5% C0

2,95% hum.dad) 7 DíAS

4 4

Figura 7: Cultivo de precursoresgranulo-macrofágicos,CFU-GM.

3.3.2.2.Unidad formadorade burst eritroides (RFU-E)

El protocoloseguidopara el cultivo de BFU-E (Segoviay col., 1991) fue una

de la técnicadescritapreviamente(Metcalf y col., 1979; Tejero y col., 1984).

BFU-E serealizó sobrematriz semisólidade metilcelulosa(Dow ChemicalCo.).

modificación

El cultivo de

El medio de cultivo preparadopara el desarrollo de dichos precursoresfue IMDM

suplementadocon 15% (y/y) de FBS, 15% (y/y) de suero de caballo (previamente
inactivados), 1% de seroalbúminabovinadesionizada(Fraction V, Sigma), 15% (y/y) de

medio condicionadode la líneaWEHI-3b, 7 U/ml de eritropoyetina(BoehringerMannheim)
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y 0,9% de metilcelulosapreviamentesuplementada8(figura 8). A estamezclase le añadió
la suspensióncelularen IMDM, homogeneizándosecon laayudadeunajeringacon agujade

0,8x40 mm. Con cadamezcla,sesembraron3 pocillos de una placade 24 pocillos (Nunc),

dispensando0,3 ml/pocillo (figura 8). Los cultivos fueron incubadosa 370C, con atmósfera
al 5% de CO

2 y 95% de humedad. A los 7-8 días, el número de colonias BFU-E fue

cuantificadocon laayudadeun microscopioinvertidoDiaphot-TMD(Nikon) porobservación
en campo claro.

FI(C57BL x BALB/c)

4

.

br-.
MEDULA ÓSEA BAZO

4 4
SUSPENSIÓN CELULAR

EN IMDM

-J
y

Suero de caballo (15%)
Suero fetal bovino (15%)
WEHI-Sb <15%)
A SA (1%)
Metilcelulosa (0,9%)
Epo (7U/mI)

0,3 ml/pocillo

INCUBACION (37
0C, 5% CO

2 .95% humedad) 7 OlAS

4.

CLJANTIFICACION DE COLONIAS 8W-E

Figura 8: Cultivo de precursoreseritroides,BFU-E.

8 preparadaen medio IMDM ai 2,5%, suplementándosea unaconcentraciónde 2,SxltY
5 M de

a-tioglicerol (Fluka S.A.), 4x104 M de L-glutamina(Flow) y 2x10’ M de Na~SeO
3(Sigma).
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3.33. Cuantificación de célulasmaduras en san2reperiférica

La cuantificaciónde célulasmadurasen sangreperiféricaserealizó siempreen cámarade

Neubauer,de forma individualizadaparacadaratóny con ayudade un microscopioinvertido
Diaphot-TMD (Nikon):

• Leucocitos.La sangresediluyó en líquido Turk, el cual lisa los eritrocitos presentesen

la muestra,facilitandola cuantificaciónde leucocitos.

• Eritrocitos.Para su contajesediluyó la sangreen electrolito Isotón II (IZASA), solución
no hemolizante.

• Plaquetas.Parael contajede plaquetasla sangrese diluyó en una solución de oxalato

amónicoal 1% (Breckery Cronkite, 1950).Posteriormente,la muestradiluida semantuvo

durantemediahora en agitaciónmecánicaparahemolizarcompletamentelos eritrocitos.

3.4. CULTIVO DE LARGA DURACIÓN DE MÉDULA ÓSEA (LTBMC)

El protocolo de cultivo de largaduración de médulaósea utilizado (Real, 1991) fue una

modificacióndel descritopor Dextery col. (1977)(figura 9).

Médula procedentede ratones de 8 semanasde edad se perfundió directamente,y sin
dispersiónposterior,en frascosdecultivo de 25 cm2 (Nunc) con 10 ml de medio decultivo

Fischer9 (Gibco Life technologies),20% (y/y) de suerode caballopreviamenteinactivado

por calor (30 mm a 560C) y hemisuccinatosádicode hidrocortisona10~ M (Sigma). El

cultivo semantuvoa 330C y atmósferade CO
2 al 5%. Semanalmenteseretiró la mitad del

medio y se sustituyópor medio fresco. En basea la experienciadel laboratorioen estetipo
decultivos siempreseha utilizado el mismo lote desuerode caballo,con objetodeasegurar

el normal desarrollodel cultivo y la reproducibilidadentreexperimentos.

Con las condicionesdecultivo descritas,la celularidaddel sobrenadantey capaadherentede

los cultivos control semanteníaen un rangode 8 70±0,68x1tty 6,33±0,70x10
6célulaspor

frasco respectivamente.Los valoresde precursoresCFU-GM por frasco, eran de 20 28+

4,70xíO~ en el sobrenadantey de 37 45+8,50x103en la capaadherente.

suplementadocon 200 U/ml depenicilina-G,200pg/ml de estreptomicinasulfato y tamponado
con 1,12 gIl de hicarbonatosódico.
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Figura 9: Cultivo de largaduraciónde médulaÓsea(LTBMC).

Parala obtenciónde las suspensionescelularesdel LTBMC, seutilizaron al menos3 frascos

por tratamiento.Tras agitar suavementecada frasco, se procedió a la extracción del

sobrenadantecon ayudade una pipetaestéril. Una vezdeterminadala concentracióncelular

medianterecuentoen cámaradeNeubauer,la suspensiónsecentrifugóa 1.500 rpm durante

15 mm. Por un lado, seresuspendianlas célulasen IMDM, parapostenormentecuantificar
los precursoreshematopoyéticospresentes(figura 9). Porotro lado, el sobrenadantelibre de

célulasserecogióy congelóa -200C para el posterioranálisis de la producciónde factores
hematopoyéticosmedianteensayosde GM-CSA y ELISA (apartados3.5.1. y 3.5.3).

Parala cuantificacióndeprecursoreshematopoyéticos,la capaadherentede cadafrasco se

obtuvomediantelaadicióndetripsina-EDTA.La tripsinizaciónfuedetenidaañadiendomedio

IMDM suplementadocon un 10% (y/y) de suerode caballo. La suspensiónasí obtenidase

pasóa travésde unajeringacon aguja (0,5 x 16 mm) paraeliminar los agregadoscelulares,

FÉMUR TIRIA

MEDIO FISCHER
~ SUERO DE CABALLO (20%)4, HIDROCORTISONA 10~ M

RIO SEMANAL DE4, LA MITADCAM DEL MEDIO

4,

TRIPSINIZACIóN

SOBRENADANTE CAPA ADHERENTE4
1~~Irlfu~ación 4

— —

SOBRENADANTE rpm, ¶5 SOBRENADANTE

IMDM IMDM

SUSPENSIONES CELULARES

4 4
ANÁLISIS DE CELULARIDAD Y

PRECURSORES HEMATOPOYETICOS
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determinandoposteriormentelaconcentracióncelular.Al igual queenel casodel sobrenadan-
te, la suspensióncelular procedentede la capa adherentede 3 frascos se centrifugó,

resuspendiéndoseposteriormentelas célulasen medio IMDM (figura 9). Parala extracción

de ARN de la capaadherenteno setripsinizaronlas células,añadiéndosela soluciónde lisis

directamentesobrela capaadherente(apartado3.5.2.2).

3.5. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓNY PRODUCCIÓNDE FACTORES
HEMATOPOVETICOS

3.5.1. Determinaciónde la presenciade actividadestimuladora de colonias CFU-GM

<GM-CSA

)

El ensayotiene su baseen el cultivo convencionalde CFU-GM en matrizsemisólidadeagar

(Real, 1991). La suspensióncelularpreparadaen medio IMDM, sesuplementócon un 25%
(y/y) de suero de caballo inactivado. En estoscultivos el medio condicionadode la línea

WEHI-3b que aportalos factoresde crecimientohematopoyéticonecesarios,fue sustituido

porel sobrenadantelibre decélulasprocedentedel LTBMC a unaconcentraciónfinal del 10

al 30% (y/y) (figura 10). La actividadpresenteen el sobrenadanteesproporcionalal número

decoloniasCFU-GM que crecenen estascondiciones.

Figura10: Ensayode actividadestimuladoradecolonias(GM-CSA) en los sobrenadantesdeLTBMC.

LT BM C

4,
8082 ENADANTE

Centrifugación 1,500 rpm

15 mm

4,
SOSRENADANTE

LIERE DE CELULAS
(10-30 % y/y)

4,
Fi Suspensión de médula ósea

Suero de caballo (25%)
Agar (0,3%)

4,
CUANTIFICACIÓN DE COLONIAS CFU-GM
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3.5.2. Análisis de la expresiónde factores hematonovéticos

3.5.2.1.Sondasde ADN para factores hemnatopoyéticos

Parallevar a caboel análisisdela expresiónde factoreshematopoyéticosera imprescindible

el disponerde una colecciónde sondasquenos permitierareconocerel ARN mensajerode
los factores hematopoyéticosa estudiar. Nos interesabansondasen forma de ADN

complementario,lo que favorecesu especificidad,y que estuviesendonadasen plásmidos
recombinantesya queéstonosproporcionauna fuenteilimitada de sonda.

Todas las sondashan sido cedidaspor otros laboratoriosen formade ADN plasmídicocon

un gen de resistenciaa neomicina,por lo que fue necesariola transformaciónde bacterias

competentesy posteriorselecciónen presenciadeampicilina (100sg/ml) (Sambrooky col.,

1989). El aislamientode ADN de los plásmidosse realizó por el método de lisis alcalina

(Sambrooky col., 1989). Posteriormente,tras la digestión del ADN plasmfdico con las

enzimasde restricciónadecuadas,medianteelectroforesisen un gel de agarosasecomprobó

que los tamañosde los distintos fragmentosde ADN obtenidoscorrespondíancon los

descritospor los autores.En caso afirmativo, el fragmentode restricciónde ADN donado
sepurificó medianteel métodode la agarosacaliente(Sambrooky col., 1989).

En Northern blots realizadoscon ARN procedentede las líneas celularesutilizadascomo

controlespositivosde laexpresióndecadauno de los factoreshematopoyéticos,secomprobó

la capacidaddecadasondaparareconocerespecíficamenteel ARN mensajerode los factores.

Deestamaneraseseleccionaronlas sondasautilizar paralos distintosfactoreshematopoyéti-
cos murinos, que consistieronen:

• G-CSF,fragmentoEcoRI de 1.400 bp, cedidopor5. Nagata(OsakaBioscienceInstitute,

Osaka,Japan)en el plásmidopMG-2 (Tsuchiyay col., 1986).

• GM-CSF, fragmento EcoRI-PstI de 700 bp, cedido por E. Stanley (Ludwig Institute for
CancerResearch,Melbourne,Australia)en el plásmidopGM3.2 (Goughy col., 1985).

• IL-la, fragmentoEcoRI-Hindflíde420bp (Lomedicoy col., 1984)cedidoporP.Vassalli

(Université de Genéve,Geneve,Suiza) en el plásmido pSP65-ILl.

• IL-3, fragmentoEcoRI-HindIlI de 300 bp (Yokota y col., 1984)cedidopor P. Vassalli en

el plásmidopSP65-1L3.

• IL—6, fragmento EcoRl-BglJI de 650 bp (Chiu y col., 1988)cedido por J.C. Gutierrez

(HarvardUniversity, Boston, Massachusets,USA) en el plásmidopIL6/BS.
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• M-CSF, fragmento EcoRI-HindIII de 1.100 bp (Ladner y col., 1988) cedidopor P.
Vassalli en el plásmidopSPmM1.

• SCF, fragmento EcoRí de 598 bp (Anderson y col., 1990) cedido por Antibióticos

Pharmacia,S.A., Madrid, en el plásmidopUC-KL(t).

• TNFr, fragmento EcoRI-NcoI de 700 bp (Pennicay col., 1985)cedidopor P. Vassalli

en el plámido pSP65-mTNFA.

• Proteínaribosómica7S, fragmentoBamHI de200 bp (Balmain y col., 1982)en el plásmi-

do PA6.

El marcajeradiactivoparalas sondasdeADN serealizóporel métododel iniciadoraleatorio

(Feinbergy Vogelstein,1983),utilizandoa-32P-dCTP(3000Ci/mmol deactividadespecífica)

(Amershamo New England Nuclear) y oligonucleótidos6-mer (Amersham,Boehringer),

obteniendouna actividadespecíficafinal de 1-2x109cpm/~gde ADN. Los nucleótidosno

incorporadostras la reacción(1 hora, 370C) fueron retiradospor cromatografíaen columna
de exclusiónde sephadexG-50 (Pharmacia>(Sambrooky col., 1989).

3.5.2.2.Northern blot

ParaextraerARN total de la capaadherentede LTBMCs y decultivos de las líneascelulares

NIH 3T3, L929, C1271 y P388D
1,seretiróel sobrenadantede los cultivos, lacapaadherente

se lavó 2 vecescon “>PBS~~lx y se raspócon 2,5 ml de solución de lisis’
1 por frascode

cultivo de 25 cm2. Las líneascelularesWEHI-3b y EL-4 que crecenen suspensiónfueron

centrifugadasdurante15 mm a 1.500 rpm y la solución de lisis seañadióal precipitado,

aproximadamente10 ml por 10-30x106células.

ParalaobtencióndeARN a partirdeórganoshematopoyéticosprimarios,los fémuresy tibias

se perfundieroncon la solución de lisis (1 ml/hueso).Los bazos,una vez diseccionados,se
homogeneizaronen 10 ml de soluciónde lisis.

En la purificación del ARN se utilizó el métodoAGPC (isotiocianatode guanidinia-fenol-

cloroformoácido),basadoen la precipitaciónselectivadel ARN en frío con isopropanolen

10 NaCí 137 mM, KCI 3 mM, N%HPO
4 8 mM, KH2PO4 1,5 mM, CaCI20,9 mM y MgCI2 0,5

mM.

“ isotiocianatode guanidinia4 M (Sigma),citrato sódico 25 mM pH 7, sarcosinaal 0,5% y fi-
mercaptoetanol0,1 M.
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presenciade isotiocianatode guanidinia(Chomczynskiy Sacchi, 1987), con las siguientes

modificaciones: las muestrasse homogeneizarondurante2 mm en Ultra-Turrax; tras la

obtencióndel último precipitadose trató con proteinasaK (100 yg/ml) durante1 h a 370C
enacetatosódico0,3 M pH 6, EDTA lmM y SDSal 0,1%; sehicierondosextraccionescon

fenol-cloroformoequilibradopreviamentecon el mismo tampón de la proteinasaK y se
precipitócon etanoly acetatosádico(Ramírez,1992).Secomprobóquelas muestrasde ARN

no estabandegradadasmedianteelectroforesisen gelesde agarosaal 1 % utilizando como

tampón TBE’2 con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) que permite visualizar los ARN

ribosómicos.

El ARN (20 ó 25pg)seseparómedianteelectroforesisen condicionesdesnaturalizantescon
4,19g/l de tampónMOPS (Sigma)y formaldehidoal 6% (y/y), en gelesde agarosaal 1%

(SeaKemLE, FMC BioProducts) (Lehrach y col., 1977). La transferenciase hizo por

capilaridad durante 16 horas con SSC’3 20x a un filtro de nylon (Gene Screeen-Plus;
Dupont, New England,Nuclear). Posteriormenteel ARN fue fijado al filtro por irradiación

durante2 mm con rayos ultravioleta y mantenimientoa 700C durante2 horas. Para la

localizacióndel ARN ribosómico (ARNr), el filtro setiñó con azul de metileno (Sambrook

y col., 1989).

El filtro quecontieneel ARN, seprehibridódurante1 a 3 horasa 420C con una soluciónque
conteníaDenhardt’s5~Q4, formamidaal 50% (y/y), SDS al 1%, SSC Sx y Tris-HCI lOmM

pH 7,5. Posteriormente,sehibridó durante16 horascon la misma solución,a la cualsehabía

añadidoun 10% de dextranosulfatadoT500 (Pharmacia),200hg/ml deADN deespermade

salmón (BoehringerMannhein) y la sonda marcada,todo ello en estufa de hibridación
(Bachofer)a 420C paratodaslas sondas,exceptoen el casode las del M-CSF y 75, en donde

la prehibridacióne hibridaciónserealizóa560C debidoa la gran afinidadde estasdos sondas

por su ARN mensajero.

Los filtros selavarona 560C con SDS al 0,5% y SSC 0,lx (3 lavadosde 1 hora), para así
eliminar toda la marcainespecífica.Cuandola hibridaciónse realizó con las sondaspara el

M-CSF y 75, la temperaturade lavadoseelevóa 650C, lo que evitabaun excesode marca
radiactivaparaestassondas.Una vez lavadoslos filtros, se expusieronen películasKodak

X-OMAT (EastmanKodak, Rochester,NY) con pantallasintensificadoras(Cronexlighting,

Dupont) a -700C. El tiempo de exposiciónvariabaen un rango amplío segúnla sonda

12 TBE es lO mM de Tris, ¡0 mM de ácido bórico y 2mM de LOTA.

‘~ 5W Ix es NaCI 150 mM y citrato sódico 15 mM.

“ DenhardUslx es polivinil-pirrolidonaal 0,02%, BSA al 0,02% y FicoIl 400 al 0,02% (y/y).
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utilizada,desdeaproximadamente1 horaparala sonda75 hasta15-20díasparala sondade

la IL-3.

Los filtros sehibridaronsecuencialmentecon las sondasmencionadas.Entreunahibridación
y la siguientefue necesarioeliminarlos restosdel ADN hibridado,paralo cual serealizaron

3 lavadosde 2 mm en SDS al 0,01% y SSC0,Olx a ebullición.

3.5.3. Inniunoensavoenzimaitico.ELISA

Parala detecciónde factoreshematopoyéticossolubles, sehan utilizado kirs comercialesde

ELISA.

SUSTRATO

MUESTRA

Unión del anticuerpo Unión del factor
V a la fas, sólida al anticuerpo

Figura II: Método ELISA de doble
hematopoyético.

SUSTRATO

anticuerpopara la cuantificación de factores dc crecimiento

El método ELISA para la detección de factores hematopoyéticoses un inmunoensayo
enzimáticode doble anticuerpo(o tándem) (figura 11). Así, en placasde 96 pocillos que

contienenun anticuerpomonoclonalespecíficoparael factora analizar,secapturael factor

presenteen los controles y en las muestras.Despuésde lavar vigorosamente,se añadeel

Unión del anticuerpo 20

conjugado con poroxidasa
al factor retenido

CuantIficación del
anticuerpo 2 unido

al factor

Unión del anticuerpo
20 biotinllado al
factor retenido

Unión de la avidina cuantificación del
conjugada con peroxidasa anticuerpo ? unido

a la biotína al factor
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anticuerpopoliclonal secundario(específicopara un epítopo distinto del reconocidopor el
primer anticuerpo) biotinilado o conjugado con peroxidasa.En el caso de utilizar el

anticuerpobiotinilado, posteriormenteseañadeavidinaconjugadacon peroxidasaqueseunirá

a los complejosbiotiniladoscapturadosen el pocillo. La adición de la solución de sustrato
inicia un cambiodecolor catalizadocon peroxidasa(figura 11). La reacciónseparémediante

acidificación y los resultadosse leyeron a 450 nm en un lector de placas Multiskan
Bichromatic (Labsystems).

Con la ayudadel programaGenesisparaensayosen microplacas(Labsystem)se obtuvola
curvadecalibración,a partirde la cualsedeterminaronlas concentracionesde factor en las
muestrasexperimentales.

Los kits para la detecciónde GM-CSF, IL-3 e IL-6 (EndogenIne, Boston, Massachusetts,

USA) tienen unosnivelesmínimosde detecciónde proteínabiológicamenteactivade5, 3 y

15 pg/ml respectivamente.Parala IL-la (Genzyme,Cambridge,Massachusetts,USA), el
nivel de deteccióndel kir es de 15 pg/ml.

3.6. IRRADIACION

La irradiaciónsellevó a cabocon un equipode rayos-XM0324dePhilips, en la instalación
radiactivaIR-04 del CIEMAT, siguiendolos criterios y normasde ProtecciónRadiológica

querecogela legislación(ReglamentosobreInstalacionesNuclearesy Radiactivas,21/7/72;

Reglamentosobreprotecciónsanitariacontraradiacionesionizantes12/8/82-25/11/87).

