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I.- INTRODUCCION

I.1.- HEMATOPOIESIS EN EL RATON

I.1.1.- Aspectos generales

Se conoce como hematopoyesis al proceso de formacién
de las células sanguineas. Dado que la mayoria de las
células de la sangre tienen una vida media relativamente
corta y que el nGmero de dichas células se mantiene
constante a lo largo de la vida del animal, 1la
hematopoyesis se desarrolla como un proceso en continua
renovacién celular sometido a complejos mecanismos de
regulacién. La producciédn de células sanguineas "in
vivo" estd regulada por 1la sintesis y liberacidén de
citoquinas especificas producidas en la médula 6sea y en
otros tejidos (Metcalf,1984) y mediante otros
bioreguladores como son, los interferones, el factor de

necrosis tumoral, lactoferrina y otros (Lord y Testa,1988).

Las lineas de diferenciacidén que componen el tejido
hematopoyético se pueden clasificar en dos:

Linea mieloide que incluye a las células eritroides,
los monocitos, granulocitos, megacariocitos y células
cebadas y la linea linfoide gue comprende a las células T

y a las células B. Para completar la lista de células gque



comprende el sistema hematopoyético es necesario incluir
a aquellas células que originadas en los O6rganos
hematopoyéticos se asientan en diversos tejidos; este
grupo incluye a los distintos macréfagos tisulares, como
son las células Kupffer del higado, los macrofagos
alveclares, los osteoclastos de médula y las células
Langerhans de la piel; asi mismo existe evidencia de gque
las células endoteliales tienen un origen hematopoyético
(Keating y col., 1982) al igual que las células "natural

killer" y las células dendriticas del tejido linfoide

I.1.2.~ 0Organizacién jerdrquica del sistema hematopoyético.

El tejido hematopoyético es un sistema en organizacidén

jerarquica formado por distintos compartimentos celulares.

Cada compartimento va repoblando al siguiente
completando asi los procesos de proliferacién vy
diferenciacidén celular que dan lugar a las células maduras

de la sangre.

Tradicionalmente, las poblaciones celulares
hematopoyéticas se han clasificado en tres subclases (Lord,
1983):

-células madre, son células multipotentes con
capacidad de automantenimiento.

-células progenitoras (comprometidas), éstas son
células dirigidas a diferenciarse en alguna linea celular

concreta, poseen una gran capacidad proliferativa.



-células de morfologia reconocible. Incluye las

células en maduracién y las células maduras funcionales.

Los compartimentos de células progenitoras y de
células en maduracidén son poblaciones celulares en transito
gue proceden del compartimento de células madre a través
de diversas divisiones celulares. En estos compartimentos
se produce una amplificacién de la poblacién celular
mediante proliferacién para satisfacer 1la demanda de

células maduras.

- Células madre hematopoyéticas

Estas células tienen un papel primordial puesto que
todas 1las células sanguineas (eritrocitos,plaquetas,
linfocitos T y B, granulocitos y macr6fagos) derivan de las
células madre multipotentes (Lajtha,1982). Se considera
pues, que su potencial de diferenciacidén es multipotente,
con capacidad de producir los distintos tipos celulares

maduros de la linea mieloide y linfoide.

Son células dotadas de capacidad de automantenimiento,
lo que le permite mantener constante el tamafio de su
compartimento. (Siminovitch y col.,1963; Lajtha, 1982). Un
pequefio porcentaje de estas células (<10%) se encuentra en
fase de sintesis de ADN. El resto de esta poblacidn se
encuentra en situacién de reposoc proliferativo, fuera del
ciclo celular (Go); sin embargo poseen la capacidad de

entrar en fase de sintesis en situaciones de estrés.



El ensayo de colonias "in vivo" que sirvid para poder
definir a un precursor préximo a la célula madre
hematopoyética fue desarrollado por Till y McCulloch en
1961. Estos autores inyectaron células hematopoyéticas de
un ratdén donador a un ratén receptor isogénico irradiado
con una dosis potencialmente letal. Transcurridos 10-14
dias de 1la inyeccidén sacrificaron 1los animales, vy
observaron colonias macroscoépicas en el bazo de estos

animales.