La medidade exposición,necesariaparadeterminarla tasadedosisabsorbidaen tejido, se

realizó con el dosimetroFarmer2570 de NuclearEnterprisesy la cámarade ionizaciónde

0,6 cm3 modelo 2571 de la misma firma. La cámara fue calibradaen el laboratoriode
NuclearEnterprisesy posteriormente,en el LaboratorioOficial deCalibraciónde la División

de Metrologíadel CIEMAT, a una calidad de 100 KV y capahemirreductorade4,03 mm

Al. La estabilidadde la cámarasecomprobómensualmente,medianteuna fuentede Sr90tipo

2503/3 (NuclearEnterprises).

Para la irradiación global de los ratones, éstos fueron introducidos en recipientesde
metacrilatodiseñadosy construidospara estepropósito en el CIEMAT, en grupos no

superioresa 25. Duranteel períodode irradiaciónel recipienteseencontrabasituadoen una

mesagiratoria, situadaa43 cm del foco de irradiaciónde 300 kV y 10 mA, consiguiéndose

unatasadedosisuniformede 1,05 Gy/min, resultandolas variacionesde la dosisabsorbida

en los animales,inferior al 2%. Parasuspensionescelulareslas condicionesde irradiación

fueronde 250 kV y 12,8 mA, consiguiéndoseuna tasadedosis uniformede0,42 Gy/min.
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La filtración inherentenominal del tubo fue de 2,2 mm Be + 3 mm Al y la filtración

adicionalde0,4 mm Sn, 0,25 mm Cu y 1 mm Al. La capahemirreductora(HVL) resultante

fue de 3,2 mm Cu.

Deformaperiódicaserealizarondosimetríasbiológicascon objeto deestablecerla dosisde

radiación óptima para ensayosde CFU-S que permitieran una alta supervivenciade los
ratones,y que a su vez evitaranla aparicióndecoloniasendógenasen bazo.

3.7. ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los datosexperimentalesmostradosen la memoriarepresentanla mediaentreexperimentos.
En todos los casosestevalor medio va acompañadodel error estándarobtenidodeal menos

3 experimentos.

Las suspensionescelularesutilizadasen los distintosprotocolosexperimentalesprocedíande
la médulaóseao bazo de al menos3 ratones,en el casode LTBMCs, las suspensiones

procedíande 3 frascos/lote.

Paracadasuspensiónaanalizar,en el casodecultivos deprecursoresCPU-GMsesembraron

3 placasy en el casode ensayosde CFU-S se inyectaronde 8 a 10 ratones,haciéndoseen

cadacasola mediade los datos.

La determinaciónde la existenciao no de diferenciassignificativasentrelos valoresde los
lotes control y los lotes tratadosen los distintos experimentosse realizó medianteel test

estadísticot deStudent.Dicho métodoesválido para muestrasdepequeñotamaño,comolas

utilizadasen estetrabajo.

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

Significativo: p<O,OS (Mc)

No significativo: p>O,OS

En los ensayosde supervivenciase utilizaron 10 animales por lote, obteniéndoselos

porcentajesde supervivenciacon al menos30 animales.Los porcentajesde supervivenciase

compararonentregruposcon la pruebachi-cuadradoincluyendo la correcciónde Yates.En

estecaso, el nivel de significaciónse calculó a partir del valor de x2, estableciéndosela
significacióncuandop’z 0,05 (*).
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El trabajo presentadoen esta memoriase ha centradoen el análisis de la capacidadde
moléculasde naturalezapolisacarídicaparaactuarsobreel sistemahematopoyético,lo que

les conferidaunapotencialaplicacióncomoterapiadeapoyoen situacionesdemielosupresión

producidaspor las radiacionesionizantes. Las terapiasde apoyo desempeñanun papel
fundamental en el tratamiento de víctimas de accidentesradiológicos al mejorar la

recuperacióndel sistemahematopoyéticoy en tratamientosantitumoralesal permitir una

intensificacióndel tratamiento,y por tanto mejorarsu eficacia.

Los primerosestudiosrealizadosen estatesis fueron encaminadosa determinarlos efectos

provocadosporlos polisacáridosAM218, AM250y AM2SL sobreel sistemahematopoyético
de ratón,comenzandopor la caracterizaciónde su efectoestimuladorsobrela hematopoyesís

esplénicay medularde ratonesno niielosuprimidos.Una vez demostradala capacidadde

estospolisacáridospara estimularel sistemahematopoyéticoen condicionesnormales,se

caracterizósu capacidadradioprotectoraen animalesmielosuprimidoscomoconsecuenciade
la exposicióna radiacionesionizantes,a dosistanto potencialmenteletalescomo subletales.

Posteriormentey con objeto de caracterizarlos posiblesmecanismosde acción de dichos

polisacáridossobreel sistemahematopoyético,seabordarondiversosensayosparacuantificar

la respuestadediferentespoblacionescelulareshematopoyéticas,asícomoparaestablecerlos
mediadoresde dichosefectos.

4A. CAPACIDAD DE LOS POLISACÁRIDOS AM218, AM2SO Y AM2SL PARA

ESTIMULAR Y/O RADIOPROTEGER EL SISTEMA HEMATOPOYÉTICO DE

RATÓN

A la hora de realizarel diseñoexperimentalparaabordarel estudiode los efectosde un

producto sobre el sistema hematopoyético,se hace imprescindibleacotar el número de

variablesqueintervienen.Paraello, nos hemosbasadotantoen la experienciaadquiridaen

el laboratorioduranteaños,como en datosrecogidosen la bibliografíasobremoléculasde

naturalezasimilar a las estudiadasen estetrabajo (Patcheny McVittie, 1983; Patcheny
McVittie, 1986a;Real, 1991; Realy col., 1992; Glienecheay col., 1995).

En relación a estas variables cabe destacarla vía de administracióndel polisacárido,

dosificacióny rangodedosisactivaqueno lleveasociadotoxicidad.Otrasvariablesasociadas
al ensayoque se realizaseráncomentadasen los apartadosde resultadoscorrespondientes.

• Vía de administracióndel polisacárido.La vía de administraciónva a condicionarde

maneradecisivala dosisdeproductoa administrar,no sólo en términosde toxicidad sino

tambiénen relacióna la dosisefectiva.La eleccióndeunau otravía deadministración,va
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a venircondicionadaporlascaracterísticasfísico-químicasdel compuesto:solubilidad,peso
molecular,estabilidad,vida media, forma galénica,etc. Las vías de administraciónmás

utilizadasson: intravenosa(i.v.), intraperitoneal(i.p.), subcutánea(s.c.)u oral (go.).

Cada una de estas vías de administraciónpresentaventajas y desventajasen base

fundamentalmentea la magnituddel efecto quevan a producir y a la toxicidadque llevan
asociadas.En el casode los polisacáridosAM2 18, AM250 y AM251, por su naturaleza

solubley pordatos previosdel laboratorio,se seleccionóla vía de administracióni. y..

• Dosificacióndel polisacárido.Dependiendode la actividaddel compuesto,asícomode su
vida mediaen elorganismo,surgeen muchoscasosla necesidaddeadministrarvariasdosis

del compuestopara obtener efecto. Sin embargo, tanto resultadosobtenidos en el
laboratoriocon moléculasde naturalezapolisacárido-proteína,comodatosrecogidosen la

literatura, sugierenque los compuestosde naturalezapolisacarídicason activos tras la

administracióndeunadosis,porlo quelos polisacáridosempleadosen estosestudiosfueron

administradosen dosisúnicas (Ainsworth y Hatch, 1960; Patcheny MacVittie, 1986a;
Maisin y col., 1986; Realy col., 1992).

• Dosis del polisacárido.El principal problemaasociadocon la dosis a administrares la

toxicidad queéstapuedallevar asociada.El rangode dosisde los diferentespolisacáridos

que no mostrabaproblemasde toxicidad fue determinadopor Industrial Farmacéutica
CantabriaS.A., utilizando tanto sistemasin vivo como in vitro. El rango de dosis a

administrarin vivo fue de 20-100mg/kg e in vitro de 50-250hg/ml.

4.1.1. Efecto de los polisacáridosAM218. AM250 y AM2SL sobrela hematopovesisde

ratones normales

Una vez decididasla vía y protocolode administración,asícomo el rangode dosisde los
polisacáridosa analizar,los primerosanálisisfueronencaminadosa caracterizary cuantificar

el efecto estimuladorde los polisacáridosAM218, AM250 y AM251 sobre el sistema
hematopoyéticode ratonesnormales,es decir, ratonescuyo sistema hematopoyéticoestá

intacto. Estaaproximaciónpresentala ventajade su simplicidad frentea ensayosrealizados

con ratonesirradiados,si bienhay queteneren cuentaquela estrictaregulaciónala queestá

sometidoel sistemahematopoyéticoen condicionesnormalespuedeconllevarun menorefecto

asociadoal tratamientocon estospolisacáridos.

Paracaracterizarel efecto de los distintospolisacáridossobreel sistemahematopoyéticode

ratonesnormales,se determinóla estimulacióninducidapor dichospolisacáridossobreel

compartimentodeprecursoreshematopoyéticoscomprometidos,tanto haciala líneagranulo-
macrofágica (CFU-GM) como hacia la línea eritroide (BFU-E>. La cuantificación de
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precursoresse llevó a cabo 5 días despuésde la administracióndel polisacárido,ya que

resultadospreviosdel laboratorioy de la literaturaseñalabanestedía comoapropiadopara
detectarel efectoasociadoal tratamiento(Patcheny McVittie, 1985; Realy col., 1992).

El protocolo experimentalseguido en estos estudios se muestraen la figura 12. Los

polisacáridosobjeto del estudio, AM218, AM250 y AM251, se inyectaron Lv. a ratones

normalesen forma de dosisúnicasde 20, 40, 60, 80 ó 100 mg/kg. Cinco días despuésdel

tratamiento se cuantificaron la celularidad y contenido de precursoreshematopoyéticos
comprometidosen la médula ósea y en el bazo. En paralelo se analizaronlos mismos

parámetrosen un lote de ratonescontrol inyectadoscon soluciónsalina.

Figura 12: Esquemadel protocolo utilizado para el estudio del efecto del tratamientocon los
polisacáridosAM2 18, AM250 y AM251 sobreel sistemahematopoyéticode ratonesnormales.

El tratamientocon AM218 no produjo variacionessignificativasen la celularidadni en los

niveles de precursoresCFU-GM o BFU-E de la médulaósea, en el rango de dosis de

polisacáridoensayado(figura 13).

El efectodel AM2 18 sobrela celularidaddel bazofuelevey únicamenteratonestratadoscon

40 mg/kg de AM2 18 mostrarondiferenciasen la celularidadesplénicafrente al control

(aumentode 1,5vecesrespectoala celularidadcontrol) (figura 13). El tratamientocon dosis

altasde AM2lS (80-100mg/kg) provocóun incrementosignificativo respectoal control en
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el contenidode precursoresCFU-GM y BFU-E, incrementoque fue máximocon dosisde

100 mg/kgde polisacárido(aumentode 4,0 y 3,0 vecesen CFU-GM y BFU-E respectiva-
mente).Dosisde60 mg/kgo inferioresno provocaroncambiossignifivativosen el contenido

de precursores comprometidos en bazo.
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Figura 13: Efecto del tratamientocon distintasdosisdel polisacáridoAM218 sobrela celularidady
contenidode precursoresCFU-GM y BFU-E en médulaóseay bazo. *peCO,O5. Valores control en
fémur’ 16 90+l,llxlOt células; 33,21±1,67x103CFU-GM; 6,24+055x103 BFU-E; y en bazo:
207,90±827xl0e células;5 10±059x103CFU-GM; 3,30±031x103BFU-E.

En ratones tratadoscon AM2SO, si bien se observóestimulación de la hematopoyesis
esplénica,dichaestimulaciónfue menora la observadacon el AM218 (figura 14). Así, sólo

aquellosratonesque habíansido tratadoscon 100 mg/kg de AM250 mostraronvaloresde
CFU-GM en bazo significativamentesuperioresa los controles(incrementode 1,8 veces).

Con ningunade lasdosisde AM2SO ensayadasseobservaronaumentossignificativosen los

nivelesdeBFU-E o de celularidaden el bazo(figura 14).

Comoen el casodel AM218, no sedetectóefectosobrela hematopoyesisde la médulaósea

tras el tratamientocon AM250 en ningunode los parámetrosensayados(celularidad,CFU-

GM y BFU-E) y con ningunade las dosisadministradas(figura 14),
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Figura 14: Efecto del tratamientocon distintasdosisdel polisacáridoAM2SO sobrela celularidady
contenidode precursoresCFIJ-GM y BFU-E en médulaóseay bazo. *p <0,05. Valorescontrol en
pie de figura 13.

La estimulaciónhematopoyéticaen bazo provocadapor el tratamientocon AM2S1 fue

superiora laobservadaanteriormentecon AM218 ó AM250 a nivel deprecursoresCFU-GM

(figura 15), observándoseincrementosde 10 vecesrespectoal control en el bazode ratones
tratadoscon 100 mg/kgde AM25 1. A nivel de precursoresBFU-E, los ratonestratadoscon

AM25 1 mostraronincrementosmuy similares a los descritoscon AM218 (aumentosde 3,0

vecesrespectoal control) (figura 15). Al igual que en los casosanteriores,la hematopoyesis

medular no sevio afectadapor el tratamientocon AM2S 1.
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Figura 15: Efecto del tratamientocon distintasdosisdel polisacáridoAM2Sí sobrela celularidady
contenido de precursoresCFU-GM y BFU-E en méduladseay bazo. *p<0,05, Valores control en
pie de figura ¡3.

Estos resultadosmuestranque el tratamientoin vivo con los polisacáridosAM2IB, AM250

y AM25 1 produceuna estimulaciónde la hematopoyesisesplénicaen ratonesnormales.Sin

embargo,no seobservóestimulaciónhematopoyéticaen la médulaósea,independientemente

del polisacáridoanalizadoo de la dosisutilizada.

4.1.2. Actividad de los polisacáridos AM218. AM250 y AM2S1 sobrela hematopovesis

iii vitro. en cultivos de lar2a duración de médula óseade ratón (LTBMCs

)

El hechode no detectarestimulaciónde hematopoyesismedularin vivo, no descartabael que
los polisacáridosestudiadosactuaransobreesteórgano,pero que debido a fenómenosde
migración de precursoresdesdela médulaósea,dicha estimulaciónno sepudieradetectar

(Realy col, 1992).

Con objeto decomprobarsi estospolisacáridoserancapacesde estimularla hematopoyesis

medular,se analizósu efecto sobrecultivos de largaduraciónde médulaósea(LTBMCs).

El LTBMC permite reproducirin viti-o la hematopoyesisque tienelugar in vivo. Así, en un

1
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frascodecultivo tienenlugar fenómenosdeproliferacióny diferenciaciónhematopoyéticade

manerasimilar a los queocurrenen la médula.Además,al serel LTBMC un sistemacerrado
no existela posibilidad de que tenganlugar fenómenosde migración de precursoresque

puedanenmascararel efectoestimuladordel polisacárido.

El protocolo experimentalseguidoen estosestudios se muestraen la figura 16. Cuatro

semanasdespuésde iniciarse el cultivo, se realizó el tratamientocon los polisacáridos

coincidiendocon el cambio de medio. En esa semana,el cultivo ya estabaperfectamente
desarrollado,con unacapaadheridaal fondodel frascoformadapor las diferentescélulasque

componenel estromahematopoyéticonecesarioparamantenerla hematopoyesispor largos
períodosde tiempo. Las dosisadministradasin vitro, fueron de 50, 100 y 250 yg/ml. Una

semanadespuésdel tratamiento,se cuantificó tanto la celularidad,como el contenidode

precursoreshematopoyéticoscomprometidos(CFU-GM),en el sobrenadantey capaadherente

de los cultivos (Real, 1991).

FI(CSTBI. x BALB/c)

FÉMUR TIBIA

SEMANA O
GAMBI O SEMANAL DE LA MITAD DEI. MEDIO

Medio Fiseher
Suero de caballo 20%
Hidrocortisona 10

6M

CAMBIO DE MEDIO
~ CONOSIN AM218

SEMANA 4 TRATAMIENTO AM25O’~i5O, 1006 250/AglmI)
AM 2 Sl

ANÁLISIS

4,
SEMANA 5

4, 4,
SOBRENADANTE CAPA ADHERENTE

4, 4,
DE CELULARIDAD Y DE PRECURSORES CFU-GM

Figura16: Esquemadel protocoloutilizadoparael estudiodel efectode la administraciónin vitro de
AM218, AM250 y AM251 sobrela hematopoyesisde cultivos de largaduraciónde médula ósea
(LTBMC).

El tratamientocon AM218 produjo un aumentoen la celularidaddel sobrenadantey capa

adherenterespectoal controlde 3,0 y 1,6 vecesrespectivamente(figura 17). En relaciónal

contenidodeprecursoresCFU-GM, en el sobrenadanteseobtuvieronaumentosdehasta5,0
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vecesrespectoal control, mientrasque en la capaadherenteno se observaronvariaciones

significativas(figura 17).
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Figura 17: Efecto del tratamiento in vitro con distintas dosis del polisacáridoAMZ18 sobrela
celularidady el contenidode precursoresCFU-GM en el sobrenadantey en la capaadherentede
LTBMCs. *p<O,O5. Valores control en el sobrenadante:8,70±0,68x106 células;20,28±470x10~
CFU-GM y en la capaadherente:6,33±070x106células; 37 45+8 50x103CFU-GM.

En el caso de LTBMCs tratadoscon AM2SO, se observó un incrementomáximo de la

celularidaddel sobrenadantey capaadherentede2,5 y 1,8 vecesrespectivamente(figura 18).
El contenidode precursoresCFU-GM en el sobrenadantede cultivos tratadosfue superior

al de los sobrenadantescontrol, con incrementosde 2,5 veces (figura 18). En la capa
adherenteningunade las dosisdeAM250 ensayadasprovocóvariacionessignificativasen los

nivelesde CFU-GM (figura 18).
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Figura 18: Efecto del tratamientoin vitro con distintas dosis del polisacáridoAM2SO sobrela
celularidady el contenidode precursoresCFU-GM en el sobrenadantey en la capa adherentede
LTBMCs. *p<0,05, Valores control en pie de figura 17.
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Cuandolos cultivos setrataron con AM2Sl, la celularidaddel sobrenadantey de la capa
adherenteaumentósignificativamenterespectoacultivos control (3,0y 2,0 vecesrespectiva-

mente) (figura 19). El contenido de precursoresCPU-CM en la capaadherenteno se
modificó comoconsecuenciadel tratamientocon AM25 1. Respectoal sobrenadante,la dosis

másbajade AM251 provocó un aumentoen el contenidodeCFU-GM de3,3 vecesrespecto

al control. Con dosis más altasde AM251, si bien se observóuna tendenciahacianiveles

aumentadosde precursoresCPU-CM en el sobrenadante,las diferenciascon el control no
eran estadísticamentesignificativas (figura 19).
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Figura 19: Efecto del tratamientoiii vitro con distintas dosis del polisacáridoAMZS1 sobre la
celularidad y el contenido de precursoresCPU-CM en el sobrenadantey en la capaadherentede
LTBMCs. *p<0,05. Valorescontrol en pie de figura 17.

Estosresultadosponende manifiestoque los tres polisacáridosobjetode estudio,cuandose

administranal LTBMC poseencapacidadparaestimularla hematopoyesismedular,si bien
esteefectono eradetectadotras el tratamientoiii vivo con estospolisacáridos.

4.1.3. Análisis de la capacidad radioprotectora de los polisacáridos AMIIS. AM250 y

AM2S1 en animales con síndrome hematopovéticoprovocado por radiación

Demostradala capacidadde los polisacáridosAM2 18, AM250 y AM25 1 para estimularel

sistemahematopoyéticode ratonesnormales,seanalizósu efectoen ratonesmielosuprimidos

comoconsecuenciade la exposicióna radiacionesionizantes.Así, en esteapartadoseaborda

el estudiode la capacidadradioprotectorade los tres polisacáridos,en animalessometidosa
dosispotencialmenteletalesde radiación,asícomo la capacidadde estospolisacáridospara

acelerarla recuperaciónhematopoyéticaen ratonesirradiadoscon dosis subletales.
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En los ensayosrealizadoscon radiaciónhay queteneren cuentados nuevasvariablesqueno
aparecenen ensayosrealizadosen ratonesnormales:

• Dosisde radiación.El dañoprovocadopor la radiaciónva a serdirectamenteproporcional

a la dosisadministrada.Así, en función del tipo de estudioa realizar, seránecesariala

selecciónpreviade la dosisde radiaciónadecuada.En estetrabajo, las dosisde radiación
utilizadasentrandentrodel rangodedosisqueprovocansíndromehematopoyético(Grande

y col., 1990; Realy col., 1992; Grandey col., 1993).