Andlisis citogenéticos y bioquimicos confirmaron el
carécter clonal de estas colonias e indicaron que a menudo
estaban formadas por células de las dos lineas sanguineas
Y que contenian aproximadamente 10% células {Barnes y col.,
1959; Becker y col., 1963). A la célula, responsable de la
formacidén de estas colonias, que cumplia las
caracteristicas de pluripotencia y automantenimiento se le
denomind unidad formadora de colonias en bazo o CFU-s (Till

y McCuloch,1961).

En el ratdén adulto, estas células se localizan
principalmente en médula &6sea y también en bazo. El namero
de CFU~-s depende de la cepa del ratdn pero cabe destacar
que este valor es relativamente constante y se situa en el

orden de 104 células/fémur (Carsten y Bond,1969).

Mediante el uso de las técnicas de transferencia
génica, se ha confirmado la existencia de una estructura

jerarquica dentro del compartimento de células madre



(Lemischka y col.,1986).

Mintz y col (1984), han definido la célula madre
pluripotente primitiva, denominada (Sp). A partir de esta
célula, se ha postulado la existencia de dos tipos de
células madre comprometidas a las dos grandes 1lineas
sanguineas, la mieloide y 1la linfoide (Phillips, 1985).
Estas dos poblaciones celulares, designadas como Sm y Sl
son mas diferenciadas gque la célula madre pluripotente
primitiva (Sp) y tienen la caracteristica de conservar la

capacidad de automantenimiento (Dick y col.,1985).

- Compartimento de precursores hematopoyéticos

comprometidos

Puesto que el nimero de células maduras sanguineas es
elevado y s6lo una minoria de células madre (<10%) se
encuentra en fase de sintesis de ADN, el aumento en el
nimero de células entre ambos compartimentos tiene lugar
a través de una poblacién intermedia de células que se ha

denominado compartimento de precursores comprometidos.

Las células gque componen este compartimento se
caracterizan por tener gran potencial proliferativo y estar
definidas a diferenciarse en una linea celular
concreta. (Bradley y Metcalf,1966; Ichikawa y col.,1966

Metcalf,b 1980).

Las células del compartimento de progenitores



comprometidos se encuentran en fase de sintesis en un
porcentaje > 30%; este porcentaje puede aumentar ante

situaciones de estrés del sistema (Tejero y col.,1988).

El desarrollo de las técnicas de cultivo "in vitro"
en matriz semisélida, ha servido para detectar, cuantificar
Y caracterizar a los precursores comprometidos
hematopoyéticos segiin la capacidad de éstos para generar
colonias de células maduras hematopoyéticas. Estas técnicas
fueron descritas independientemente por Plunick y Sachs
{1965) Yy Bradley y Metcalf(1966); estos autores
desarrollaron el cultivo de progenitores granulo-
macrofagicos de ratén en una matriz semisélida de Agar en
presencia de factores estimulantes de la proliferacién
celular; asi mismo, se han desarrollado los métodos para
el cultivo de otros progenitores de la linea mieloide, como
son los precursores eritroides (Stephenson y col.,1971);
los precursores de megacariocitos (Metcalf y col.,1975) y

los precursores de linfocitos (Metcalf y col.,1975a).

La naturaleza clonal de estas colonias ha sido
demostrada utilizando métodos bioguimicos (isocenzimas de
G6PD), anadlisis de cariotipos y otras técnicas (Metcalf,
1984). Asl mismo, estos ensayos han servido para
caracterizar ciertos factores estimulantes de 1la
supervivencia, proliferacién y diferenciacién en estas
células, a los que se ha llamado factores estimulantes de

colonias (CSFs).