• Pautade administración.Intervalo de tiempo transcurridoentre la administracióndel

polisacáridoy la exposicióna la radiación.Estavariableva a condicionartanto el efecto

radioprotectordel polisacáridocomo sus potencialesaplicacionesen terapiasde apoyo

(Real, 1991).

4.1.3.1.Radioprotección conferida por los polisacáridosAM2IS, AM250 y AM251 en
ratones irradiados con dosis potencialmenteletales

Dado queen el rangode dosisde radiaciónutilizado, la muertedel animalacontececomo

consecuenciadel síndromede la médulaósea,la supervivenciade éstosva a reflejarel efecto
radioprotectorde los polisacáridosAM2 18, AM250 y AM251 sobreel sistemahematopoyéti-

co. Así, la capacidadradioprotectorade estospolisacáridossehadeterminadoa travésde su

efectosobrela supervivenciaderatonessometidosadosisderadiaciónpotencialmenteletales.

La dosis de radiaciónelegida(7,6 Gy) producela muertedel animal por síndromede la
médulaóseaa los 10-15 días de su exposición.A estadosis, la supervivenciade ratones

control a los 30 días no superael 20% (Real y col., 1992).

4.1.3.1.a.Influenciade la dosisdepolisacáridoadministradasobresu efectoradioprotector

Teniendo en cuenta los estudios previos sobre ratones normales, sabiamos que los

polisacáridosanalizadosson activostras una únicadosisi.v. de60-100mg/kg, sin embargo,

en ratonesirradiadosal estarel sistemahematopoyéticofuertementedañado,dosis menores

de polisacáridopudieranser tambiénefectivas,por lo que seincluyó la de 20 mg/kgjunto
con las dosisde 60 y 100 mg/kg.

Resultadosdel laboratorioy de la bibliografía (Maisin y col., 1986; Real y col., 1992;

Floersheim,1993) ponende manifiestoque generalmentela administraciónde un producto

entre24 y 1 hora antesde la irradiación, lleva asociadael mayorefectoradioprotector.En
función de ésto, la pautadeadministraciónde los polisacáridosutilizada en los ensayosde

supervivenciafue la de 1 hora antesde la irradiación.
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El protocoloexperimentalseguidosemuestraen la figura20. Los ratonesfuerontratadosi. y.

con dosis únicas(20, 60 ó 100 mg/kg) de AM218, AM250 y AM251 una hora antesde
someterlosa una irradiación de 7,6 Gy. Durante 30 días se registró diariamentela

supervivenciadecadaunode los grupostratadosy de un lotecontrol irradiadocon la misma

dosis, construyéndoseuna vez transcurrido ese tiempo las curvas de supervivencia

correspondientes.

AM2IB
<20, 606 160 lngAg)

AM2SO
<20,666100 mglkg)

AM2S1
<20, 60 6160 mAg)

: 1 HORA POSflRATAMIENTO

CONTROL DIARIO DE LA SUPERVIVENCIA

4,
CURVAS DE SUPERVIVENCIA

Figura 20: Esquemadel protocoloutilizado parael estudiode la capacidadradioprotectorade los
polisacáridosAM218, AM250 y AM251 en ratonessometidosaunadosisderadiaciónpotencialmente
letal.

El tratamientocon las dosisde 60 y 100 mg/kgde AM21S aumentóde manerasignificativa

la supervivenciade los ratonessometidosa unadosisde radiaciónpotencialmenteletal, 82%

y 96% de supervivenciarespectivamente,frentea un 12% en el grupocontrol (figura 21).

La administraciónde 20 mg/kg de AM218 produjo una supervivenciadel 36% que no era

significativamentesuperiora la supervivenciadel grupocontrol.

Solución
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-LS-Control —a- AM218 2Omg/kg
~- AM218 G0mglkg -fr AM218 lOOmg/kg

Figura21: Curvasdesupervivenciade ratonestratadoscon distintasdosisde
de unadosisde radiaciónpotencialmenteletal (7,6 Gy). *p<O,05.

AM2lS una hora antes

Ratonestratadoscon 60 y 100 mg/kg de AM2SO una hora antesde la irradiaciónmostraban

nivelesde supervivenciadel 90% y 96% respectivamente,los cualeseransignificativamente

superioresa los del grupocontrol (12%) (figura 22). E] tratamientocon dosisinferiores de

AM250 (20mg/kg) no mejoró la supervivenciarespectoa los ratonescontrol, con valores

del 20% de supervivencia.

5 10 15 20
DÍAS POST-IRRADIACIÓN

25 30

-LS- Control -o- AM2SO2Omg/kg

—O- AM250 6Omg/kg -A- AM250 lOOmg/kg

Figura 22: Curvas de supervivenciade ratones tratados con distintas dosisde AM2SO una hora antes
de unadosisde radiaciónpotencialmenteletal (7,6 Gy). *p<O,OS.
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De manerasimilar a los polisacáridosanteriores,el AM251 mostróuna elevadacapacidad
radioprotectoracuandoeraadministrado1 hora antesde la irradiacióna dosisde 60 y 100
mg/kg (82% y 90% de supervivenciarespectivamentefrentea un 10% en el control) (figura

23). Dosis másbajasde AM251 (20 mg/kg) no fueron capacesde mejorar la supervivencia

de ratonessometidosa dosis potencialmenteletalesde radiación (10% de supervivencia),

como en el caso del AM218 y AM250.
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20

-LS- Control -s- AM251 2Orrig/kg

-a AM251 GOmg/kg -LS- AM251 lOOmg/kg

Figura23: Curvasdesupervivenciade ratonestratadoscondistintasdosisdeAM2SI unahoraantes
de unadosisde radiaciónpotencialmenteletal (7,6 Gy). 8p<0,05.

Los resultadosponende manifiestoque los tres polisacáridosensayadossonunospotentes
radioprotectores,cuando dosis de 60 ó 100 mg/kg se administran 1 hora antesde la

irradiación,no encontrándosediferenciassignificativasen los porcentajesde supervivencia

obtenidosparaesasdosisentrelos distintospolisacáridos.

4.1.3.I.b. Influencia de ¡a pauto de administraciónen la radioprotecciónconferidapor
los polisacáridos

La pautadeadministracióndel compuestocondicionaen muchoscasosel efectoradioprotec-

tor inducido. Así, unavezdescritalacapacidadradioprotectoradeestospolisacáridoscuando
son administrados1 horaantesde la irradiación,seanalizósi dicho efectoseveíamodificado

al variar la pautadeadministración.

o
o 5 10 15 20 25 30

DÍAS POST-IRRADIACIÓN
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El protocoloutilizado semuestraen la figura 24. Al no observarsediferenciassignificativas
en la radioprotecciónconferidapor 60 ó 100 mg/kg de cualquierade los polisacáridos,la

dosisutilizada fue de 60 mg/kg. El tratamientocon los polisacáridosse llevó a cabo5, 3, 1
día 6 1 hora antesde la irradiación, o bien 1 hora 6 1 día despuésde la irradiación. El

experimentotambiéncontó con un lote control irradiado con la misma dosis (7,6 Gy) e

inyectadocon solución salina.Durante30 díasse registró la supervivenciade los distintos

lotes, construyéndoseposteriormentelas curvasde supervivencia.

AM218
AM250 —<60 mg/kg)
AM2S1

Solución

1 hora

1 hora

6

AM218 1 día
AM250 —t60 mgllcg)
AM251

CONTROL DIARIO DE LA SUPERV[V¿NCIA

CURVAS DE SUPERVIVENCIA

Figura 24: Esquemadel protocolo utilizado para el estudio del efecto de distintas pautas de
administraciónde los polisacáridosAM2lB, AM2SO y AM2Sl, sobrela supervivenciade ratones
sometidosa unadosisde radiaciónpotencialmenteletal.

El tratamientocon AM21S 1 día antesde la irradiación aumentó significativamentela

supervivenciarespectoal control (65% frentea un 15%), si bien esteefectoeramenorque

el producidocon el tratamiento1 horaantesde la irradiación(82%).Con las otraspautasde

administraciónensayadasno se observaronaumentossignificativos de la supervivencia
(figura 25).
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Figura 25: Efecto de distintaspautasde administraciónde AM218 sobrela supervivenciaderatones
sometidosa unadosisde radiaciónpotencialmenteletal (7,6 Gy). *p.C 0,05.

Las pautasde administraciónde 5 y 3 días antesde la radiaciónno se ensayaroncon los

polisacáridosAM2SO y AM25 1, ya que como semuestraen la figura 25, esaspautascon el

polisacáridoAM218 no mejoraron la supervivenciarespectoa los controles irradiados
mostrandoun 100% demortalidadya en los días 15-17post-irradiación.

El tratamientocon AM2SO un día antesde la irradiaciónaumentóla supervivenciahastaun

80% respectoal 10% de supervivenciaen los controles(figura 26). Este aumentode la

supervivenciano diferíasignificativamenterespectoal 90% de supervivenciaque seobtenía

tras el tratamiento1 hora antesde la irradiación. Cuandoel tratamientocon AM250 se
realizaba1 hora ó 1 díadespuésde la irradiaciónno seprodujoaumentode la supervivencia

respectoal control irradiado, obteniéndosevaloresde supervivenciade 6 y 20% respectiva-

mente.

Con el polisacárido AM2S1 se utilizaron las mismas pautas de administración que con el
AM250. El tratamiento1 día antesde la irradiaciónprodujo un aumentode la supervivencia

del 70% frente a un 16% en el lote control. Al igual que con el AM250, no existián

diferenciassignificativasentrelos valoresdesupervivenciaobtenidosal administrarel AM25 1

un día ó 1 hora antesde la irradiación (70% frentea un 82%). Los tratamientosde 1 hora
ó 1 díadespuésde la irradiaciónno produjeronun aumentosignificativo de la supervivencia

(15 y 26% respectivamente)(figura 27).

5 10 15 20 25 30

DÍAS POST-IRRADIACIÓN

-70-



Resultados

120

CC
o
z
‘Li

5
w
o-
D
u,

100

80

60

40

20

o

-& Control ~AM250 -id O AM2SO-lh

0AM250 +lh 9AM250 +ld

Figura26: Efectodedistintaspautasde administraciónde AM2SO sobrela supervivenciade ratones
sometidosa unadosisde radiaciónpotencialmenteletal (7,6 Gy). *pc<O,05.
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Figura27: Efectode distintaspautasde administraciónde AM2S1 sobrela supervivenciade ratones
sometidosa unadosisde radiación potencialmenteletal (7,6 Gy). *peCO,OS.
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Estosresultadosponendemanifiestoquelos trespolisacáridosson unospotentesradioprotee-

tores cuandose administran1 día 6 1 hora antesde una irradiaciónpotencialmenteletal,
mientras que los tratamientosdespuésde la irradiación no mostrabanefecto sobre la

supervivencia.

4.1.3.l.c. Determinacióndelfactor de reducciónde dosis(DRI9

En los experimentosanteriores, la magnitud de la radioprotecciónconferida por estos

polisacáridosse haensayadocomparandoporcentajesde supervivenciaentregruposcontrol
y tratado a una determinadadosis de radiación. Una forma más precisade definir la

capacidadradioprotectorade un compuestoescalcularsu factordereduccióndedosis(DRF),
valor quenosindicacuántopodemosaumentarla dosisde radiaciónen el grupotratadopara

conseguirla misma supervivenciaqueen el grupocontrol. Estevalor, al serun cociente,es

independientedel rango de dosis de radiación utilizado, frente a los experimentosde
supervivenciaen los que es determinante.

<GO mglkg)

1 hora

CONTROL DIARIO DE LA SUPERVIVENCIA

* ‘y
CURVASDE SUPERVIVENCIA

DETERMINACIÓN DE LA L050130

Figura 28: Protocoloutilizado en el cálculodel DRF del polisacáridoAM2lS.

Para estos ensayosse seleccionóel polisacárido AM2 18 dado que, como se ha visto

anteriormente,no existían diferencias significativas entre las supervivenciasde ratones
tratadoscon cualquierade los tres polisacáridos(82%, 90% y 82% para el AM2 18, AM250
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y AM2Sl respectivamente).El protocoloutilizado en el cálculodel DRF semuestraen la

figura 28. Los ratonesfueron tratadosporvía i. y. con 60 mg/kgdeAM2 18 o solución salina
1 hora antesde sersometidosa distintasdosisde radiación. El rangode dosisde radiación

utilizado fue de7,0 a 8,8 Gy. Paracadaunade las 8 dosisde radiaciónutilizadasseconté

con un lote control y otro tratado con AM218, con un mínimo de 10 ratonespor lote.
Durante30 días secontroló la supervivencia,determinándosela LD5O/30 (dosisletal para

el 50% de los animalesa 30 días)para el grupotratadocon AM218 (D1) y el grupocontrol

(D2). El cocienteentreambasLD5O/30 (D1/D2), nosproporcionael valor del DRF (figura

28).

Tabla V: Porcentajesde supervivenciade ratonescontrol y tratadoscon AM218 una hora antesde
sersometidosa distintasdosisde radiación.

En la tabla V semuestranlas supervivenciasdel grupocontrol y tratadocon AM218 30 días
despuésdeser sometidosa distintasdosisde radiación.Paracalcularlas LD5O/30deambos

grupos, los porcentajesde supervivenciase representaronfrente a las distintas dosis de

radiación segúnel ajustede mínimoscuadrados(figura 29). De la ecuaciónde la rectase
obtuvo una LD5O/30 de 8,3 Gy para los ratonestratadoscon AM218 y de 7,4 Gy para el

grupo control, siendo el DRE de 1,12. Este valor del DRE nos indica un alto nivel de

radioprotecciónconferidopor el AM218.
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Figura29: Representaciónsegúnel ajustede mínimoscuadradosparael cálculodel DRF del AM2IB
(60 mg/kg i.v.) administrado1 horaantesdela irradiación.
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4.1.3.2. Efecto de los polisacáridosAM218, AM250 y AM2S1 sobrela hematopoyesisde
ratones irradiados con una dosis subletal

Una vezdemostradoel efectoradioprotectorde dichospolisacáridosen animalessometidos

a irradiaciónpotencialmenteletal, seestudió su capacidadpara favorecerla recuperación

hematopoyéticaen ratonessometidosa dosissubletalesde radiación.

Seutilizó la dosisde 3,0 Gy como dosissubletal, ya que esuna dosislo suficientementealta
paraaplasiarel sistemahematopoyético,perono en un gradotal queimpida realizaranálisis

cuantitativos de precursores.El análisis de precursoresse realizó 6 días despuésde la
irradiación,puestoque en esedía se puedecuantificarexperimentalmenteel contenidode

precursoresCFU-GM en médulaóseay bazo, y los valoresde esosprecursoresestánaún

muy pordebajode los nivelescontrol (Real, 1991).

Figura30: Esquemadel protocoloutilizado paraestudiarla capacidadde los polisacáridosAM2lS,
AM250 y AM25l parafavorecerla recuperaciónhematopoyéticatras unairradiaciónsubletal.
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En estosestudiosseutilizarondistintaspautasdeadministraciónde los trespolisacáridosque

coincidíancon las utilizadasen los ensayosde supervivencia.El protocoloexperimental

utilizadoen estosensayossemuestraen la figura 30. A los ratonesse les administrópor vía
Lv. 60 mg/kg de polisacárido 1 día ó 1 hora antesde la irradiación,y aotros2 gruposseles

trató 1 hora 6 1 día despuésde la irradiación(3,0 Gy). El experimentocontócon un lote

control irradiadocon la misma dosise inyectadocon soluciónsalina. A los 6 díasdespués

de la irradiación,sedeterminóla celularidady contenidodeCFU-GM tantoen medulaósea

como en bazode los diferenteslotes (figura 30).

Los resultadosobtenidos con el polisacáridoAMIIS se presentanen la tabla VI. En

comparaciónconanimalesirradiadosno tratados,en la médulaóseaseobservóestimulación

en los nivelesdeprecursoresCFIJ-GMcuandoel AM2 18 fue administrado1 díadespuésde
la irradiación.La celularidad,tantoen la médulaóseacomoen el bazo,aumentósignificati-

vamentecon el tratamientode 1 díaantesde la irradiación.Los nivelesdeprecursoresCPU-

CM en bazo aumentaronsignificativamentecon el tratamientode AM218 un día 6 1 hora

antesde la irradiación,asícomo con el tratamiento1 día despuésde la irradiación.

CÉLULAS/ CFU.GM/ CÉLULAS/ CFU-GMI
FÉMUR <%) FÉMUR (%) BAZO <%) BAZO (%)

AM21S <-Id) 149±16* 142±34 191±20* 1.277±434*

AM2X8(-lh) 110±14 129±23 149±37 1.132±325*

AM21S <+1h) 140±27 137±24 149±37 1.541±723

AM21S (+ld) 111±19 158±20* 110±12 2.062±900*

Tabla VI: Efecto de distintas pautas de administración de AM2lS (60 mg/kg i.v.) sobreel contenido
de precursoresCPU-CM de fémur y bazo6 días despuésde una irradiaciónsubletal (3,0 Gy). Los
valoresson porcentajes±error estándar,respectoa ratonescontrol irradiados.*p <0,05.
Valorescontrol en fémur de ratonesirradiados’ 14 2±06x106 células’ 2 4±03x103 CPU-CM y en
bazo:52 8+5 2x106 células 72 0±20,0CPU-CM.

Los resultadosobtenidoscon el polisacáridoAM2SO semuestranen la tabla VII. En médula

óseaseobservóun aumentosignificativo de la celularidadcon el tratamiento1 horaantesde
la irradiación, mientrasque el contenidode precursoresCPU-CM en médulaóseano se

estimulabacon ningunode los tratamientos.En el bazo seobservóun fuerteaumentoen el

númerode precursoresCPU-CM cuandoel AM250 seadministraba1 día, 1 hora antes6 1
día despuésde la irradiación (tabla VII).

1
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CFU-GM/

(%)

CÉLULASI

FÉMuR<%) 1__FÉMUR

CÉLULAS)

BAZO (%)

CFU-GM/

BAZO ~

AMZSO(-íd) 99±15 122±30 ¡58±33 446±130*

AMZSO (-lh) 150±20* 150±27 149±48 1.686±579*

AM25O(+lb) 131±8 144±31 134±30 990±408*

AM250(+ld) 101±26 108±19 69±14 404±127

Tabla VII: Efecto de distintas pautas de administración de AM2SO (60 mg/kg Lv.) sobreel contenido
de precursoresCFU-GM de fémur y bazo,6 días despuésde una irradiaciónsubletal (3,0 Gy). Los
valoressonporcentajes±error estándar,respectoa ratonescontrol irradiados.*p< 0,05.
Valores control en fémur de ratonesirradiados 10 3±12x106 células’ 3 6+0,6x103CFU-GM y en
bazo:37 1±77x106 céIulas~520±7,0CFU-GM.

En la tabla VIII se muestran los resultados obtenidos en ratones subletalmente irradiados
tratadoscon AM2S1. En médulaóseano se observóestimulaciónde la celularidad,ni de

precursoresCFU-GM con ningunade laspautasdeadministraciónutilizadas.La celularidad

del bazotampocosevió estimulada,mientrasque los nivelesde precursoresCFU-GM se
vieron fuertementeaumentadoscuandolos ratonessetrataron,bien 1 horaantesó 1 horaó

1 día despuésde la irradiación. La máximaestimulaciónseprodujo cuandolos ratonesse

trataroncon AM25 1 una hora antesde la irradiación.

CÉLULAS/

FEMUR(%) 1 CFU-GM/
FÉMUR(%) u

CÉLULAS!
BAZO (%)

CFU-GM/
BAZO(%)

AM2S1 (-íd) 105±25 102±12 102±18 457±215

AM2SI (-Ib) 118±12 112±7 106±16 1.586±455*

AM2SI (+ib) 114+11 104±7 106+16 814+316*

AM2S1 (+Id) 92±9 90±12 104±17 857 ±355*

Tabla VIII: Efectode distintas pautas de administración de AM2Si (60mg/kg Lv.) sobreel contenido
de precursoresCFU-GM de fémur y bazo,6 días despuésde unairradiaciónsubletal(3,0 Gy). Los
valoresson porcentajes±error estándar,respectoa ratonescontrol irradiados.*p <0,05.
Valores control en fémur de ratones irradiados’ 15 8±l,0x106células; 4,9±03x103 CFU-GM;
63,4±8,3x106células;70,0±20,0CFU-GM.