En este apartado, vamos a hacer una breve descripcién
de algunos precursores comprometidos referidos a la linea

mieloide.
- Precursores eritroides

La diferenciacién y maduracién de la linea eritroide
supone una secuencia ordenada de acontecimientos dque
comienzan en la célula madre multipotente, continuan en las
células comprometidas a la linea eritroide y finalizan en

la produccidén de eritrocitos maduros.

El uso de los cultivos "in vitro" en matriz semisdlida
ha permitido identificar a distintos precursores eritroides
de ratdén (Stephenson y col.,1971); éstos son el precursor
eritroide temprano llamado unidad formadora de "burst"
eritroide o BFU-E (Iscove y Sieber,1975) y la unidad
formadora de colonias eritroides o CFU-E (Iscove Yy
Sieber,1975). La poblacidén de precursores BFU-E, en
presencia de eritropoyetina (Epo), da lugar a colonias que
contienen normoblastos y células hemoglobinizadas no
nucleadas después de un determinado periodeo de incubacién,
que en el ratdén es de 7 dias, (Testa,1979). No obstante,
la 6bservacién de que el nGmero de BFU-E "in vivo" no
dependia de la liberacién de Epo (Iscove,1977a,b; 1978)
llevd a postular la existencia de un factor con actividad
promotora de "burst" o BPA diferente de Epo (Guilbert e
Iscove,1976; Iscove 1977 a y b). Este factor ha sido

identificado como la IL-3 (Clark y Kamen., 1987).



Por otro lado, el tamafio del compartimento de CFU-E
si estd regulado por la presencia de eritropoyetina
(Axelrad y col.,1974), este precursor es mas maduroc que el
BFU-E y podria corresponder al precursor no reconocible
morfoldgicamente sensible a Epo denominado ERC

(Wickramasinghe, 1986).

- Precursor grénulo-macrofagico

Se conocen varios tipos de precursores comprometidos
a la linea granulocito-macrofdgica seglin su capacidad de
generar "in vitro" colonias de granulocitos, de macrdéfagos
o mixtas de granulocitos-macréfagos en presencia de los
apropiados factores estimulantes de colonias (Metcalf y

McDonald, 1975; Metcalf, 1980).

El precursor comprometido a partir del cual se
desarrollan las células morfoldgicamente reconocibles que
daran el granulocito y el monocito es la célula formadora
de colonias granulocito-macrofagicas o CFC-GM. Como ya ha
sido indicado este precursor tiene la caracteristica de ser
bipotencial, pudiendoc desarrollar dos precursores celulares
distintos CFC-G y CFC-M o células formadoras de colonias
de granulocitos Yy macréfagos respectivamente

(Metcalf,1980).

Esta heterogeneidad en la poblacién de precursores
granulomacrofdgicos podria explicar las diferencias en las

caracteristicas morfolégicas de las colonias granulo-



macrofdgicas obtenidas en cultivo "in vitro".

Se han podido distinquir tres tipos morfoldgicos de
colonias:

- colonias compactas que contienen solamente
granulocitos.

- colonias de aspecto disperso, formadas unicamente
por macréfagos y

- colonias mixtas, gque se caracterizan por ser
compactas en el centro formadas por dgranulocitos vy

dispersas en la periferia formadas por macréfagos.

El proceso de formacién de granulocitos y macrdéfagos
estd regulado por la presencia de factores estimulantes de
colonias que también estdn asociados a la formacidn de
estas células "in vivo"™. Estos factores pertenecen a 1la
familia de glicoproteinas y son producidos por los
monocitos, los macréfagos medulares y por otros tipos
celulares, como son los fibroblastos, linfocitos
estimulados y ciertos elementos celulares del estroma
{Stanley y Heard,1977; Metcalf,b1980; Burgess y col.,1981;

Dexter, 1982; Nicola y col.,1983).

Para terminar con la descripcién de los precursores
hematopoyéticos comprometidos, vamos a referirnos a los

precursores definidos a eosindéfilos y megacariocitos.