Los resultadosobtenidosmuestranla capacidadde los tres polisacáridosensayadospara
aumentarel contenidodeprecursoresCFU-GM en el bazode los ratonesirradiadoscon dosis
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subletales.Hay que destacarque el tratamientopost-irradiacióncon los tres polisacáridos
aumentó el contenido de precursoreshematopoyéticosesplénicos,aunqueestos mismos

tratamientosno eranefectivos,como hemosvisto, en los ensayosde supervivenciaa dosis

potencialmenteletales.

4.2. MECANISMOS DE ACCIÓN DE LOS POLISACÁRIDOS AM218, AM2SO Y
AM2S1 SOBRE EL SISTEMA HEMATOPOVÉTICO DE RATÓN

Una vez demostradala capacidadde los polisacáridosAM218, AM250 y AM251 para

estimularla hematopoyesisde ratonesnormalesy paraprotegery/o facilitar la recuperación

hematopoyéticaen ratonesque han sido expuestosa la radiación,nosplanteamosel estudio
de algunosde los posiblesmecanismosa través de los cualeslos polisacáridosanalizados

ejerceríandichosefectos.

4.2.1. Mecanismosimplicados en la radionrotecciónconferida por los polisacáridos

AM2IS. AM2SO y 4M251

Puestoque con la dosisde radiaciónempleadaen los estudiosde supervivencia,la causa

principaldemuertedel animal esel síndromedela médulaósea,cabíapensarqueel aumento

observadoen la supervivenciade ratonesirradiados fuera consecuenciade una mejor
recuperacióndel sistemahematopoyéticotras el tratamientocon dichospolisacáridos.

Dado que descensosen los valores de células madurasen sangreperiféricaconllevan la

aparicióndeestadospatológicospost-irradiación(infecciones,hemorragias,anemias,etc)que

en último términoprovocanla muertedel individuo, en unaprimeraaproximaciónseestudió

la cinética de recuperaciónde células madurascirculantesen ratonescontrolo tratadoscon

los distintospolisacáridossometidosa dosispotencialmenteletalesde radiación.

Porotro lado, el númerode precursoreshematopoyéticossupervivientesa la radiaciónva a

condicionarla recuperaciónhematopoyéticaposterior,por lo queseanalizóla capacidaddel
polisacáridoAM2IS paramodificar la radiosensibilidaddeprecursoreshematopoyéticos.

4.2.1.1. Capacidadde los polisacáridosAM21S, AM250 y AM251 para favorecerla

recuperaciónhematopoyét¡caen ratonesirradiadoscon dosis potencialmente

letales

Paraconfirmar la implicaciónhematológicaen el efectoradioprotectorde los polisacáridos

objeto de estudio,se analizósi éstosactúana travesde la recuperaciónde células maduras

-77-



Resultados

circulantes.Paraello, los ratonesfueron tratadosvía i. y. con 60 mg/kg de AM218, AM250
6 AM251, unahoraantesdeserirradiadoscon unadosispotencialmenteletal derayosX (7,6
Gy), pauta de administracióncon efecto radioprotectoren ensayosde supervivencia.A

distintosdías despuésde la irradiación (del 8 al 30) seextrajo sangreperiférica tanto a los

grupostratadoscon los polisacáridos,comoa un lote control irradiadocon la mismadosis

e inyectadocon soluciónsalina.En los distintosgrupossecuantificódemaneraindividualiza-
da el contenidode leucocitos,eritrocitos y plaquetasen sangreperiférica (figura 31). El

métodoutilizado parala extracciónde sangre,que no exigeel sacrificiodel animal,permitía

el seguimientode los parámetroshematológicosde los ratonesa lo largo del tiempo.

AM2I8x
AM2SO — (60 mg/kg)

1 hora

B—*’30 días
post-Irradíaclán

‘y, ‘y,

CUANTIFICACIÓN DEL CONTENIDO DE

LEUCOCITOS,ERITROCITOS Y PLAQUETAS

Figura 31: Esquemadel protocolo utilizado para estudiar la capacidad de los polisacáridos AM2IS,

AM250 y AM251 paraacelerarla recuperaciónde células madurasen sangreperiféricade ratones
sometidosa dosisde radiaciónpotencialmenteletales (7,6 Gy).

Debido a la dosisde radiaciónutilizada, se produceuna elevadamortalidaden los ratones

control entre los días 10-15 post-irradiación,por lo que los valorescontrol de células en

sangrea partir deesosdíascorrespondena los deaquellosratonesquesobrevivieron,lo que
implicaríaquelas diferenciasentreratonestratadosy control podríanestarsubestimadas.

Como era previsible, el contenidode leucocitosen la sangrede ratonesirradiadosdecayó

drásticamentecomoconsecuenciade la irradiación,alcanzándosevaloresmínimosentrelos

días8 y 14 (inferioresal 1% el valor del control no irradiado) (figura 32).

En ratonesirradiadosy tratadoscon los polisacáridosse observó,como en el caso de los

controlesirradiados,una bruscacaídainicial en el contenidode leucocitos,alcanzándoseun
mínimo en el día 10 post-irradiación(valoresdel 1% el valor control) (figura 32). Sin
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embargo,a diferenciade lo observadoen los controlesirradiados,los animalestratadoscon

AM21S y AM251 comenzabana recuperarlos nivelesde leucocitosya a partirde los 10 días
después de la irradiación. Los ratones tratados con AM250 mostraronnivelesde leucocitos

significativamentesuperioresal control en los días 17 y 21 post-irradiación.A partir del día
24 no se observarondiferenciassignificativas en los valores de leucocitosentre ratones

irradiadoscontrol y tratados(figura 32).
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Figura 32: Efecto del tratamiento con los polisacáridosAM2lS, AM250 y AM251 (60 mg/kg Lv.,
1 horaantesde la irradiación) sobrela recuperaciónde leucocitosen sangreperiférica de ratones
sometidosa una irradiaciónpotencialmenteletal (7,6 Gy). *p<O,05,

El análisis del contenido de eritrocitos en sangreperiférica mostró que la irradiación
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mínimoquecorrespondíaa un 40% el contenidodeeritrocitosen ratonescontrol sin irradiar

(figura 33). A partir deestedíacomenzabasu recuperaciónhastaalcanzarlos nivelescontrol
en el día 24 despuésde la irradiación, si bien en el día 30 se observabaun descenso

significativo de los valoresdeeritrocitos(62% el valor control no irradiado).

‘u:
U>o
1

—

oo
1

—

Mi

10~

‘u:
U>
o
1

-

oo
1’

-

w

‘u:
ji’o
1-

o
1

-

uJ

1

qy TRATADO
O CO NTROL
—CONTROL NO IRRADIADO

30

Figura 33: Efecto del tratamientocon los polisacáridosAM2IB, AM250 y AM2SI (60 mg/kg i.v.,
1 hora antesde la irradiación)sobrela recuperaciónde eritrocitos en sangreperiférica de ratones
sometidosa una irradiaciónpotencialmenteletal (7,6 Gy). *p<0,05,

En los ratonesirradiadostratadoscon los polisacáridos, se observódistinta cinética de

recuperaciónde eritrocitoscuandolos ratonesse trataroncon AM25 1 en comparacióncon

los gruposquehabíanrecibidoAM2lS ó AM250. En estosúltimos, si bienel tratamientocon

el polisacáridono evitabaque tuviera lugar una fuertecaída inicial hastael día 14, sí se

observó una recuperaciónmás rápida a partir de este día, con valores de eritrocitos
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significativamentesuperioresal controlirradiadoentrelos días17-21post-irradiación(figura
33). Porel contrario,el tratamientocon AM25 1 evitabaquetuviera lugarel bruscodescenso
de los nivelesde eritrocitos en los primerosdíasde análisispost-irradiación.Así, ya desde

el día 14 los valoresde eritrocitosen estos ratoneseran significativamentesuperioresa los

del control irradiado, manteniéndoseestasdiferenciassignificativas hastael día 24 post-

irradiación.

El contenido de plaquetasen sangreperiférica también descendiódrásticamentecomo
consecuenciade la irradiación. Así, los números de plaquetasdescendierona valores
próximos al 2% del valor normal entre los días 10-17 post-irradiación,recuperándose

posteriormentehastaalcanzarvaloresdel 50% respectodel control no irradiado (figura 34).

AM21B

*

1

30

io7

4
1-w
Do
4

.J 100~

1 o4

AM2SO

h

1

30

-O- TRATADO
OcONTROL
—CONTROL NO IRRADIADO

Figura 34: Efecto del tratamientocon los polisacáridosAM218, AM250 y AM251 (60 mg/kg Lv.,
1 hora antesde la irradiación)sobrela recuperaciónde plaquetasen sangreperiféricade ratones
sometidosa una irradiaciónpotencialmenteletal (7,6 Gy). *p<O,05,
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Mientras que los ratonescontrol irradiadosnecesitaban24 días para alcanzarvaloresen

plaquetasdel 50% respectoa los controles no irradiados, los ratones tratados con los

polisacáridosAM218 ó AM250 alcanzaronestosmismosvaloresen 21 días (figura 34). Por
otro lado, la administracióndel polisacáridoAM251 estimuló la recuperaciónde plaquetas

a partir del día 10 post-irradiación,con diferenciassignificativasentre los días 14 y 21.
Además, en el día 30 post-irradiación, los ratones tratados con AM218 ó AM251 mostraban

una mayor recuperación en el númerode plaquetascon porcentajesde 64 y 70% respectiva-

mentefrenteel 50% en los controlesno irradiados.

Estosresultadosponíande manifiestoque los polisacáridosAM218, AM250 y AM2S1 son

capacesde estimular la recuperaciónde células madurasen sangreperiféricade ratones

irradiadoscon dosispotencialmenteletales,mecanismoa travésdel cual estospolisacáridos
ejerceríansu efectoradioprotector.

4.2.1.2. Influenciadel tratamientoconel polisacáridoAM218 sobrela radiosensibilidad

de precursores hematopoyétieos

El hechodequeen ensayosdesupervivenciaseobservaranlos máximos efectoscuandolos

polisacáridoseranadministradosantesde la irradiación,inducíaa pensaren laposibilidadde
que los polisacáridosanalizadosfueran capacesde algunamanerade protegerlas células

hematopoyéticasde la radiación, lo que implicaría un menordaño inicial y por tanto un
síndromede la médulaóseamás leve tras la irradiación.

Para resolver este interrogante, se analizó la capacidaddel polisacáridoAM2IS para
modificar la radiosensibilidadde precursoreshematopoyéticos.Se seleccionóun sólo

polisacáridocomorepresentativode la serie, ya que en estudiosanterioresno seobservaron
diferenciasimportantesentrela capacidadradioprotectoramostradapor estospolisacáridos.

La primera aproximaciónse llevó a cabotratando iii vftro célulasde médula óseacon el
polisacáridoAM218, determinándosetras distintostiempos de incubaciónla supervivencia

de precursoresCFU-GM tras una irradiaciónsubletal, segúnseindica en el protocolode la

figura 35.

Una suspensiónde médulaóseaprocedentede ratonesno tratadosse incubó en bañocon

agitacióna 370C durante1,24 ó 48 horascon 250 pg/ml deAM218, dosisóptimaempleada

en el tratamientoiii vitro de LTBMCs (apartado4.1.2).La incubaciónsedetuvointroducien-

do los tubosen un bañode hielo. En paralelouna alícuotade la mismasuspensiónde médula

óseaseincubódurantelos mismosperíodosde tiempopero sin AM218, alícuotaqueserviría

de control. Transcurrido el tiempo de incubación, las suspensionescelulares fueron
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irradiadas, determinándose posteriormente el número de precursores granulo-macrofágicos
(CFU-GM) (figura 35). En cadauno de los puntos, setrabajóde formasimultáneacon una

suspensiónsin irradiar, tratadao no con AM2lS, quepermitiríadeterminarel porcentajede

CFU-GM que sobrevivena la irradiación. La dosisde radiaciónutilizada en estosestudios
fue de 3,0 Gy, dosis subletalpreviamenteutilizada en ensayosin vivo (apartado4.1.3.2)

Figura 35: Esquemadel protocolo utilizado paraestudiarla capacidaddel tratamientoin vitro con
AM218 paraprotegerprecursoresCFU-GM de las radiacionesionizantes.

La incubaciónde la suspensiónde médulaósea con AM2 18 durante1 hora antesde la

irradiación en ausenciade suero haceque la supervivenciade las CFU-GM aumente
significativamenterespectoa la suspensiónsin tratar (15% y 7% respectivamente>(figura

36A). Si seprolongabael períodode incubacióncon AM218 a 24 horas,la radioprotección
aumentabaconsiderablementecon un porcentajedesupervivenciadeCFU-GMdel44% frente

N0 CFU-GM (3,0 ay)

SUPERVIVENCIA DE CFu-GM ____________________ X 100

N0 CFU-GM (0.0 Gy)
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a un 10% en la suspensiónsin tratar. Períodosde incubaciónmás prolongados(48 horas)

rendíantrasla irradiaciónuna supervivenciade CFU-GM en la suspensióncontrol del 5%,
si bien hay que teneren cuentaque los precursoreshematopoyéticosno puedensobrevivir

largos períodosde tiempo en ausenciade suero (figura 36B). El tratamientocon AM218

durante48 horaspermitíaque un númeromayordeprecursoresCFU-GM sobrevivieraa la

radiación (32%) (figuras 36A). Comola presenciade AM218 no afectabaa laconcentración

deprecursoresCFU-GM en ningunode los tiemposde incubación(figura 36B), el aumento

observadoen la supervivenciatras la irradiaciónno sedebíaa que el númerodeprecursores

CFU-GM en la suspensióntratada fuera mayor que en la control, en el momentode la
irradiación.
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Figura 36: Efecto del tratamiento in vitro con 250 gg/ml deAM2 18 en ausenciade suero,(A) sobre
la supervivenciadeprecursoreshematopoyéticosCFU-GM trasuna irradiaciónsubletal (3,0 Gy) y (13)
sobreel númerode precursoresCFU-GM a distintostiempos de incubación.*p<O,05.

Debido al descensoen el númerode precursoreshematopoyéticosque tienelugar a tiempos

de incubaciónprolongadosen ausenciadesuero(figura 36B), sellevó acaboun estudioigual

al descritoen la figura 35 pero añadiendoun 10% (y/y) de suerode caballoa las distintas
suspensiones.

En este caso, la incubacióndurante 1 ó 48 horas con AM21S provocabaun aumento

significativo en la supervivenciade CFU-GM (15% y 37% respectivamente>respectoa la

suspensiónno tratadaincubadatambiénen presenciade suero(8% y 11 % respectivamente)
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(figura 37). La incubación con AM2lS durante24 horas no aumentóla supervivenciade
CFU-GM respectoa la observadaen la suspensióncontrol (16% en amboscasos).Al igual

queen ausenciade suero,estosaumentosde la supervivenciano sedebena quela presencia
de AM21S durantela incubaciónaumentela concentracióndeprecursoresCFU-GM, ya que
éstano varía a ningunode los tiemposde incubación (figura 37B).
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Figura 37: Efecto del tratamiento iii vitro con250 hg/ml de AM2lS en presenciade suero, (A) sobre
la supervivenciadeprecursoreshematopoyéticosCFU-GM trasunairradiaciónsubletal(3,0 Gy) y (13)
sobre el número de precursoreshematopoyéticosCFU-GM a distintos tiempos de incubación.

0,05.

Una vez descrito que el tratamiento in viti—o con AM218 escapazdedisminuir la radiosensibi-

lidad de precursoresCFU-GM, seestudiósi estemismo efectoteníalugarcuandoel AM2lS

eraadministradoitt vivo.

El protocolo utilizado se muestraen la figura 38. Los ratonesse trataron¡.v. con 60 mg/kg

de AM218, dosiscon capacidadradioprotectora.Distintos tiemposdespuésdel tratamiento
con AM218 (1, 24 ó 48 horas)los ratonesfueron sacrificados,se les extrajo la médulaósea

y sepreparóuna suspensióncelular, la cual fue irradiada in virro con una dosissubletal de
3,0 Gy. En estecaso,sedeterminóla supervivenciade precursoreshematopoyéticos,tanto

comprometidos(CFU-GM), como pluripotentes (CFU-Sl2d). En paralelo, se analizó la
radiosensibilidadde los precursoresde médulaóseaprocedentede animalesno tratados.

lh 24 h 48 h
TIEMPO DE INCUBACIÓN

lh 24h 48h
TIEMPO DE INCUBACIÓN

-85-



Resultados

AM218
60 mglkg

48 horas

24 horas
6 1 hora

1
MÉDIJL.A OSEA

¡
SUSPENSIÓN CELULAR

3,0 Gy

~ 8
4. 4.

CUANTIFICACIÓN DE

SolucIón

MÉDULA óSEA

SUSPENSIÓN CELULAR

3,0 Gyr
4, 4.

PRECURSORES CFU~Sl
2dY CFU’GM

N
0 precursores <3,0 Gv)

% SUPERVIVENCIA= ______________________ x 100

N0 precursores <0,0 Gy)

Figura38: Esquemadel protocoloutilizado para estudiarla capacidaddel tratamientoin vivo con
AM21S paraprotegerprecursoresCFU-GM y CFU-S

12~,del dañoinducido porradiacionesionizantes.

En relacióna los precursoresCFU-GM, éstosmostraronnivelesde supervivenciadel 15%,

independientementede que el tratamientoitt vivo con AM2 18 se realizara1, 24 ó 48 horas

antesdel ensayo,frenteal 8% en el grupocontrol (figura 39).

La radiosensibilidad de los precursorespluripotentesCFU-SI?d no se vió modificadaen los

ratonestratadosin vivo con AM218 1 ó 24 horasantesde la extracciónde la médulaósea

(10% y 12% respectivamentefrenteal 8% en la médulaóseacontrol). Sin embargo,ratones

tratadoscon AM218 48 horasantesdelensayo,mostraronCFU-S¡2dmenosradiosensiblesque
las de médulaóseacontrol (15% y 8% respectivamente)(figura 40).
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Figura 39: Efecto del tratamiento in vivo con 60 mg/kg de AM218, (A) sobrela supervivenciade
precursoreshematopoyéticosCFU-GM en muestrasdemédulaóseasometidasa unadosisderadiación
itt vitro de 3,0Gy y (B) sobreel númerodeprecursoreshematopoyéticosCPU-CMa distintos
tiempospost-tratamiento.*p <0,05.
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Figura 40: Efecto del tratamiento itt vivo con 60 mg/kg AM2 18, (A) sobre la supervivenciade
precursoresCFU-SIZd en muestrasde médulaóseasometidasa unadosisde radiación itt vio-ode 3,0
Cy y (B) sobre el número de precursoreshematopoyéticosCFU-S~ a distintos tiempos post-
tratamiento.tp <0,05.
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Estosresultadosponende manifiestoqueel tratamientocon el polisacáridoAM218, tanto in
vivocomo itt vitro, disminuyela radiosensibilidadde precursoreshematopoyéticos,efectoque
es mayorsobreprecursoresCFU-GM.

4.2.2. Mediadoresimplicados en los efectos asociadosa los polisacáridosAM2IS

.

AM2SO y AM251 sobre el sistemahematopovético

Teniendoen cuentaelpapel fundamentalquedesempeñanlos factoreshematopoyéticosen la

regulaciónde los diferentesprocesosdeproliferacióny diferenciacióndecélulashematopoyé-

ticas, nos planteamosdeterminarhastaqué punto dichos factoresestánimplicados en los
efectosproducidospor los polisacáridosestudiadossobreel sistemahematopoyético.

Así, seanalizó la capacidadde los polisacáridosparainducir la expresióny/o producciónde

factoreshematopoyéticos,tanto in vitro como itt vivo. Para ello, se han utilizado varias

aproximacionesexperimentales:

• Bioensayos; permiten determinar la actividad estimuladora de precursores granulo-macrofá-

gicos (GM-CSA).

• Inmunoensayos enzimáticos (ELISM; para cuantificar la producción de factores hematopo-

yéticossolubles.

• Northern biot; para caracterizarel nivel de expresión (ARNm) de diferentesfactores

hematopoyéticos.

4.2.2.1. Capacidad de los polisacáridos AM218, AM250 y AM2SL para inducir la
producción y expresión de factores hematopoyéticosen el LTRMC

El LTBMC, al reproducir itt vitro la hematopoyesismedular que tiene lugar itt vivo,

constituyeun modeloidóneoparaabordarel estudiodeexpresióny/o producciónde factores
como consecuenciadel tratamientocon dichos polisacáridos(Gaenecheay col., 1995).
Previamenteya se habíamostradola capacidadde los tres polisacáridospara estimularla

hematopoyesisin vitro, en el LTBMC (apartado4.1.2).