Los precursores comprometidos a diferenciarse vy

desarrollar eosin6filos y megacariocitos maduros en el



ratén, se han denominado unidades formadoras de eosinéfilos
0 CFC-Eo y de megacariocitos o CFC-Meg respectivamente

(Metcalf y col.,1975 y Johson y Metcalf,1980).

La diferenciacién Y proliferacién de ambos
precursores, estd regulada por citoquinas especificas. Asi
el precursor, CFC-Eo est& regulado por la accién sinérgica
de la IL-3 e IL-5 {Rothenberg y col.,1988; Yamaguchi y

col,1988).

El precursor CFC-Meg es sensible a la accidén de la IL-
6 (Suzuki y col.,1989). Asi mismo, la IL-3 puede estimular
el desarrollo de megacariocitos a partir de su precursor

{Brunno y col.,b1988).

- Células en fase de especializacién y maduracién

Para terminar con la descripcién de las poblaciones
hematopoyéticas haremos mencién a la poblacidédn de células
maduras con caracteristicas morfoldgicas y funcionales
especificas. La pérdida de la capacidad proliferativa del
compartimentc de precursores comprometidos estd acoplado
a un desarrollo progresive de las caracteristicas
bioguimicas, antigénicas y morfoldgicas de cada linaje de
células maduras; asi sucede para algunas lineas
hematopoyéticas como la linea eritroide, granulocitica y
megacariocitica. No obstante, ciertas células maduras de
algunas lineas hematopoyéticas mantienen la capacidad de

proliferacidn al ser estimuladas apropiadamente, este grupo
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incluye a los linfocitos T y B, células cebadas y algunos

macrofagos tisulares.

En apartados posteriores, haremos una descripcidén més

detallada de las células maduras estudiadas en esta

memoria.
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I.1.3.~ Bioguimica y Biologia de los factores de

craecimiento mieloides.

El mantenimiento de los niveles adecuados de células
en sangre periférica requiere una continua y programada
produccién celular por lo cual, el sistema hematopoyético
esta sometido a estrechos mecanismos de regulacidén

{Goldman. J.M, 1982).

La regulacién de la hematopoyesis, se ejerce a través
de distintos mecanismos de control en los gue intervienen,
entre otros, las células del estroma mediante la produccidn
y liberacidn de 1los distintos factores de crecimiento

hematopoyético (Allen y Dexter,1983; Spooncer y col.,1986).

La supervivencia, diferenciacidén, proliferacidon vy
desarrcllo de las células madre Y progenitores
hematopoyéticos asi como la actividad funcional de las
células maduras estd requlada por la accidédn de diversos
factores de crecimiento (Dexter,1987; Nicola,1989; Whetton

y Dexter,1989; Heyworth y col.,1990).

Las distintas técnicas de cultive "in vitro" han
permitido detectar,aislar, caracterizar y en ciertos casos
investigar el modoc de accidn de estos factores de
crecimiento (Metcalf y Mercharn, 1982). Asi, se ha podido
conocer que la supervivencia y proliferacién de la linea
celular FDC-P, por la IL-3 se mantiene a través de 1la

regulacién de los niveles intracelulares de ATP mediante
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un aumento en el consumc de glucosa, todo ello mediado por

este factor (Whetton y Dexter,1983; Whetton y col.,1985).

Los factores hematopoyéticos constituyen una familia
de proteinas de naturaleza glicosilada que regula la

produccién y la actividad funcional de las células maduras.

La respuesta biolégica a los factores hematopoyéticos
es amplia, algunos de ellos actidan sobre un dilatado
espectro celular, otros son mids especificos en su rango de
accién. Asi, la Interleugquina 3 (IL-3) mantiene el
crecimiento y desarrollo de las células madre multipotentes
(Heyworth y col.,1988) y de los progenitores mieloides GM-
CFC (Cook y col.,1989); E,-CFC (Rothenberg y col.,1988);

BFU-E (Sonoda y col.,1988) y Meg~CFC (Bruno y col.,1988}.