El esquemadel protocoloutilizado semuestraen la figura 41. A la cuartasemanade cultivo

serealizó el tratamientocon 250 pg/ml de AM218, AM250 ó AM251, coincidiendocon el
cambio de medio. A esta dosis, los tres polisacáridosproducíanincrementosa nivel de

celularidady precursoresCFU-GM en el sobrenadante,sin modificarel contenidode CFU-

GM en la capa adherente (apartado 4.1.2).
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Figura 41: Esquemadel protocolo utilizado para el estudio del efectodel tratamiento in vitro con los
polisacáridosAM2 18, AM250 y AM2SI, sobrela expresióny liberaciónde factoreshematopoyéticos
en el LTBMC.

Los análisis serealizaron6 y 16 horasdespuésdel tratamiento,ya que segúnobservaciones
previas (Gilenecheay col., 1995), la máximaproducciónde factoreshematopoyéticosse

detectaa tiempos tempranosdespuésdel cambio de medio. El análisis tambiénse realizóa

los 7 díasdel tratamiento,momentoen el quesehabíaobservadoestimulaciónhematopoyéti-

ca (apartado4.1.2).

4.t2.l.a. Produccióndefactoreshematopoyéticosen el sobrenadantede LTBMCS

Comoprimeraaproximaciónsedeterminéla actividadestimuladoradeprecursoresCFU-GM
(GM-CSA) en los sobrenadantesrecogidos6, 16 horasy 7 díasdespuésdelcambiodemedio

en cultivos controlesasícomo tratadoscon los distintospolisacáridos(figura 41). Paraello,

en el ensayoconvencionalde cultivo deprecursoresCFU-GM seensayaronlos sobrenadantes

Resultados

6 horas
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al 10, 20 ó 30% (y/y), sustituyendo al medio condicionado WEHI-3b.

Los resultadosse muestranen la tabla IX. A las 6 horasy 7 días despuésdel cambio de

medio no se detectóactividadGM-CSA en los sobrenadantes de los cultivos tratados con
cualquierade los polisacáridos.A las 16 horasdel tratamientocon AM250 ó AM251 tampoco

sedetectóactividadGM-CSA en los sobrenadantesdel cultivo. Sin embargo,los sobrenadan-
tesrecogidos16 horasdespuésdeltratamientocon AM218 indujeronla formacióndecolonias
CFU-GM cuandoeranañadidosal 30% (y/y) en el ensayo.

Tabla IX: Actividad GM-CSA en sobrenadantesde cultivos controles y tratados con 250 ¡íg/ml de
los polisacáridosAM2IS, AM250 y AM251. Los valores representannúmero de coloniasCPU-
GM/105 célulasde médulaósea,cuandolos sobrenadantesseañadieronal 30% (y/y). Con el medio
condicionadode la líneacelularWEHI-3b al 15%,el númerode CFU-GM/105célulasesde200+12.

Al no poder detectarmedianteestebioensayola producciónde

de cultivos tratadoscon estospolisacáridos,se llevaron a cabo

(ELISA), métododeelevadasensibilidady especificidad.

factoresen el sobrenadante

inmunoensayosenzimáticos

El análisis se realizó a las 16 horas del cambio de medio, momento en el que se había

detectadoactividadGM-CSA tras el tratamientocon AM2 18, asícomo 7 días despuésdel

tratamientopara determinarsi los factoreshematopoyéticosse manteníanen el cultivo. El
tratamientode los LTBMCs consistió,comoen experimentosanteriores,en la administración

de 250 yg/ml de AM218, AM250 ó AM251 en la cuartasemanade cultivo (figura 41).

Los factoresanalizadosen el sobrenadantemedianteELISA fueronel GM-CSF,IL-la, IL-3

e IL-6. Las absorbanciasobtenidas,tanto con sobrenadantesde LTBMCs control como

tratadoscon los polisacáridosestabanpor debajode los nivelesdedeteccióndel ELISA.

-90-



Resultados

4.2.2.1.b. Nivelesde expresiónde factores hematopoyéticosen la capa adherentede
LTBMCs

La no detección de factores hematopoyéticossolublespor ELISA no implicabaqueéstosno

se estuvieranproduciendo,por ello se analizó medianteNorthern blot el efecto de los

polisacáridos mencionados sobre la expresión de factores hematopoyéticos.

Siguiendo el protocolo que se muestra en la figura 41, a las 6, 16 horas y 7 días después del

tratamiento con 250 sg/ml de los polisacáridos se recogieron las células de la capa adherente,

células encargadas de la producción de factores hematopoyéticos(Eliasony col., 1988; Kittler
y col., 1992). Posteriormente se extrajo el ARN total de dicha población celular, parael

análisis de la expresiónde factoreshematopoyéticospor Northern blot (apanado 3.5.2.2).

En la figura 42 se muestra el Norrhernblot representativo de los realizados con las muestras

de ARN obtenidas de la capa adherente de LTBMCs control y tratados. La banda para el

ARNribosómico 75 se utilizó como control del ARNcargado. Comose observa en la figura

42, las diferencias en la expresión de los factores analizados no se deben a una mayor

cantidad de ARNcargado en las muestras de los cultivos tratados.

Cuando se utilizó la sonda para detectar ARNmdel SCF, apareció fundamentalmente una

banda de 6.500 b que correspondía con el ARNmdel SCF. Los controles positivos

consistieron en ARN de las líneas celulares NIH 3T3 ó C1271 estimulada. En la capa

adherente de los cultivos control se detectó expresión del SCF ya a las 6 horas, que

aumentaba a las 16 horas y se mantenía constante a los 7 días después del cambio de medio.

La respuesta en los cultivos tratados era muy similar a los cultivos control, no observándose

diferencias en la expresión del SCFcomo consecuencia del tratamiento con los polisacáridos.

Para el M-CSF se utilizó como control positivo ARN de la línea celular L929. En todas las

muestras se observan bandas de 4.500 b que corresponden con el ARNmpara el M-CSF.

Tanto en los cultivos control como en los tratados, la expresión del M-CSF era máxima 6

horas después del cambio de medio y se mantenía hasta 7 días, aunque a niveles más bajos.

El tratamiento con los tres polisacáridos produjo incrementos en la expresión del M-CSF a

las 6 horas del tratamiento.

En la siguiente hibridación se utilizó una sonda para la IL-la y como control positivo, ARN

total de la línea celular P388.D1 que generó una banda de 2.200 b correspondienteal

transcripto de la IL-lc~. Esta misma banda apareció en todas las muestras de ARN

procedentes de la capa adherentede LTEMCs. En los cultivos sin tratar, la expresiónde la

IL-lcy resultó máxima a las 16 horas del cambio de medio, mientras que los cultivos tratados

con cualquiera de los polisacáridos muestran la máxima expresión de la IL-la a las 6 horas,

estando dicha expresión aumentada respecto a los cultivos control.
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Con la sondadel G-CSFaparecióunabandadébil de 1.500 b en la muestrautilizada como

control positivo, que consistióen ARN total de la línea celular EL-4 estimulada.En las
muestras control, se observa expresión del G-CSF a las 16 horas, que se mantiene a los 7

días del cambio de medio aunque a niveles más bajos. Los cultivos tratados mostraron una

expresión del G-CSF muy aumentada a las 6 horas del tratamiento respecto a los cultivos

control.

La sonda para el GM-CSForiginó una banda muy intensa de 1.000 b en la muestra de la
línea celular EL-4 estimulada. No se detectó expresión del GM-CSFen las muestras control,

mientras que en las muestras de ARN extraídas a las 6 horas del tratamiento con los
polisacáridos se observó expresión del GM-CSF(bandas tenues), no detectándosea tiempos

posteriores en ninguna de las muestras.

Para la IL-6 se utilizó como control positivo ARNde ]a línea celular EL-4 estimulada,

originándose una banda a 1.300 b que correspondecon el tamañodel ARNm descritopara

la IL-6. En las muestras control no se detectó expresión de IL-6, mientras que en las muestras
de ARN extraídas a las 6 horas del tratamiento con los polisacáridos se detectó expresiónde
la IL-6, que no se detectaba a tiempos posteriores en ninguna de las muestras.

Con una sonda para el TNFa, en la línea celular EL-4 (control positivo) se observó una

banda de 1.700 b (tamaño del ARNmdel TNFa). Esta misma banda apareció en las muestras

tanto controlescomo de cultivos tratados,siendo la máxima expresióndel TNFa a las 6

horas,que semantienea nivelesmásbajoshastalos 7 días. En las muestrasprocedentesde

cultivos tratados, la expresión del TNFa a las 6 horas se vio aumentada con los tres

polisacáridos con respecto a los cultivos control.

Tambiénserealizóunahibridacióncon la sondaparala IL-3, no observándoseexpresiónde

ésta en ninguna de las muestras,excepto en la línea WEHI-3b, utilizada como control

positivo.
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En resumen,los resultadosmuestranquecomoconsecuenciadel tratamientocon 250 hg/ml

de los polisacáridos AM2 18, AM250 ó AM251, 6 horas despuésdel cambio de medio y en
la capa adherente de los LTBMCs se detecta expresión del GM-CSF y se aumenta y/o
adelanta el máximo de expresión del M-CSF, IL-la, G-CSF, IL-6 y TNFt. Entre los
distintospolisacáridos,el patrón de expresiónde los distintosfactoreshematopoyéticosen el

LTBMC fue muy semejante.

4.2.2.2. Capacidad de los polisacáridos AM218, AM2SO y AM2SL para inducir la

expresión y producción de factores hexnatopoyéticositt vivo

Una vez descritoel efectoque la administración¡ti vitro de los polisacáridosteníasobrela

expresióny producciónde factoreshematopoyéticosen el LTBMC y con objetodeconfirmar

si esteefecto se reproducíaitt vivo, se estudió la capacidadde dichos polisacáridospara

modular la expresióny producciónde factoreshematopoyéticoscuandoeran administrados
a ratones no sometidos a irradiación.

Figura 43: Protocolo para el estudio del efecto del tratamiento in vivo con los polisacáridos AM218,
AM250 y AM2SI sobrela expresiónde factoreshematopoyéticosen médulaóseay bazode ratones
normales, y su liberación en suero.
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El protocoloseguidoparaesteestudiosemuestraen la figura 43. El análisisdeexpresióny
producciónde factoresse llevó a cabo1 horadespuésdel tratamiento¡ti vivo con los distintos

polisacáridos. Las dosis de polisacárido utilizadas fueron de 60 y 100 mg/kg, dosis óptimas

utilizadasen ensayosprevios. Así, 1 horadespuésdel tratamientoseextrajo la médulaósea

y el bazo de un mímino de 5 ratones por lote, para proceder al análisis de la expresión de
factores hematopoyéticosen esosórganos por Northern blot. De esosmismos grupos de
ratones se obtuvieron muestras de suero, en las que se analizarían los niveles de factores
hematopoyéticossolublesmedianteELISA. DeformaparalelaseextrajoARN demédulaósea

y bazode un grupode ratonesno tratados,asícomo el suero.

~L2.2.2.a.Nivelesde expresióndefactoreshematopoyéticosen la médulaóseay el bazo

Los Northernblots realizadoscon las muestrasde ARN obtenidosdemédulaóseay bazode

ratonescontrol y tratadoscon 60 ó 100 mg/kg de AM2 18, AM250 6 AM251, semuestran
en la figura 44. La bandapara el ARN ribosómico 75, se utiliza como control del ARN

cargado.

Cuandoseutilizó la sondaparadetectarARNm del SCF, en las muestrasde médulaóseay

bazo control no se detectóexpresióny sin embargosí sedetectóen las muestrasde médula
óseade ratonestratados.Esteaumentode la expresiónrespectoa la médulaóseacontrol era
casi indetectable (bandas muy tenues) cuando los ratones eran tratados con los polisacáridos

AM250 y AM2 18. El nivel máximo de expresión del SCF se obtuvo en la médula ósea de

ratones tratados con 100 mg/kg de AM251 (figura 44). En el bazo de ratones tratados no se

detectó expresión del SCF.

En la médula ósea de los ratones control no se detecté la banda de ARNmcorrespondiente

al M-CSF, sin embargo, en todas las muestras de médula óseade ratones tratados con
polisacáridos se detectó expresión del M-CSF. Esta expresión era menor en los ratones

tratados con AM250, mientras que con los polisacáridos AM218 y AM251 la expresión del

M-CSF era máspatente.En las muestrasde bazo, la expresióndel M-CSF era muy baja,
observándose unas bandas muy tenues, tanto en muestras control como tratadas.

En la siguientehibridación se utilizó una sondapara la lUía que generóuna bandade

2.200b que no se detectó en médula ósea control, mientras que sí se detectaba en todas las

muestras de médula ósea procedentes de ratones tratados con los polisacáridos. Se produjo

un fuerteaumentode la expresiónde IL-la en los ratonestratadoscon AM218 (bandasmuy
intensas con ambas dosis de polisacárido) y AM251 (mayor expresión con la dosis de 100

mg/kg). Con el polisacárido AM250 aumentó en menor medida la expresión de la IL-la en

médula ósea, siendo igual la respuesta con ambas dosis. En bazo control, no se detectó

expresión de la lL-la, mientras que sí se observó expresión en el bazo de ratones tratados
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Tambiénse realizaronhibridacionescon sondasparala IL-3, IL-6, G-CSF y GM-CSF, no
observándoseexpresiónde estosfactoreshematopoyéticosen ningunade las muestras(datos
no mostrados).

Estosresultadosponende manifiestola capacidadde los tres polisacáridospara incrementar

en 1 horala expresiónde al menosel SCF, IL-la, M-CSF y TNFaen médulaóseay de IL-
la en bazo.Estainduccióndeexpresiónfue menorparael polisacáridoAM250 respectoal

AM218 ó AM251.

4.2.2.2.b.Nivelesdefactoreshematopoyéticosen el suero

De forma paralelaal análisisde la expresiónde factoreshematopoyéticosen médulaóseay

bazoseanalizósi estaexpresiónaumentadade factoreshematopoyéticossecorrespondíacon
su presencia aumentada en el suero de los mismos ratones.

El análisis se realizó mediante ELISA en el suero de ratones tratados 1 hora antes con los

polisacáridos AM218, AM250 y AM251. La dosis administrada fue de 100 mg/kg (figura

43).

Los resultadossemuestranen la tablaX. Los nivelesde IL-la e IL-3 detectadosen el suero
de los ratones tanto control como tratados con los polisacáridos estaban en el limite de

detección del ELISA utilizado en el ensayo, por lo que no es posible establecer diferencias

en la concentración de IL-la e IL-3 entre sueros de ratones control y tratados con los

polisacáridos.

GM-CSF IL-6

CONTROL 1,8

AM218 10,1 11.293,0

AM2SO 10,3 5.181,0

AM2SI 11,0

Tabla X: Niveles de factores hematopoyéticos (pg/ml) en suero de ratones
antes con 100 mg/kg de los polisacáridos AM218, AM250 o AM251.

control y tratados 1 hora
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En suero de ratonescontrol, el nivel de GM-CSF era inferior al límite de deteccióndel

ELISA para estefactor (5 pg/ml). Sin embargo,en el suerode ratonestratadosconAM218,

AM250 y AM25 1 sedetectaronniveles deGM-CSF del ordende 10 pg/ml (tabla X).

En cuanto a la IL-6, el tratamiento con los polisacáridos AM218 y AM250 produjo un fuerte

aumento en la producción de IL-6 como se observa en la tabla X (11.000 y 5.000 pg/ml

respectivamente). De nuevo, en los sueros controles, los niveles de IL-6 estaban por debajo

de los límites de detección del ELISA, al igual que los ratones tratados con AM251.

Estos resultados ponen de manifiesto que como consecuencia del tratamiento con cualquiera

de los polisacáridos hay un aumento moderado en los niveles de GM-CSFy una fuerte subida

de IL-6 en el suero de ratones tratados con AM218 y AM250.
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La alta sensibilidaddel sistemahematopoyéticoa las radiacionesionizantesconlíevaa una

aplasiade la médulaóseaen pacientessometidosatratamientosantitumoralesderadioterapia.
Debido a ésto, paraprevenirla muertepor síndromede la médulaósea,los protocolosde
radioterapiasetienen que reduciro incluso suspender.La proteccióny/o estimulacióndel

sistemahematopoyéticoson los principalesobjetivosparacontrarrestarlos efectosadversos

de dichos tratamientos,permitiendouna intensificaciónde las terapias, haciéndolasmás

eficaces(Guigon y col., 1982; Lord y Wright, 1982; Testay Dexter, 1989; Grahamy col.,
1990; Glaspyy Golde, 1990; Moore, 1991). Esta misma problemáticase planteaen los

accidentesradiológicosdonde la disfunción hematopoyética es una de las causas de muerte

cuando el individuo recibe dosis moderadas de radiación.

La disponibilidad de factores hematopoyéticos en forma recombinante ha permitido realizar

estudiosexhaustivossobreestaproblemática,los cualeshan mostradoqueestasproteínasson

eficacesen reconstituir la hematopoyesisde pacientesmielosuprimidospor tratamientos

antitumorales(Bronchud y col., 1987; Antman y col., 1988; Testa y Dexter, 1989) y en
recuperarel síndromehematopoyéticoen personasexpuestasa una irradiaciónaccidental

(Butturini y col., 1988).

Aunquela administraciónde factoreshematopoyéticoses la principalestrategiaparaprevenir

la pancitopeniaproducidadespuésde un tratamientomielosupresor,otras moléculasque

puedanactuarinduciendola producciónendógenade esosfactoreshematopoyéticostambién
podríanserunosbuenosestimuladoreshematopoyéticos.Además,estaestrategiaproduciría

una liberación más fisiológica de los factores, los cualesactuaríansinérgicamentepara

estimularla proliferacióndeprecursoreshematopoyéticos.

Desdehacevarias décadasse han descrito una gran variedadde moléculasde naturaleza

polisacarídicacomoagentesinmunomoduladores,a los que ademásse les han adscritouna
seriedeaccionessobreel sistemahematopoyético,actuandoa su vezcomoradioprotectores

(Patcheny McVittie, 1985; Brines, 1993; Hadden,1993). Así, graciasal desarrollode la

glicobiologia y biotecnología, los hidratos de carbono se han reconocido como moléculas que

tienen un gran potencialde aplicación en clínica (Pivel y Muñoz, 1994).

Sobreesta problemáticase ha centradoesta memoria, cuyo objetivo principal radica en
evaluar la capacidad radioprotectora de tres moléculas de naturaleza polisacaridica en

situaciones de mielosupresión inducidas por las radiaciones ionizantes, así como profundizar

en los mecanismos de acción de dichas moléculas.
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5.1. ESTIMULACIÓN DEL SISTEMA HEMATOPOVÉTICO DE RATONES
NORMALES INDUCIDA POR LOS POLISACÁRIDOS AM21S, AM2SO Y AM2Sl

Paraalcanzarel objetivopropuesto,laaproximaciónmásdirectapodríaserutilizar un modelo
de ratonessometidosa irradiación,esdecir, mielosuprimidos,al seréstala situación en la

que dichos polisacáridos tienen una potencial aplicación. Sin embargo, como primen

aproximación,el modelo de ratonesirradiadosllevaasociadoun númeroelevadodevariables

experimentales(tipo y dosis de radiación, pauta de administraciónde los polisacáridos,
parámetroy momentoidóneode análisis, etc) que le hacenun modelodemasiadocomplejo

paraladeterminacióndel efectoestimuladordeestospolisacáridossobreel sistemahematopo-
yético.

La otra alternativapara llevar a cabo estos primeros estudios sobre los efectosde los
polisacáridosen la hematopoyesismurina, era utilizar un modelo de ratonesnormales,es

decir,no mielosuprimidos.El estudioen ratonesnormalesofrecediversasventajasfrenteal

modelo de ratonesirradiados,entrelas que cabedestacar:mayor simplicidad, al intervenir

un menor númerode variablesexperimentalesy mayor reproducibilidaden la respuestaal
tratamiento.Además,es importanteteneren cuentaque tanto datosde la literatura, como

resultadosobtenidosen el laboratoriocon moléculasdenaturalezasimilar a los polisacáridos

objeto de estudio, ponen de manifiestoque el modelo de ratonesnormaleses un buen
indicadorde la capacidadradioprotectoraasociadaa los compuestos(Gallicchioy col., 1984;

Patcheny col., 1987; Realy col., 1992).

Así, en basea lo comentadoanteriormente,sedecidióutilizar un ensayoen ratonesnormales

paracaracterizarla actividaddeestospolisacáridossobreel sistemahematopoyético.