La accidén de los factores de crecimiento scbre las
células hematopoyéticas, en muchas situaciones, se realiza
de modo sinérgico o también de forma secuencial. Asi sucede
en la maduracién del progenitor eritroide CFU-E que
necesita la presencia de IL-3 y Epo para desarrollar las
células eritroides maduras (Iscove y col.,1974) y para el
desarrollo del precursor eosinéfilo gue necesita 1la
presencia de IL-3 e IL-5 para su completa diferenciacién
(Yamaguchi y col.,1988). Otros factores hematopoyéticos
descritos como reguladores del desarrollo de células de la
linea linfoide, han sido posteriormente sefialados como
moduladores de células de la linea mieloide, como es el

caso de la IL-4 regulador del crecimiento de células B
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(Widmer y Grabstein,1987; Dexter,1987) al que se 1le ha
asignado una accién sinérgica con la IL-3, Epo, G-CSF y M-
CSF en el proceso de la diferenciacidén y proliferacidn de
células de la serie mieloide (Rennick y col.,1987; Peschel

y col.,1987).

A continuacién, vamos a hacer una breve descripcién
de 1las caracteristicas bioquimicas y de 1los efectos
bioldégicos de ciertos factores hematopoyéticos referidos

a la linea mieloide.

En este sentido, la IL-3 ha sido descrita, hasta hace
poco tiempo, como el factor de mayor rango de accién.
Estructuralmente se caracteriza por tener naturaleza de
glicoproteina, en electroforesis sSDS en gel de
poliacrilamia migra en una banda de Pm comprendido entre
aproximadamente entre 20.000 a 30.000 D (Bazil vy
col.,1983); posee una homologia de secuencia de un 29%
entre las formas humana y de ratén (Clark y Kamen,1987).
Entre sus funciones se destaca el mantener la viabilidad
de las células madre multipotentes, favorecer la entrada
en sintesis de ADN de CFU-S (Schrader y Clark-Lewis,1982;
Spirak y col.,1985 y Heyworth y col.,1988); y estimular el
desarrollo de las células multipotentes a colonias que
contienen células maduras de la linea mieloide (Whetton y
Dexter,1989). La IL-3 también actiia sobre la funcionalidad
de ciertas células maduras, asi aumenta la actividad
citotdxica de monocitos (Cannistra y col.,1988) y la

produccidén de histamina por las células cebadas (Tsuji y

15



co0l.,1990). Por lo indicade hasta ahora, la IL-3 regula la
proliferacién Y desarrollo de los progenitores
hematopoyéticos y puede potenciar la funcién de células

maduras.

Otros factores hematopoyéticos que actiGan en la linea
mieloide son los factores estimulantes de colonias GM-CSF,
G-CSF y M-CSF, estos tres factores se describieron por su
capacidad de generar "in vitro" colonias granulo-
macrofagicas, de granulocitos Y de macrdfagos
respectivamente (Burgess y Metcalf,1977 y 1980). Asi mismo,
modulan la actividad funcicnal de células maduras, en este
sentido aumentan tanto la actividad citotéxica de monocitos
como la produccién de intermediarios reactivos del oxigeno
en los neutréfilos maduros (Arnout y col.,1986; Grabstein

Yy col.,1986; Reed y co0l,1987; Di Persio y col.,1989).

El factor G-CSF aumenta la vida media de neutréfilos
de sangre periférica (Vadas y c¢o0l.,1983; Begley Yy
col.,1986; Tsuchiya y col.,1986). La estructura del factor
G-CSF humano y de ratén corresponde a glicoproteinas cuyos
PI y Pm aparentes se alteran por el tratamiento con

neuroaminidasa (Metcalf y c¢ol.,1987).

El factor GM-CSF puede favorecer la actividad
funcional de neutréfilos maduros a lo largo de varias
etapas de la fagocitosis. Asi aumenta la produccidén de
07, de neutréfilos y es un factor quimiotédctico para

células fagociticas, aumentando la adhesidén del neutréfilo
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al endotelio vascular (Gamble y col.,1989). La estructura
de este factor en humano, ratén y mono se ha determinado
por andlisis de secuencia de aminodcidos y de ADN (Gough
y col.,1984; Sparrow y col.,1985; Wong y col.,1985). Para
cada especie la proteina nativa estd precedida por una
secuencia hidrofdbica de 25 aminodcidos, el GM~CSF de ratén

comprende 124 aa con un Pm de 14.000 D.

El factor M-CSF estimula la formacidn de macrdfagos
a partir del precursor CFC-GM (Kawasaki y col.,1985;
Metcalf,1986). Mantiene la supervivencia y proliferacién
de macréfagos y monocitos, promueve la capacidad citotéxica
y fagocitica de estas células, al igual que los factores
G y GM-CSF favorece la produccidédn de intermediarios
reactivos del oxigenoc en la fagocitosis (Heyworth vy

col., 1990).

La estructura del factor M-CSF es la de una proteina
fuertemente glicosilada en la que el grupo amino terminal
es necesario para la actividad bioldgica mientras gque
modificaciones en el resto carboxilo terminal no afectan

esta actividad.

Una caracteristica comin a todos los factores de
crecimiento hematopoyético es gue el resto azucarado no es
necesario para la unién del factor a su receptor, 1los
azucares deben tener alguna otra funcidén "in viveo" todavia

no conocida.
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Las acciones bioldgicas descritas para estos factores
de crecimiento hematopoyético sugieren que dichos factores
juegan un importante papel en los mecanismos de defensa del
organismo, por lo que estid siendo muy extendido el uso
clinico de los mismos en ciertas alteraciones inmunolégicas
y/o hematoldégicas puesto que facilitan la recuperacidn del
sistema hematopoyético (Bronchud y col.,1987; Moore Yy

Warran,1987; Bronchud y col.,1988).

Recientemente, se ha descrito el denominado factor
stem cell (SCF). El1 SCF actia asociadc a otros factores
hematopoyéticos, aumentando 1la proliferacidén de 1los
precursores hematopoyéticos mas primitivos (Williams y
col.,1991; Okada y c¢ol.,1991). Este factor tiene un
importante papel en la regulacidén de los progenitores
hematopoyéticos méds primitivos y estd siendo descrita 1la
accidén sinérgica de este factor con otros factores
hematopoyéticos. Asi la administracién del G-CSF en
combinacién con el SCF aumenta el nimeroc de leucocitos en

sangre periférica {Molineux, 1991).

I.2.- CARACTERISTICAS8 BIOQUIMICAS Y FUNCIONALES DE LASB

CELULAS DEL SISTEMA HEMATOPOYETICO.

En este apartado, vamos a hacer una descripcién de
algunos aspectos metabélicos y funcionales de las células
del sistema hematopoyético. Para ello, comenzaremos
describiendo 1las c¢élulas de médula 6sea, poblacién

representativa de una gran heterogeneidad celular. Dadas
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las caracteristicas que posee la médula, las células que
la componen presentan un gran potencial de diferenciacidn
Yy proliferacién. Con el fin de completar el estudio de las
caracteristicas bioguimicas y funcionales de las células
de este sistema, continuaremos con la descripciéon de
algunos aspectos morfoldégicos, bioquimicos y funcionales
de dos tipos de células maduras; los eritrocitos vy

granulocitos.

I.2.1.~ Biologia celular y funcién de las células de médula

638a

La médula 6sea es un tejido extremadamente complejo,
en el que las células madre hematopoyéticas dan las
distintas lineas celulares sanguineas en el interior de los

espacios medulares.

La composicién celular de 1la médula oOsea es
heterogénea en cuanto al tipo, nimero y grado de madurez
de cada componente celular. Estd formada por varios
compartimentos celulares, cada uno de los cuales presenta

unas caracteristicas biogquimicas y celulares propias.