Una vez seleccionadoel modelo experimental,era necesariofijar las diferentesvariables
asociadasal ensayo, con objeto de simplificar al máximo el estudio. Así, basándonos

fundamentalmenteen la experienciaadquiridaen el laboratoriocon compuestosdenaturaleza

polisacárido-proteína(Real, 1991), el ensayo quedó definido como análisis del efecto
estimulador sobre precursores comprometidos de médula ósea y bazo de ratones normales,
Y días después del tratamiento i. y. con una única dosis de polisacárido.

Utilizando este ensayo se estudió la estimulación hematopoyéticaprovocada por los

polisacáridosAM2 18, AM250 y AM25 1, administradosi. y. en un rangodedosisde20 a 100

mg/kg (apartado4.1.1.).

Ningunode los tres polisacáridosmostrócapacidadestimuladoracuandoseadministrabaa

dosismenoresde 60 mg/kg, ni en médulaóseani en bazode ratonesnormales.Las dosisde

polisacáridoactivaparaestimularla hematopoyesisesplénicaestabanen el rangode 60 a 100
mg/kg, dependiendodel polisacáridoensayado.Así, mientrasque el AM2Sl fue activo a
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partir de 60 mg/kg, el AM218 mostróactividadcon dosisigualeso superioresa 80 mg/kg,

mientrasque el AM250 sólo mostró efecto cuandoera administradoa 100 mg/kg. Con

ningunode los polisacáridosseobservóuna relaciónlineal entredosisadministraday efecto

estimuladorprovocado.

A la dosis máxima ensayada,100 mg/kg, si bien los tres polisacáridosprovocaron un

aumentosignificativo en el contenidode CFU-GM en bazo, el gradode estimulaciónvarió
en función del polisacárido. A esta dosis, los polisacáridosAM218 y AM251 también

provocaronun aumentosignificativo en el contenidodeprecursoresBFU-Een bazo,mientras
queen ratonestratadoscon 100 mg/kgde AM2SO no seobservarondiferenciassignificativas

respectoal control en el contenidode BFU-E en bazo, 5 díaspost-tratamiento.En relación

a la celularidadesplénica,no seobservarondiferenciassignificativasrespectoa los valores

control con ningunode los polisacáridos,a ningunade las dosisensayadas.

Estos resultadosdemostrabanla capacidadde los tres polisacáridospara estimular la
hematopoyesisesplénicaen ratonesnormales.En estosestudiostambién es destacableel

hechodequeel tratamientocon los polisacáridosno provocaun aumentoen el contenidode
precursoresgranulo-macrofágicosaexpensasde unadisminuciónen el númerodeprecursores

eritroides,esdecir, no seproduceuna descompensaciónentrelíneasde diferenciación.Este

tipo de fenómenoseha observadoen la médulaóseade ratonestratadoscon salesde litio o
con rG-CSFa dosisaltas(250~ug/dia),en dondeseobservaun aumentoen la granulopoyesis

aexpensasdela produccióndeeritrocitos(Gallicchioy Chen, 1980; Molineux y col., 1990).

Los estudiosrealizadosin vivo en ratonesnormales,mostrabanasimismoque la celularidad
y el contenidodeprecursoreshematopoyéticosen la médulaóseano seincrementabacomo

consecuenciadel tratamiento con ninguno de los polisacáridos. Sin embargo, ésto no

descartabaquelos polisacáridostuvieranefectosobreesteórganohematopoyético.La médula

ósea, al estar localizada en el interior del hueso,poseeuna capacidadmuy limitada de
expansión,lo que conlíevauna imposibilidad paraacumularaltosnúmerosde precursores.
Así, cuandola hematopoyesismedulares estimulada,los precursorestiendena migrar al

torrentecirculatorio,acumulándoseen otrosórganoscomoelbazo, fenómenoconocidocomo

movilización.Estefenómenoha sido descritoen ratonesnormalesparaunagranvariedadde
productos. Entre ellos cabe destacar algunos factores de crecimiento hematopoyético

recombinantes,comoel G-CSF(Poiday col., 1990),IL-3 (Lord y col., 1986; Kindler y col.,

1986) o e! SCF (Molineux y col., 1991), y otros productosde diversanaturalezacomoel

complejopolisacárido-proteínaAM5 (Realy col., 1992), el glucano-P(Patcheny McVittie,

1986a)ó el extractodeShigoka(Miyanomaey Frindel, 1988).

Utilizando el cultivo de larga duración de médulaósea, sistemaque reproducecon gran

fidelidad la hematopoyesisque tiene lugar in vivo en la médulaósea(Dextery col., 1977),
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seestudiósi los polisacáridosAM2 18, AM250 y AM25 1 teníanun efectoestimuladorsobre

la hematopoyesismedular,el cual estáenmascaradoin vivopor fenómenosdemovilización.

En los LTBMCs, a diferenciade lo que ocurreen los ensayosclonogénicosconvencionales
realizadosen medio semisólido,sedesarrollauna hematopoyesisactivapor largosperíodos

de tiempo, teniendolugarprocesosde automantenimiento,diferenciacióny proliferaciónde

precursoreshematopoyéticos.Así, en estoscultivos no sólo sepuededeterminarlaexistencia

o no deefectoestimuladorasociadoal polisacárido,sino querepresentanun sistemaidóneo
paracaracterizaren detalledicho efecto. Además,por la propianaturalezadel cultivo, el

efectoestimuladordel polisacáridono podráverseenmascaradopor fenómenosde migración

deprecursores.

El tratamientoin vitro de LTBMCS con cualquierade los polisacáridosadosiscomprendidas

entre 50 y 250 pg/ml, provocó un aumentosignificativo en el contenido de células y
precursoresCFU-GM en el sobrenadantede los cultivos, sin que seobservarandiferencias

entrelos efectosproducidospor AM218, AM250 y AM251 (apartado4.1.2.).

En la capaadherentede los LTBMCs, el tratamientocon estos polisacáridosprodujo un

aumentosignificativo en el contenidode célulascon respectoa los controles,aumentosque

fueron menoresa los descritospara el sobrenadantede esosmismoscultivos. El contenido

deprecursoresCFU-GM en la capaadherenteno se vió modificadoen los cultivos tratados

con los polisacáridos,a las dosisensayadas,respectoa los cultivos control.

No seobservarondiferenciasentre los polisacáridosen cuantoa su efectoestimuladoren

cultivos de larga duración. Con todos ellos se mantuvieron constanteslos niveles de

precursoresCFU-GM en la capa adherentedel cultivo, mientras que aumentaronen el

sobrenadante.La organizaciónde la hematopoyesisen el LTBMC explicaría el efecto

diferencialentresobrenadantey capaadherente,ya queesen la capaadherenteen dondese

encuentranlos nichoshematopoyéticos,focosdeelevadaactividadhematopoyética,en donde

selocalizanfundamentalmenteprecursoresmuy indiferenciados,célulasmadre,quea medida

que van proliferando y diferenciandovan siendoliberadosal sobrenadantedel cultivo.

Esta organizacióndel LTBMC, si bien explica el efecto de los polisacáridossobre el

compartimento de precursoresCFU—GM, no explicada el aumento de células totales

observadoen la capaadherente.A este respecto,hay que tener en cuentaque la capa

adherenteestá constituida por una gran diversidad de poblaciones celulares, no sólo

hematopoyéticas,sino tambiénestromales.Así, el aumentode la celularidadobservadoen
la capaadherentede los cultivos tratadosseríadebido al aumentode otras poblaciones

diferentesa las CFU-GM. En basea datosde la literaturay del laboratoriocabepensarque

el aumentoen la celularidad de la capaadherenteno esconsecuenciade un aumentoen el

contenidode precursoresmás indiferenciadoscomo la CFU-S, ya que esoscompartimentos
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suelenestimularseen menormedidaque los precursoresCFU-GM (Levitt y Quesenberry,

1980; (lilenechea y col., 1995). Por otro lado, tampoco es probable que se trate de

precursoresde la líneaeritroide, ya queen el cultivo de largaduraciónla eritropoyesisestá

muy limitada (Dexter y col., 1981). Así, el aumentode célulasen la capa adherentees
probableque sea consecuenciade la estimulación de poblacionescelulares del estroma

(célulasendoteliales,fibroblastos,etc) o bien de célulashematopoyéticasmásdiferenciadas

que los precursoresCFU-GM y quetodavíano sehabríanliberadoal sobrenadante(Dexter

y col., 1984a).

Se han descrito en la literatura diversoscompuestoscon un efecto semejanteal de los
polisacáridosestudiados,ya que son capacesde estimular la bematopoyesismedular en

LTBMCs, apesardeno mostrarefectoestimuladorsobrela hematopoyesisde la médulaósea

in vivo. Así, mientrasqueel tratamientoitt vivo con factoreshematopoyéticoscomo la IL-3
o el SCF, o con compuestosde naturalezapolisacárido-proteínacomoel AM5, no conlíeva

un aumentoen el contenidodeprecursoreshematopoyéticosen la médulaóseade los ratones

(Kindler y col., 1986; Molineux y col., 1991; Realy col., 1992),estoscompuestossí tienen

efecto sobrela hematopoyesismedularcomoseponede manifiestoen los estudiosllevados

a cabo in vitro en LTBMCs (Eliasony col., 1988; Dunlop y col., 1993; Gúenecheay col.,

1995).

Quedabaasídemostradoquelos tres polisacáridossoncapacesdeestimularla hematopoyesis

medular, si bien esteefectono era detectablein vivo debidoprobablementea fenómenosde
migración de precursoresa sangreperiférica y a otros órganoshematopoyéticoscomo el

bazo. Además,de los estudiosrealizadositt vivo e in vitro, se demuestraque no existen

grandesdiferenciasentrelos efectosestimuladoresde los polisacáridosAM218, AM250 y

AM2S1, exceptoen el rangode dosis activas cuando son administradosin vivo a ratones

normales.

5.2. RADIOPROTECCIÓN CONFERIDA POR LOS POLISACÁRIDOS AM2IS,

AM2SO Y AM251

Habiéndosedemostradola capacidadde los polisacáridosAM218, AM250 y AM251 para

estimularla hematopoyesisen situacionesde normalidaddel sistema, sepasóa caracterizar

la capacidadradioprotectorade éstos en un modelo de ratonesirradiadoscon dosis que

provocanla muertedel animalpor síndromede la médulaósea.

Paraestosestudios,el parámetroa analizarfue la supervivenciadel animal, al serésteuno

de los ensayosmássencillosquesepuedenllevara caboen ratonesirradiados,siendoademás
un buen indicador de la capacidadradioprotectoradel compuesto.En los estudios de
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supervivencia,los ratonessonirradiadoscon dosispotencialmenteletales,dosisqueprovocan

un fuertedañoen el sistemahematopoyético,de tal maneraque si el animal no recibeun

tratamientode apoyomuerecomoconsecuenciadel síndromehematopoyéticoen un período
no superiora30 días.Si el tratamientocon los polisacáridostieneun efectobeneficiososobre

la hematopoyesis,los ratonesirradiadoscon dosispotencialmenteletalessobrevivirána la

irradiación.

En general,las dosisde radiaciónempleadasen estudiosde supervivenciase encuentranen

un rangode LD80130-LD1~,30,esdecir,dosisqueprovocanla muertedel 80 ó el 100% de los

animalesen 30 díasdesdela irradiación. La dosisque seha empleadoen los estudiosde

supervivenciarealizadoscon estospolisacáridosfue de7,6 Gy, dosiscon la queno sesupera

el 20% de supervivenciaen ratonescontrol.

En los ensayosdesupervivencia,ademásde la dosisde radiación,lapautadeadministración

del polisacáridoen relacióncon la exposicióna la radiación,esuna variableque va a influir
de manera decisiva en el efecto radioprotectorobservado. Así, para cada uno de los

polisacáridos analizadosse ensayarondiferentes pautas de administración, tanto pre-

irradiacióncomopost-irradiación(apartado4.1.3.1).

Los resultadosde estosestudiospusieronde manifiestoque los tres polisacáridosson unos

potentes radioprotectores.Así, la supervivencia de ratones irradiados con una dosis

potencialmenteletal aumentósignificativamenterespectoal control cuando los ratonesse

trataronconestospolisacáridos1 horaantesde la irradiación,con porcentajesdesuperviven-
ciadel 82-96% en los ratonestratadosfrenteaun 10% en los ratonescontrol irradiados.No

seobservarondiferenciasentrela capacidadradioprotectoradel AM2 18, AM250 y AM251.
Tampocoseobservarondiferenciasen los nivelesde supervivenciade ratonestratadoscon

60 mg/kg y 100 mg/kg decualquierade los polisacáridos.

El tratamientocon dichospolisacáridos1 díaantesde la irradiacióntambiénsupusoaumentos

significativosen la supervivenciarespectoal lote control irradiado. Si bien con estapautade

administraciónlos porcentajesde supervivenciaeran menoresque los obtenidoscuandolos
polisacáridoseran administrados1 horaantesde la irradiación,sólo en el caso del AM218
estasdiferenciaseran significativas. Cuandoel tratamientocon AM218 se llevó a cabo5 ó
3 días antesde la irradiación, la supervivenciade los ratonestratadosno se modificaba

respectoa la de controles irradiados. El tratamientocon los polisacáridosdespuésde la

irradiación(1 hora ó 1 día) tampocomejorabala supervivenciade los ratones.

Estos resultadosconfirman el hechode que la pautade administraciónde un productoen

relacióncon el momentode la irradiaciónescrítica parael efectoradioprotectorproducido
porel compuesto.Así, los trespolisacáridosadministradoshasta1 díaantesdela irradiación

tienenunaelevadacapacidadradioprotectora,mientrasquecuandoel tratamientosedistancia
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del momentode la irradiación, dichos polisacáridosno tienen capacidadpara mejorar la

supervivencia de ratones irradiados con dosis potencialmente letales. Asimismo, la

administraciónde cualquierade los polisacáridosdespuésde la irradiación no mostró
capacidadparaaumentarla supervivenciadeesosanimales.

La mayoríade los compuestosradioprotectoresdescritosen la literatura, sonactivoscuando

se administranantesde la irradiación y en concreto entre 1 día y el momentode la

irradiación.Entrelos compuestoscon actividadradioprotectoracuandoson administrados1
día antesde la irradiación,cabedestacaral lipopolisacáridobacteriano(LPS) (Ainsworth y

Hatch, 1960), el glucano-P(Patcheny col., 1986b),el extractodeShigoka (Miyanomaey

Frindel, 1988), el complejopolisacárido-proteínaAMS (Real y col., 1992) y el muramil

tripéptido MTP-PE-MLV (Federocko, 1994), los cuales producen aumentos de la
supervivenciaentreel 60 y el 90% frentea supervivenciasde 0-30% en ratonesno tratados
irradiadoscon dosis potencialmenteletales. Ademásde estoscompuestos,varios factores

hematopoyéticosrecombinantesmuestranactividadradioprotectoracuandoson administrados

en dosis únicas 1 día antesde la irradiación. Así, el tratamientocon IL-la (Neta y col.,

1986),TNFa (Netay col., 1988a),G-CSF (Uckuny col., 1990)0SCF(Zseboy col., 1992)
permitenqueentreel 50 y el 88% de los ratonessobrevivana dosispotencialmenteletales

de radiación,mientrasquela supervivenciade los ratonesno tratadosno superabael 8%.

Otros compuestoshan mostradocapacidadradioprotectoracuandoseadministrana tiempos

más tempranosantes de la irradiación. Entre éstos, varios polisacáridos poliglucanos
(GLP/B04, GLP/BOS)y un polimananoRhodexmano(MNR), queaumentanla supervivencia

de ratonesirradiadoscon una dosispotencialmenteletal desde un 0-10% en los controles

hastaun 100%cuandoseadministraban1 horaó 15 minutosantesde la irradiación(Maisin

y col., 1986). El aminotiol WR-2721 (Maisin y col., 1993) y el antagonistadel calcio,

Diltiazem (Floersheim,1993),tambiénmuestrancapacidadradioprotectoraal administrarse
30 minutosantesde la irradiación (100% de supervivenciacon amboscompuestosfrentea

un 0% en los controlesirradiados).

Comoen el casodelos polisacáridosanalizados,todoslos compuestosdescritosanteriormente
pierdenla capacidadradioprotectoraa medidaque su tratamientosedistanciadel momento

de la irradiación.Excepcionalmente,el dextranosulfatado(DS500)muestraciertacapacidad

radioprotectoracuandoseadministraba3 díasantesde la irradiación(supervivenciasdel 92%
respectoal 72% en el grupocontrol) (Rossy Peeke,1986a; 1986b).

Así mismo,esoscompuestospierdeno ven muyreducidasu capacidadradioprotectoracuando

seadministrandespuésde la irradiación. Entrelos productoscon actividad radioprotectora

cuandosonadministradospost-irradiaciónse encuentranel glucano-Fque permite que un

10% de los animalessobrevivancuandose administra1 horadespuésde la irradiaciónfrente
al 0% en los controlesirradiados(Patcheny McVittie, 1986b),extractosnaturalesdeplantas
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medicinalescomo el extracto de Shigoka que administrado 15 minutos despuésde la
irradiaciónaumentala supervivenciadesdeun 0% en los controleshastaun 40% (Miyanomae
y Frindel, 1988) o el LPS administradoa las 2 horasde la irradiación, con un aumentode
la supervivenciadel 70% respectoal 29% en los controles(Ainsworth y Hatch, 1960).

Hastael momento, se han descrito pocos compuestoscuya capacidadradioprotectorasea
mayor al administrarsedespuésde la irradiación. Entre ellos, se encuentrael (11)2 (3,5-
diisopropilsalicilato)4cúprico(Sodelbergy col., 1990)o el Lactobacilluscaseiinactivadopor
calor(LC9018) (Nomoto y col., 1991),queadministradosdespuésdela irradiaciónproducen
un aumentode la supervivencia del 78 y 100% respectivamente,frente al 40 y 20% de
supervivenciaen los controles irradiados.El rG-CSF tambiénes un radioprotectoractivo
cuando se administrapost-irradiación(50% de supervivenciarespectoa un 20% en los
controles),si bien hayque teneren cuentaquepara queseaefectivoha de administrarseen
dosisdiariasduranteperíodosde 6 ó 13 días(Tanikaway col., 1990; Patcheny col., 1990).
Lo mismo ocurrecon el polisacárido0K432, quenecesitaser administradodurante11 días
consecutivosdespuésde la irradiación paraconseguirun aumentode la supervivenciadel
67% respectoa un 0% en los controlesirradiados(Kurhishita y col., 1991).

Existen inconvenientesa la hora de comparar,en basea resultadosde curvasdesuperviven-
cia, la capacidadradioprotectorade los polisacáridosestudiadosen estamemoriacon aquella
descritaparaotros compuestosnaturaleso factoreshematopoyéticosrecombinantes,ya que
los niveles de supervivenciapara cadaestudiovan a venir influenciados por la dosisde
radiación.Existesin embargoun parámetro,el factorde reducciónde dosiso DRF, queno
seve afectadopor estavariableexperimental,lo que le haceser un parámetroidóneopara
compararcapacidadradioprotectoraentrediversoscompuestos.El DRF es un indicadorde
cuántosepuedeaumentarla dosisde radiaciónen el grupotratadoparaconseguirla misma
supervivenciaqueen el grupo control.

Se seleccionóel polisacáridoAM218 para llevar a cabo los estudiosde DRF, ya que las
curvas de supervivencia de los ratones tratados con los tres polisacáridoseran muy
semejantes.Así, el DRF parael AM2 18 administrado1 hora antesde la irradiación a 60
mg/kg fue de 1,12, lo quedemuestrala elevadacapacidadradioprotectoradeestecompuesto,
comoya indicabanlas curvasde supervivenciarealizadas.EsteDRF erasemejanteal descrito
para otroscompuestosde naturalezapolisacarídica,comoel glucano (Patcheny col., 1989)
ó el dextranosulfatado(Rossy Peeke,1986a; 1986b)que tienenunosDRFsde 1,06y 1,12
respectivamente.Otros radioprotectoresde distinta naturaleza,como el glutation (GSH),
mercaptopropionilglicina(MPG) o indometacina,tienen DRFs de 1,10 (Nishiguchi y col.,
1990; Maisin y col., 1993).
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El aminotiol WR-2721, tiene uno de los DRFs máselevadosdescritosen la literaturapara
compuestosque se administrana dosis únicas (2,20) (Maisin y col., 1993). Los factores
hematopoyéticosIL- 1 y SCF tienenunos DRFsdel ordende 1,30 y 1 ,35 respectivamente,
si bien hay que teneren cuentaqueestos compuestosmuestranesta actividad cuando se
administranen dosismúltiples (Wu y col., 1989; Zseboy col., 1992).