Una caracteristica comin en todos los compartimentos
celulares de la médula es su potencial proliferativo y de
diferenciacién. Estos procesos se caracterizan por
necesitar un aporte de energia, es por esto, por lo que en
la médula ésea adguieren relevancia aquellas rutas

metabdélicas dirigidas a la obtencidén de energia. Entre
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estas rutas, destaca la glicolisis, por ser un sistema que
genera ATP y, en este sentido se ha descrito la necesidad
de un sistema generador de ATP, como es la glicolisis, en
una linea celular hematopoyética (FDC-P2) para cumplir los

procesos de proliferacidén celular (Whetton y Dexter,1983).

La regulacién del sistema hematopoyético esté
ejercida, entre otros mecanismos, por determinados factores
de crecimiento. Una de las mdltiples funciones que cumplen
los factores hematopoyéticos es la de mantener la
viabilidad de las células hematopoyéticas hecho gue esta

asociado a un transporte de glucosa (Whetton y col.,1985).

La glicolisis es una de las rutas de obtencidén de
energia en las células de mé&dula 6sea. En apartados
posteriores, haremos una descripcidén de las caracteristicas
cinéticas de las enzimas reguladoras de la glicolisis en

células de médula &sea.

como es conocido, el Fe'? es necesario para cumplir
una serie de funciones fisiolégicas. El Fe*? participa en
procesos de transporte de O0,, como sucede en la hemoglobina
y mioglobina. Por otro lado, ejerce distintas funciones en
procesos de activacidn de enzimas gque contienen oxigeno
{peroxidasas y catalasas) y colabora en los mecanismos de
transferencia de e~ formando parte de una gran variedad de

citocromos (citc a, citc b y cite ¢) (Williams,1985).

Por otro lado, el Fe*? es necesario para cumplimentar
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procesos de proliferacidn y diferenciacién celular (Ho y
col.,1989). Motivo por el cual, es importante estudiar el
metabolismo del hierro como pardmetro indicativo de la

funcionalidad en células de médula 6sea.

Unc de los mecanismos de captacidn y transporte de
Fe*? al interior de la célula esta mediado por la presencia
de una proteina transportadora de Fe+3, la transferrina
(Tf). Esta es una glicoproteina plasm&tica cuya funcidn
fundamental es la del transporte de Fe'? al interior de la
célula. La unién de la Tf a su receptor, localizado en la
membrana plasmatica, es un paso esencial en el mecanismo

de incorporacién del Fe a la célula.

El receptor de Tf ha sido encontrado en las células
que presentan una gran capacidad proliferativa (Sutherland
y col.,1981; Trowbridge y Omary,1981). En este sentido, la
expresidén del receptor de la Tf estd relacionado con la
proliferacidn de las células del sistema hematopoyético (Ho
y col.,1989). También ha sido descrito en otras células,
como hepatocitos y células de placenta (Sibille vy
col.,1982; Seligman y c¢o0l.,1979). En células de médula
6sea, ha sido descrito en células precursoras eritroides
(Harrison,1984). También, ha sido descrito en lineas
celulares de otras series mieloides (Tei y c¢ol.,1982;
Taetle y co0l.,1987; Ho y co0l.,1989). En médula osea de
rata, han sido descritos dos sitios de unién para la Tf,
uno de alta y otro de baja afinidad (J. Mendieta Tesis

Doctoral 1990). Asi mismo, el receptor de la Tf esta ligado

21



a muchos mecanismos de defensa del organismo, ya que éstos
dependen, en ciertos casos de la presencia de Fe't3 (Gabig
Yy Lekfer,1985); asi los macrdofagos alveolares presentan
receptores de Tf en su membrana plasmatica (Hirata vy

co0l.,1986).

I.2.2.-Algunas caracteristicas morfoldégicas y funcién

fisioldégica de las células de la serie eritroide

Como ha sido indicado en el apartado I.1.2 de esta
memoria, los eritrocitos se generan a partir de los
precursores eritroides BFU-E y CFU-E mediante los procesos

de diferenciacidédn celular.