Por tanto, los resultadosde los estudiosrealizadosen el modelo de ratonesirradiados
demuestranque los trespolisacáridosanalizadosson unospotentesradioprotectorescuando
seadministranantesde unairradiaciónpotencialmenteletal, siendosu capacidadradioprotee-
toraaltamentedependientedel momentoen el queseadminístrael polisacáridorespectoa la
irradiación.

5.3. MECANISMOSIMPLICADOSENLA RADIOPROTECCIÓNCONFERIDAPOR
LOS POLISACARIDOS AM218, AM250 Y AM251

La capacidadde los polisacáridosAM2 18, AM250 y AM2S1 paraaumentarla supervivencia
de ratones irradiados con una dosis potencialmenteletal, así como para estimular la
hematopoyesisde ratonesnormales,hacíapensarquela radioprotecciónconferidapor estos
polisacáridosen situacionesde síndromede la médula óseaseríaconsecuenciadel efecto
beneficiosode estos compuestossobre el sistema hematopoyético.En este sentido, los
polisacáridosestudiadosejerceríansu acciónradioprotectorabien a travésde la estimulación
de la recuperaciónhematopoyéticatras la exposiciónala radiación,o bien reduciendoel daño
radioinducido, permitiendo que un mayor número de precursoressobrevivieran a la
irradiación.

No sedescartansin embargootrosmecanismosde acciónqueesténimplicadosen los efectos
de estospolisacáridossobre el sistemahematopoyético,si bien éstos no han sido objeto de
estudio en este trabajo. Algunos de los mecanismospropuestospara otros compuestos
radioprotectores,comoseverámásadelanteen relaciónconla radiosensibilidadcelular,son:
captaciónde radicales libres (Chapmany col., 1973), inducción de enzimasantioxidantes
comola manganesosuperóxidodismutasa(MnSOD) (Eastgatey col., 1993), entradade las
células en una fase del ciclo celular más radiorresistente(Denenkamp,1986; Sinclair y
Morton, 1966; Hall, 1988), aumentode la resistenciaa infeccionesoportunistasa travésde
un aumento del número y/o funcionalidad de los macrófagos(Patchen y col., 1987>,
estabilizaciónde la moléculade ADN (Smoluky col., 1986), inducción de hipoxia (Purdie
y col., 1983),etc.
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5.3.1. Los nolisac&iridosAM218. AM250 y AM2SI son estimuladoresde la recupera-ET
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ción hematopovética en ratones con síndrome de la médula ósea

Las dosisde radiaciónempleadasen los ensayosde supervivencia,provocanla muertedel
animal por síndromede la médula ósea,caracterizadopor un dañoa nivel de precursores
hematopoyéticos,queva aconduciren último términoa un descensoen el númerode células
madurasen sangreperiférica o pancitopenia.Estos descensosconllevan la aparición de
estadospatológicospost-irradiación(infeccionesoportunistas,hemorragias,etc) queprovocan
la muertedel individuo.

La gravedaddel dañosobrelos distintoscompartimentoshematopoyéticos,va a dependerde
la dosis de radiaciónrecibida. En los ensayosde supervivencia,en los queseadministran
dosis potencialmenteletales, seproduceun daño severosobre el sistemahematopoyético,
impidiendoquepuedallevarsea caboel análisisde precursoresa tiempostempranospost-
irradiación,mientrasquesí es factibleel análisisde célulasmadurascirculantesprocedentes
de distintaslíneas de diferenciaciónhematopoyética.Parapoder llevar a caboestudiosen
compartimentosmás indiferenciados,los ratoneshan de sometersea dosis subletalesde
radiación, las cuales producenuna deplecciónmás moderadade los distintos precursores
hematopoyéticos,permitiendopor tanto su cuantificacióndespuésde la irradiación.

Utilizando dosis de radiación potencialmenteletales, se estudió la estimulación de la
recuperacióndecélulasmadurasen sangreperiféricaprovocadapor lospolisacáridosAM2 18,
AM250 y AM2S1, administrados1 hora antesde la irradiacióna dosisde 60 mg/kg, pauta
y dosis de administraciónqueproducíaun fuerte aumentode la supervivencia(apartado
4.1.3.1.),

En relacióncon los nivelesde leucocitos,los tres polisacáridosestimularonsu recuperación.
El tratamientocon AM218 y AM25 1 aceleróla recuperaciónde leucocitosya en el día 14
post-irradiación,mientrasquetrasla administraciónde AM250, la recuperacióndeleucocitos
no mostrabaaumentossignificativos respectoa los controlesirradiadoshastael día 17.

La recuperaciónde plaquetasse vió estimuladacon el polisacáridoAM251 ya a tiempos
tempranosdespuésde la irradiación, mientrasqueel efectodel AM218 y AM250 sólo se
hacíapatenteen el día 21 post-irradiación.

Las cinéticasde recuperaciónde eritrocitosse manteníana unos nivelesmuy próximosa los
controlesno irradiadosen ratonestratadosconAM251. Los polisacáridosAM21S y AM250,
aunqueno llegaron a evitar en los primeros díaspost-irradiaciónla caídade eritrocitosen
sangreperiférica,síestimularonsu recuperaciónya desdeel día 17 despuésdela irradiación.
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La magnituddel efectosobrela recuperacióndecélulasmadurasen sangreperiféricamuestra
diferenciassegúnel polisacáridoanalizado.Los polisacáridosAM218 y AM250 estimulaban
la recuperaciónde célulasmadurasen sangreperiféricaen menor medidaqueel AM2S 1,
siendoel AM2IS másactivo queel AM250. Es destacableel grado de estimulaciónde la
recuperaciónde plaquetasalcanzadacon el polisacárido AM251, ya que son pocos los
compuestosdescritosque muestranesta actividad. Entre ellos se encuentranel glucano-P
(Patcheny McVittie, 1986b) y algunosfactores hematopoyéticosadministradosen dosis
múltiples(Slordaly col., 1989; Tanikaway col., 1989; Patcheny col., 1991; Zseboy col.,
1992).

Los ratonesno tratadoscon estospolisacáridosque eran sometidosa dosispotencialmente
letalesde radiación,mostrabanlos mayoresindicesde mortalidadentrelos días 10-15 post-
irradiación,díasen los quesedetectaronlos nivelesmásbajosde célulasmadurascirculantes.
De esta manera, la estrecharelación existenteentre supervivenciay niveles de células
madurasen sangretan ampliamentedescritaen la literatura, quedabapatenteen nuestros
resultados.La estimulaciónen la recuperaciónde células madurasprovocadapor dichos
polisacáridos,conel consecuenteacortamientoen el períodode pancitopenia,erasuficiente
paraevitar la mortalidadde los ratonesirradiados,comoseponede manifiestoen las curvas
de supervivenciade animalestratados con estos polisacáridosy sometidosa irradiación
potencialmenteletal (apartado4.1.3.1.).

A pesar del efecto beneficiosode los polisacáridosestudiados,al acortar el período de
pancitopeniatras la irradiación, estos resultadosno reflejan el efecto producido sobre
compartimentosmás inmadurosde precursoreshematopoyéticos.Esto es debido a que el
tejido hematopoyético,si bien se encuentradañadopor efecto de la radiación, mediante
mecanismosfisiológicos de compensaciónpuedereconstituir completamentelos nivelesde
células madurasen sangreperiférica (Helímany Botnick, 1977; Grandey col., 1990).

Así, en ratones irradiados, se planteé el estudio del efecto del tratamientocon estos
polisacáridossobreel compartimentode precursorescomprometidos.Paraello, fue necesario
utilizar dosissubletalesde radiaciónparapoderllevar a cabola cuantificaciónde precursores
a tiemposcortos despuésde la irradiación.

En basea datosdel laboratorio (Real, 1991), paraestos estudiosse seleccionóla dosisde
radiación de 3,0 Gy, que produceuna deplecciónmoderadadel sistemahematopoyético,
permitiendocuantificar el contenidode precursoresCFU-GM en médula óseay bazo, a
tiemposrelativamentetempranosdespuésde la irradiación (día 6) (apartado4.1.3.2.).

La administraciónde cualquierade los polisacáridosantesde la irradiación (1 hora ó 1 día),
pautas de administración con mayor capacidad radioprotectora, provocó aumentos
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significativos en el contenidode precursoresCFU-GM en bazoen el día 6 post-irradiación.
Cuandoel tratamientocon los polisacáridosserealizó despuésde la irradiación, los ratones
tambiénmostraronincrementossignificativos en el contenidode precursoresCFU-GM en
bazo.

Estosresultadoscontrastancon los obtenidosen ratonesirradiadoscon dosispotencialmente
letales, en dondeel tratamientopost-irradiacióncon estos polisacáridosno era capazde
mejorarla supervivenciade estosanimales(apartado4.1.3.1.b), poniendode manifiestoque
cuandoel dañosobreel sistemahematopoyéticoes mássevero,el efectode los polisacáridos
administradospost-irradiaciónno essuficientecomoparaevitarla muertedel animal.En esta
dirección, se ha descrito un efecto similar tras la administraciónde IL-3 o salesde litio,
moléculasquea pesarde ser capacesde estimular la recuperaciónhematopoyéticaen casos
de irradiaciónsubletal,no presentanefectossobrela supervivenciade ratonesirradiadoscon
dosispotencialmenteletales(Netay Oppenheim,1988; Johnkey Abernathy, 1991).

En la médula ósea de ratones irradiados subletalmente,el efecto estimulador de los
polisacáridoseramuy discreto.Unicamenteel tratamientoconel polisacáridoAM218 un día
despuésde la irradiación aumentóel nivel de precursoresCFU-GM en esteórgano. Sin
embargo,segúnsugierendiversosautores,tras la exposicióna dosissubletalesde radiación
seponena funcionartodos los mecanismosdisponiblespararecuperarla hematopoyesisde
la médulaósea,encontrándoseel sistemafuncionandotanactivamentequehacedifícil el que
sepuedadetectarun estímuloadicionalaportadopor estos polisacáridossobreel contenido
de precursoresen la médulaósea(Patcheny col., 1990; Johnkey Abernathy, 1991).

Los estudiosllevados a cabo en ratonesirradiadossubletalmenteson de gran interés,al
demostrarque en situacionesde daño hematopoyéticoleve, los polisacáridosestudiadosson
tambiénactivoscuandoseadministrandespuésde la irradiación,lo queamplíasu rangode
aplicacionestanto a situacionesde exposición accidentala radiación, como a casos de
radioterapiacontrolada.En este último caso,hay que teneren cuentaque la mayoríade los
tratamientosantitumoralesde radioterapiaconsistenen exposicionescíclicasadosissubletales
de radiación.

Los resultadosobtenidostanto a nivel de células madurascirculantesen ratonesirradiados
con dosispotencialmenteletales,comoa nivel de precursorescomprometidosen el caso de
ratonessubletalmenteirradiados, ponende manifiestola capacidadde los tres polisacáridos
ensayadospara estimularla recuperaciónhematopoyéticaen situacionesde mielosupresión,
tanto moderadacomo severa,lo que explicaría la alta radioprotecciónconferidapor estos
polisacáridosa ratonesquesufrenel síndromehematopoyético.
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Estemecanismode radioprotecciónha sidodescritotambiénparaotroscompuestosdediversa
naturalezacomoel complejopolisacárido-proteínaAM5, el glucano-P,y algunosfactores
hematopoyéticosrecombinantes,que impiden la muerte del animal tras la irradiación al
acelerarla recuperaciónhematopoyética(Patcheny McVittie, 1986b; Patcheny col., 1990;
Real y col., 1992; Zseboy col., 1992).

5.3.2. El polisaairidoAM2IS actúadisminuyendola radiosensibilidadde precursores
hematonovéticos

El hecho de que los polisacáridosAM2 18, AM2SO y AM2S 1 mostraranun fuerte efecto
radioprotectorcuandoeran administradosantesde la irradiación, hizo pensarquepodrían
actuardisminuyendola radiosensibilidadde precursoreshematopoyéticosy en consecuencia,
permitir que sobrevivieranun mayor númerode éstosa la irradiación favoreciéndosepor
tanto la recuperaciónhematopoyéticapost-irradiación.

En unaprimeraaproximaciónseestudióel efectodel polisacáridoAM218 administradoin

vitro sobrela radiosensibilidaddeprecursoreshematopoyéticos(apartado4.2.1.2.),incubando
una suspensióncelular de médula ósea durante distintos tiempos con 250 sg/ml del
polisacáridoAM218, dosisque habíamostradocapacidadparaestimular la hematopoyesis
medularen el LTBMC (apartado4.1.2), irradiándoseposteriormentela suspensióncelular
con unadosissubletalde 3,0 Gy.

La incubacióndurante1, 24 ó 48 horas con el polisacáridoAM218 en ausenciade suero
aumentóla supervivenciade los precursoresCFU-GM presentesen las suspensionesde
médulaóseadespuésde una irradiación subletal, si bien la supervivenciaalcanzadacuando
la incubación fue de 1 hora es menorque la obtenidacon incubacionesde 24 y 48 horas
(apartado4.2.1.2.).

En estosexperimentos,comoconsecuenciade la ausenciade sueroen medio de cultivo, se
observó un descensodel número de precursoresCFU-GM a lo largo del tiempo de
incubación.Por tanto, sellevarona caboestudiosen dondela incubaciónde las suspensiones
serealizó en presenciade suero.La supervivenciapost-irradiaciónde precursoresCFU-GM
tras 1 ó 48 horas de incubacióncon el polisacáridono se vió afectadapor la presenciade
suero.Sin embargo,en aquellassuspensionesincubadasdurante24 horascon el polisacárido
en presenciade suero, seobservóun fuerte descensoen la supervivenciade CFU-GM tras
la irradiación, respectoa lo observadoen las mismassuspensionesen ausenciade suero.

Posteriormente,se estudiósi el efectodescritoin vitro, se reproducíacuandoel tratamiento
con AM218 se llevabaa cabo in vivo, determinándoseen estecasola radiosensibilidadtanto
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de precursorescomprometidoscomopluripotentes(apartado4.2.1.2.).Paraestos estudios,
a distintos tiempos despuésde la administraciónLv. de 60 mg/kg de AM218 seextrajo la
médulaósea.Los tiemposde análisispost-tratamientoeran coincidentescon los tiempos de
incubaciónutilizadospreviamente(1, 24 y 48 horas).Unavez preparadala suspensióncelular
de médula,éstase irradió itt vitro con unadosisde 3,0 Gy, comoen los estudiosanteriores.

El tratamientocon el polisacáridoAM218 in vivo, independientementede quese llevara a
cabo1, 24 ó 48 horasantesdelanálisis,aumentabala supervivenciadeprecursoresCFU-GM
de médulaóseadespuésde la irradiación.

En el compartimentopluripotente, la supervivenciade precursoresCFU-Sl2d aumentóen
ratonestratadoscon AM218, 48 horas antesdel análisis, mientrasque los tratamientos24
horas ó 1 hora antesde la extracción de la médula óseano modificaron el porcentajede
supervivenciade precursoresCFU-SI?d.

Estos datosconfirman queel tratamientoitt vivo con el polisacáridoAM2 18 disminuyela
radiosensibilidadde precursoresCFU-GM y en menormedidala de precursoresCFU-5124.
La magnitud del efecto sobre la supervivenciade precursoreshematopoyéticoscon el
tratamientoitt vivo era menorquela observadatras la incubaciónin vitro.

La radiosensibilidaddelos distintosprecursoreshematopoyéticosdependede lascondiciones
experimentalesquese utilicen parasu determinación,comoel tipo deirradiación, irradiación
itt vivo o itt vitro, presenciao ausenciade suero,etc (Hendry y Lord, 1983; Peacocky col.,
1986; Imai y Nakao, 1987; Baird y col., 1990; 1991). Así, la radiosensibilidadde
precursoresCFU-GM es muy variabley aunqueel precursorCFU-Sl2d ha sidodescritocomo
más radiosensible(Meijne y col., 1991), no esextrañoquelos porcentajesde supervivencia
obtenidosen nuestrascondicionesexperimentalescon la dosis de 3,0 Gy sean igualespara
ambosprecursores(8% de supervivencia).

Los factoreshematopoyéticos,G-CSF, GM-CSF e IL-1 poseencapacidadparadisminuir la
radiosensibilidadde precursoreshematopoyéticos(Gallicchio y col., 1989; Uckun y col.,
1989; Zucali y col., 1994). Los autoresproponenunos mecanismosde radioprotección,ya
comentados,en los quela disminucióndela radiosensibilidaddeprecursoreshematopoyéticos
se debe a una reducción en el número absoluto de precursoresen los estadios más
radiosensiblesdel ciclo celular o a la inducciónde enzimasantioxidantescon capacidadde
captarradicaleslibres (Broxmeyery col., 1986; Neta y col., 1987; Wong y Goeddel, 1988;
Eastgatey col., 1993; Hirose y col., 1993).

Quedabaasí demostradoqueel polisacáridoAM218 ejerce su acción radioprotectoratanto
acelerandola recuperaciónhematopoyéticacomo disminuyendola radiosensibilidadde los
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precursoreshematopoyéticos.El efectosobrelarecuperaciónhematopoyéticapost-irradiación,
no siempre está relacionadocon un descensoen la radiosensibilidadde precursores
hematopoyéticos,ya quecomoseha descritoen ratonessubletalmenteirradiados,existeuna
estimulaciónen el compartimentode CFU-GM cuandolos polisacáridosson administrados
despuésde la irradiación.

54. INDUCCIÓN DE FACTORESHEMATOPOYÉTICOSTRASEL TRATAMIENTO
CONLOSPOLISACÁRIDOSAM21S, AM250 Y AM2S1. PAPELMEDIADOR EN
LA ACTIVIDAD DE ESTOS POLISACÁRIDOS SOBRE EL SISTEMA
IIEMATOPOYÉTICO

Existen numerosasevidenciasen la bibliografíaqueponende manifiestoel importantepapel
desempeñadopor los factoreshematopoyéticosen la radioprotecciónde animalessometidos
a dosis potencialmenteletalesde radiación. Así, Neta y col., han demostradoque factores
como la IL-1a, IL-6, TNF-a o SCF son importantesen la radioprotecciónendógenadel
sistemahematopoyéticodel ratón, ya quecuandocualquierade estosfactoreses bloqueado
con anticuerposespecíficos, los ratones muestran una elevada mortalidad frente a la
irradiación (Neta y col., 1991; 1992; 1993). Además,se ha descritoque la administración
exógenade factoreshematopoyéticosrecombinantescomoIL-la, TNiF-a o SCFaumentade
manerasignificativa la supervivenciade ratonesirradiadoscon dosispotencialmenteletales
de radiación, a través de sus efectos sobre la recuperacióny/o proteccióndel sistema
hematopoyético(Netay col., 1986; 1988a;Zseboy col., 1992).

Por tanto, cabíapostularqueen ¡osefectosasociadosa los polisacáridosAM2 18, AM250 y
AM25 1, los factores hematopoyéticosdesempeñaranun papel mediadorinduciéndosesu
produccióntras la administraciónde estos polisacáridos.Para llevar a caboestos estudios,
seplanteéen unaprimeraaproximaciónel uso de LTBMCs, quecomoya seha comentado
a lo largo de estamemoria,constituyeun sistemaidóneoparaestos estudios,al reproducir
itt vitro con gran fidelidad la hematopoyesismedular.

Previamentese ha demostradoque el tratamientoiii vi:ro con dichospolisacáridoses capaz
deestimularla hematopoyesisen LTBMCs (apartado4.1.2).Así, con las mismascondiciones
experimentalesutilizadasen esosensayos,seanalizósi lospolisacáridosinducíanla liberación
de factoreshematopoyéticosal sobrenadantedel LTBMC, medianteel ensayode actividad
estimuladorade coloniasCFU-GM (GM-CSA) (apartado4.2.2.l.a.).En esteensayo,al ser
el sobrenadantede los LTBMCs la única fuentede factoresde crecimiento,sólo tendrálugar
el desarrollode coloniasitt viti-o si se han liberadofactoresa dicho sobrenadante.

A ninguno de los tiempos de análisis (6, 16 horas ó 7 días) se detectóGM-CSA en los
sobrenadantesde cultivos control sin tratar. A este respecto,existeciertacontroversiaentre
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distintosautores,ya quemientrasquealgunosno han detectadoGM-CSA en cultivos control
(Dextery col., 1977; Veiby y col., 1992), otros sí han descritopresenciade GM-CSA en
estoscultivos (Lipschitzy col., 1987; Udupay Lipschitz, 1988),si bien los nivelesdetectados
son siemprebajos y muy dependientesde las condicionesde cultivo utilizadas por cada
laboratorio (cepa de ratón, lote de suero, concentraciónde hidrocortisona,frecuenciadel
cambiode medio,etc) (Shadducky col., 1983).

En los sobrenadantesdecultivos tratadoscon AM218, sedetectóactividadGM-CSA alas 16
horas del tratamiento,mientrasquecon los polisacáridosAM2SO ó AM251 no se detectó
actividadGM-CSA a ningunode los tiemposde análisis. A pesarde estosresultados,no se
podía descartarla presenciade CSAs en los sobrenadantesde los cultivos, ya que está
descritoquediversascélulashematopoyéticasliberan inhibidoresde bajopesomolecular, los
cualesenmascaranla actividadestimuladorade los factorespresentesen los sobrenadantes,
impidiendopor tanto queéstospromuevanla formación decoloniasin vitro (Metcalf, 1971;
Shadduck,1976).

Así pues,se llevó a caboel análisisde producciónde factoreshematopoyéticosen LTBMCs
mediantela técnicade inmunoensayoenzimático,ELISA, ensayoen el que no interfieren
posibles moléculas inhibidoras presentesen el medio. Los sobrenadantesde LTBMCs
utilizados para estos ensayosfueron recogidos 16 horas despuésdel tratamientocon los
polisacáridos,tiempoen el quese habíadetectadoactividadGM-CSA en los cultivostratados
con AM2 18, así como7 díasdespuésdel tratamiento.

Losestudiosde ELISA mostraronqueno existíannivelesdetectablesde GM-CSF, IL-la, Ib
6 e IL-3 ni en cultivos control ni en cultivos tratados con los diferentespolisacáridos.El
hechode queen el sobrenadantede cultivos tratadoscon AM218 no sedetectara(JM-CSF,
a pesarde haberobservadoactividad estimuladorade coloniasCFU-GM, hacíapensarque
dichaactividadsedeberíaaotros factorescomoel M-CSF o G-CSFquepor si solostambién
poseencapacidadpara inducir la formaciónde coloniasCFU-GM in viti-o.

Con los resultadosobtenidosen ensayosde ELISA, no se pudo demostrarla inducción de
producciónde factoreshematopoyéticostrasel tratamientodel LTBMC con los polisacáridos.
Sin embargo,hay que teneren cuentaque aún produciendosefactores,éstospuedenno ser
liberadosbienporquepermanezcancomoformasactivasligadasa membranacomoesel caso
de la IL-la, SCF, M-CSF o GM-CSF (Gough y col., 1985; Kurt-iones y col., 1985;
Flanagany Leder, 1990; Stein y col., 1990; Gordon, 1991; Toksozy col., 1992), o bien
porqueseansecuestradospor la matriz extracelularactuandode forma local (Gordon y col.,
1987; Robertsy col., 1988). De hecho,distintosautoreshan demostradoen LTBMCs que
los factoreshematopoyéticosson liberadosal sobrenadanteen concentracionesmuy bajas,lo
quehacequeseanprácticamenteindetectablestantoporbioensayoscomopor inmunoensayos
(Tushinskiy col., 1982; Tavassoliy col., 1990).
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Así, y conobjeto de podersacarconclusionessobreel papelde los factoreshematopoyéticos
en la mediacióndelos efectosestimuladoresde estospolisacáridos,nos planteamosel estudio
de la expresiónde factoreshematopoyéticosen la capaadherentedel LTBMC, ya que son
las célulasestromaleslas encargadasmayoritariamentede la producciónde dichos factores
(Eliasony col., 1988; Kittler y col., 1992). Los estudiosde expresiónserealizaronmediante
Nonhernblot con los ARNs obtenidosde la poblacióntotal de la capaadherentede cultivos
tanto control comotratadoscon los diferentespolisacáridos(apartado4.2.2.1.b.).

En la capaadherentede cultivos control sedetectaronlos transcriptosdel SCF, M-CSF, IL-
la, G-CSFy TNFa, mientrasqueno sedetectóexpresiónde GM-CSF, IL-6 ó IL-3 (tabla
XI), incluso cuandola extraccióndel ARN fue a tiempostempranosdespuésdel cambio de
medio, cuando se había descrito por otros autores la mayor producción de factores
hematopoyéticosen el cultivo (Lipschitzy col., 1987; Udupay Lipschitz, 1988). El SCF fue
el único factor que mantuvonivelesde expresiónconstanteshasta7 díasdespuésdel cambio
de medio.

SCF M-CSF IL-1 a G-CSF TNFcc IL-6 GM-CSF IL-3

Control

4-6h

-4-16h

47d

4-4-

4+4

4++

++

44

+

4

4-4

4

4

4

444

++

+

-

-

- -

-

AM218

+6h

+táh

+7d

4+

+44-

+4+

444-

+44

+

+4+4

44+

++

+

+444

44

+4-

-

-

+ -

AM2SO

+éh

+16h

+7d

4+

44+

44+

+++

4-4-

+

±4+

4

+

4

4-

4+4+

+

4

+4

-

-

-

-

-

-

AM251

+6h

+16h

+7d

+4

+4-4-

+4+

+4+

+

+

+4+

+

+

.4

+

+4+4

+

4+

-

-

+ -

Tabla XI: Resumende los patronesde expresiónde diversosfactores hematopoyéticosen la capa
adherentede LTBMCscontrol y tratadoscon los
tiemposdespuésdel cambio de medio.

polisacáridosAM2 18, AM250 y AM2SI, adistintos

Otrosautoreshan descritoen cultivos control, ademásde los factoresdetectadosen nuestros
cultivos, expresiónde GM-CSF e IL-6 (Kittler y col., 1992; McGrath y col., 1992). Estas
diferenciaspodríandebersea las distintascepasde ratónutilizadasparaestablecerel LTBMC
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o lascondicionesexperimentalesdel cultivo(concentracióndehidrocortisona,cambiosemanal

de la mitad o de todo el medio, etc). Al igual que lo descritoen nuestrosresultados,otros
autorestampocohan sido capacesde detectarexpresiónde IL-3 en la capaadherentedel

LTBMC medianteanálisis por Nordiern ¿‘lo: (Spooncery col., 1986; Eliason y coL, 1988).

Sin embargo,Kittler y col., han detectadoexpresiónsubóptimadeestefactor en cultivos no
estimulados,utilizando la reacción en cadenade la polimerasapara la amplificacióndel

ADNc correspondiente,sintetizadoa partir de su ARNm celular (RT-PCR) (Kittler y col.,

1992).

En relacióna los cultivos tratadoscon los polisacáridos,los patronesdeexpresiónde factores
hematopoyéticosinducidosen LTBMCs fueron muy similaresentrelos distintospolisacáridos

(tabla XI). En los cultivos tratadoscon estospolisacáridos,sedetectaronnivelesde SCF

similares a los descritos en los cultivos control, que al igual que ocurría en éstos, se

manteníanconstanteshasta7 díasdespuésdel cambiode medio. En relaciónal M-CSF, IL-

la, G-CSF y TNFa, factoresque sí sedetectanen los cultivos control, el tratamientocon
los polisacáridosaumentóy/o adelantósu expresión.Los factoresGM-CSF e IL-6, que no
se detectabanen cultivos control, se expresaban6 horas despuésdel tratamiento con

cualquierade los polisacáridos(tabla XI). Como en el casode los cultivos control, en los
cultivos tratadoscon los polisacáridosno se pudodetectarexpresióndeIL-3 aningunode los

tiemposde análisis.

Los resultadosde expresióndemostrabanque los tres polisacáridosestimulabandiversos

factoreshematopoyéticosen lacapaadherentede LTBMCs, si bienesteaumentodeexpresión
no se correlacionabacon un aumentoen la liberación de factoresal sobrenadantede los

cultivos. Estafalta de correlaciónpodríadebersea que los factoresno seliberen en forma

solubleo bien aque tengalugar un control post-transcripcionalen la producciónde factores.

Estetipo de regulaciónha sido descritaal menosparael M-CSF,TNFa y GM-CSF (Beutíer

y col., 1986; Rettenmiery col., 1987; Thorens y col., 1987), si bien la mayoríade los

factorescontrolan su produccióna nivel transcripcional(Seelentagy col., 1987; Taniguchi,

1988; Nicola, 1989).

Los patronesdeexpresiónde factoresobtenidosen la capaadherentede los cultivos tratados

con los polisacáridosestudiados,no nospermitía determinarla secuenciade expresiónde

dichosfactores,ya quetodosellos sedetectabana las 6 horasdespuésdel cambiode medio.

Secontemplanportantodosposibilidades,bienqueestospolisacáridosinduzcandirectamente
la expresiónde todos los factoresdetectados,o bien que induzcanúnicamentela liberación

de uno o dos factores,siendoéstos los encargadosde estimular la produccióndel resto. A
este respecto,se ha descrito que la IL-la y el TNFa poseencapacidadpara inducir la

expresióndeotrosfactoreshematopoyéticoscomo IL-6, G-CSF,GM-CSFo M-CSF (Broudy

y col., 1986; Munker y col., 1986; Zucali y col., 1986; Zsebo y coL, 1988).
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Estosresultadosponende manifiestoque los trespolisacáridostienenla capacidadde inducir
laexpresiónde unaseriede factoreshematopoyéticosen el LTBMC. Puestoqueesosfactores

tienen la capacidaddeestimular la proliferaciónde precursoreshematopoyéticos,pudiendo

ademássinergizarentresí (Metcalf y Nicola, 1991; Metcalf, 1993), estaríaa favor de la
hipótesisdeque son los mediadoresde la acciónestimuladoradedichospolisacáridossobre

la hematopoyesisdel LTBMC.

Otros compuestosde diversa naturalezahan mostradopatronesde expresiónde factores
hematopoyéticossimilaresa los descritoscon estospolisacáridos.Entreellos seencuentran

el complejopolisacárido-proteínaAM5 (Gilenecheay col., 1995)o lassalesde litio (McGrath

y col., 1992).

Kittler y col., observaronaumentoen la expresiónde SCF, G-CSF, GM-CSF e IL-6 en la
capaadherentedeLTBMCs cuandoéstoserantratadosde formaexógenacon IL-la o lectina
(PWM). Además,en el sobrenadantede esoscultivos sedetectópresenciade IL-3, GM-CSF

e IL-6 medianteensayoscon lineasdependientesde factores(Kittler y col., 1992).

Paratodos estoscompuestos(salesde litio, lUí, PWM y AM5), se ha postuladoque su

acción estimuladorasobre la hematopoyesisestá mediadapor factores hematopoyéticos

producidospor célulasdel estroma(McGrath y col., 1992; Kittler y col., 1992; Gilenechea

y col., 1995).

Unavez demostradalacapacidadde los polisacáridosAM2 18, AM250 y AM2S 1 parainducir

laexpresiónde factoreshematopoyéticosen el LTBMC, el siguientepasoparacorroborarin

vivo los resultadosdescritositt viti-o, erademostrarqueestosmismosmediadoresparticipaban

en los diferentesefectosasociadosal tratamientoin vivo con los polisacáridos.Así, 1 hora

despuésde la administraciónde los polisacáridos(60 ó 100 mg/kg) seanalizaronlos niveles
de expresiónde diversosfactoreshematopoyéticosen la médula óseay bazo,así como su

presenciaen suero en forma de proteínassolubles(apartado4.2.2.2.). Hay que tener en

cuentaque los nivelesdeexpresiónde los factoreshematopoyéticosen médulaóseay bazo

de ratonesnormalesson en general muy bajos y que la tasade producciónde factores

hematopoyéticoses muy baja, siendo del mismo orden que la tasa de consumo, lo que
dificulta la detecciónde factoreshematopoyéticosin vivo (Tushinski y col., 1982; Nicola,

1989).

En la médulaóseay bazode ratonescontrol no se detectóexpresiónde ningunode los
factoreshematopoyéticosanalizadosmedianteNoi-thei-n ¿‘loe, exceptounamodestaexpresión

del M-CSF en bazo(tablaXII). La ausenciadeexpresiónde factoreshematopoyéticosen esos
órganosestádeacuerdocon resultadosde otros autores.Tantoen la médulaósea,como en

elbazode ratonesno tratados,Broudy y col., medianteNorthern¿‘lot no detectabanexpresión
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del GM-CSF, G-CSF, TNF, IL-3, IL-4 e IL-5, únicamente mostraron presencia
transcriptosdel M-CSP en bazoy de la IL-lfl en médulaósea(Broudy y col., 1990).

En relacióna los ratonestratados,en el

con cualquierade los polisacáridos,

polisacáridosAM218 y AM251 (tabla

bazosedetectóexpresióndeIL- la trasel tratamiento

si bien dicha expresión era más patente con los

XII). Los nivelesde expresióndel restode factores

hematopoyéticosen bazode ratonestratadoseranmuy bajos y prácticamenteindetectables.

SCF M-CSE IL-1 a TNEa G-CSF IL-6 GM-CSF IL-3

Control fémur

AM218 60

loo

4- 44

+

+3-4

+4

+4

+

-

-

-

-

- -

AM250 60

100

+

+

+

+

+ -

-

-

-

-

-

-

-

AM2SI 60

100

4

4+

+

+4+

±

±4

+

+

-

-

- - -

Control bazo - +

AMZI8 60

loo

-

- 4

+

+

- -

-

-

- -

AMZSO 60

loo

-

-

+

+

+

+

- -

AM251 60
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TablaXII: Resumendela expresiónde factoreshematopoyéticosen la médulaóseay bazoderatones
control y tratadoscon2 dosisdistintasde los polisacáridosAM2lS, AM250 y AM2SI 1 hora antes
de la extraccióndel ARN.

En la médulaóseasedetectóexpresiónde SCF, M-CSF, IL-la y TNFa 1 hora despuésdel

tratamientocon los polisacáridos,siendoel nivel de expresióndiferentesegúnel polisacárido

administrado.El polisacáridoAM218 aumentófundamentalmentela expresiónde la IL-la,

TNFay M-CSF, mientrasqueel AM251 inducíala expresióndel SCF, IL-la y M-CSF. Con
el polisacáridoAM250, la expresiónde los factoreshematopoyéticosera muy baja (tabla

XII). El patróny nivel deexpresiónde los factoreshematopoyéticosera independientede la

dosisensayadaparalos polisacáridosAM218 y AM250, mientrasqueel polisacáridoAM251
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mostrabaunarelaciónentrela dosisadministraday el nivel deexpresióndetectadoparalos

distintosfactores.

Se llevaron a caboanálisismedianteELISA paradeterminarsi los factoreshematopoyéticos
expresadosen la médula óseao bazo, u otros producidosen otros órganoseran secretados

en formasolubleal suerode ratonestratados.Ningunode los factoresanalizados,IL-la, IL-

6, IL-3 y GM-CSF, se detectó en el suero de ratones control. Una hora despuésdel

tratamientocon los polisacáridosseobservóun aumentomodestoen laproduccióndel GM-
CSFen suero.El tratamientocon los polisacáridosAM218 ó AM250 incrementólos niveles

de IL-6 en suero,lo que no ocurreen el caso de ratonestratadoscon AM25 1. Con ningún

polisacáridosedetectóproducciónde IL-la o IL-3 en suero,1 horadespuésdel tratamiento.

MedianteNorthern bloc no se detectóen ningún casoexpresiónde GM-CSF o IL-6 en la

médulaóseao el bazode ratonestratadoscon los polisacáridos.Sin embargo,estosfactores

sí sedetectaronen formasolubleen el suerode estosratones,lo quesugeríaqueel GM-CSF

e IL-6 seestabanproduciendoen otros órganos(hígado,pulmón,piel, etc) (Mizuno y col.,

1993)o queel ARNm producidoen médulaóseao bazoesmuy inestable,siendoindetectable

en el momentoen el que serealizó el análisis.

AunquesehabíadetectadoARNm parala IL-la en lamédulaóseay bazode ratonestratados

con los polisacáridos,no sedetectóIL-la solubleen el suerode los ratonesmedianteELISA.

Sin embargo,hay que teneren cuentaque la IL-lir esun factor que se libera lentamente,

permaneciendomás tiempo unida a membrana(Kurt-Sonesy col., 1985). Por otro lado, su

liberaciónal suerosepodíaver retrasada,siendoindetectable1 hora despuésdel tratamiento

con los polisacáridos.

Estos estudiosdemostrabanque la administraciónde los polisacáridos in vivo induce la

expresiónde IL-1c~, TNFa, SCFy M-CSF en médulaóseao bazo,asícomo la liberaciónde

GM-CSF e IL-6 al suero, siendo el patrón de expresióny/o produccióndependientedel
polisacáridoadministrado.

Hayque resaltarqueentrelos factoreshematopoyéticosdetectadositt vivo tras el tratamiento
con estospolisacáridosse encuentranla IL-la, IL-6, TNFa y SCF, factoresque se han

descrito como esencialesen la radioprotección endógenade ratones. Además, está

ampliamentedocumentadoquela IL-la, TNFay SCFson unospotentesradioprotectorescon
capacidadpara acelerarla recuperaciónhematopoyéticatras la irradiación,así comopara

disminuir la radiosensibilidaddeprecursoreshematopoyéticos(Schwartzy col., 1988; Slordal

y coL, 1989; Zseboy col., 1992; Patcheny col., 1994; Zucali y col., 1994).
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Quedabaasí demostradoque los tres polisacáridosson capacesde inducir la expresióny/o

producciónde factoreshematopoyéticostanto in viti-o (en el LTBMC), como in vivo (en
ratones normales), lo que sugiere que en los efectosestimuladoresasociadosa estos

polisacáridos,los factoreshematopoyéticosdesempeñanun papelmediador.
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1. LospolisacáridosAM218, AM250 y AM251, estimulanla hematopoyesisesplénicade

ratonesnormalescuandoson administradosi. y. en dosisúnicasde 60-100mg/kg.

2. Los tres polisacáridosestimulanla hematopoyesismedularitt viti-o en cultivos de larga

duración,si bien esteefectono esdetectadoitt vivo debidoprobablementea fenómenos

de movilización de precursoreshematopoyéticos.

3. Los polisacáridosestudiadosson unospotentesradioprotectorescuandoseadministran
antesde una irradiación potencialmenteletal, siendo estacapacidadradioprotectora

altamentedependientede la pautadeadministraciónde los polisacáridos.

4. El aumentode supervivenciaobservadoen ratonesirradiadoscon dosispotencialmente
letalesy tratadoscon estospolisacáridos,sedebea su capacidadparaacortarel período

depancitopeniapost-irradiación.

5. En animalesque han sufrido un daño moderadoen su sistemahematopoyéticocomo

consecuenciade la exposicióna irradiaciónsubletal,el tratamientocon cualquierade

los polisacáridosprovocaun aumentoen el contenidode precursoreshematopoyéticos

CFU-GM en bazoa tiempos cortos post-irradiación,independientementede que los
polisacáridosseadministrenanteso despuésde la irradiación.

6. El tratamientocon el polisacáridoAM218 disminuyela radiosensibilidaddeprecursores

hematopoyéticostanto comprometidos (CPU-CM) como pluripotentes (CFU-S),

permitiendoque sobrevivanen mayornúmeroa la irradiacióny por tantofavoreciendo
la recuperaciónhematopoyéticaposterior.

7. El tratamiento itt viero con los polisacáridosestudiadosinduce la expresión de los

factoreshematopoyéticosIL-la, IL-6, C-CSF,GM-CSF,M-CSF y TNFaen las células

de la capaadherentede cultivos de largaduración.

8. El tratamientoin vivo con los polisacáridosinducelaexpresiónde IL-la, TNFa, SCF

y M-CSF en médula ósea y de IL-lcx en bazo, e induceasimismo la liberación de

cantidadesdetectablesde GM-CSF e IL-6 en suero.

9. No existecorrelaciónentrenivelesdeexpresióny de producciónde factoreshematopo-
yéticosinducidospor los diferentespolisacáridos,ni itt vivo ni in viti-o.
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10. En resumensepuedeconcluir que los tres polisacáridosobjeto deestudioposeenuna

elevadacapacidadradioprotectoraen el rango de dosis de radiaciónque provocala
muerte de los animalespor síndromehematopoyético,al acelerarla recuperación

hematopoyéticapost-irradiación.La inducción de factoreshematopoyéticossepostula

comoel mecanismopor el cual los polisacáridosejercen su acción sobreel sistema
hematopoyético.

Por todo ello, los polisacáridosdescritosen estamemoria representanmoléculascon una

potencialaplicación como terapia de apoyo en situacionesde mielosupresión,si bien es
necesariollevar a cabo los correspondientesensayospreclínicos, que confirmen que los

efectosde los polisacáridosobservadosen un sistemaexperimentalde ratón sereproducen

en humanos.
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