El eritrocito de los mamiferos es una de las células
mas especializadas del sistema hematopoyético.
Morfolégicamente se caracteriza por carecer de nicleo,
mitocondrias y ribosomas; su composicidén es por lo tanto
muy simple, estd formado por una membrana citoplasmatica
gue rodea una solucién de proteina y electrolitos. La
proteina mayoritaria que compone el eritrocito es 1la
hemoglobina, que estd representando el 95% de la proteina
total, el resto lo forman las enzimas necesarias para la
produccidén de energia y para el mantenimiento de la

hemoglobina en el estado fisioldgico funcional.

Los eritrocitos de mamiferos son células anucleadas
que circulan por la sangre durante un tiempo determinado

que varia seglin las especies. Asi, en el hombre la vida
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media del eritrocito es de 120 dias mientras que en el

ratén es de 20-30 dias (Magnani y col., 1980).

El estudio del eritrocito ha despertado gran interés
en virtud de la funcién fisioldégica que desempeiia y porgque
dada su sencillez estructural y metabdlica resulta una

célula ideal para realizar estudios bioquimicos.,

Por carecer el eritrocito de organulos citoplasmaticos
como ribosomas y mitocondrias, su metabolismo queda
limitado a la glicolisis, el ciclo de las pentosas fosfato,
cicle del 2,3 bifosfoglicerato (2,3 BPG), algunas
reacciones de oxido-reduccidén y ciertos aspectos del

metabolismo de nucledtidos.

Los eritrocitos, al igual gque toda célula animal,
regquiere energia para cumplimentar su actividad metabdlica
y funcional, de tal manera dque su metabolismo esta
encaminado hacia la formacién de la molécula que actiia como

transportador especial de energia libre & ATP (Reiman y

col.,1981).

Distintos sustratos tales como la ribosa, fructosa,
manosa, galactosa, etc... pueden ser metabolizados para
obtener energia, siendo la glucosa la principal fuente
energética de los eritrocitos de todas las especies
animales, excepto el cerdo en el que el sustrato principal
es la inosina (Agar y Board,1983; Kim,b1983). Asi cada

molécula de glucosa que entra en la célula es fosforilada
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por accién de la hexoquinasa y transformada a glucosa-é6-
fosfato. Este compuesto formado es metabolizado por la via
de Embkerf-Meyerhoff o por la ruta de las pentosas fosfato
en distinta cuantia. En situaciones fisioldgicas, entre un
5% y un 13% de la glucosa se metaboliza por la ruta de las
pentosas fosfato (Harvey, 1989), 1la cantidad de glucosa
metabolizada por esta via parece estar regulada por la
concentraccién de NADP utilizada para formar NADPH. El

resto se metaboliza en la ruta glicolitica.

La segunda via importante del metabolismo de 1la
glucosa en el eritrocito es la ruta aerdébica de las

pentosas fosfato.

La funcién fisiolégica fundamental del eritrocito es
la del transporte de los ygases respiratorios a través de
la sangre a los distintos tejidos. Esta funcidn se realiza
mediante la Hb, proteina cuya estructura esta disehada para

realizar dicha funcién.

Las primeras teorias respecto a la funcidén del 2,3 BPG
indican su papel como "buffer" y como compuesto que podria
ser utilizado como sustrato energético durante periodos de
deprivacién de la glucosa. Fué en 1967, cuando Benesch y
Benesch indicaron la funcidén del 2,3 BPG como modulador de

la afinidad de la Hb por el oxigeno (Bunn y col.,1974).

Dicha afinidad est& modulada por diversos factores

entre los que se puede indicar el pH, la temperatura y los
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compuestos fosforilados, como son el 2,3 BPG y el ATP.

El 2,3 BPG, representa las 2/3 partes del fésforo de
la célula de mamiferos. El ATP tiene un efecto similar en
la oxigenacién de la Hb siendo menos importante en 1los
eritrocitos de mamiferos ya que las concentraciones de ATP
son muy bajas y estd formando complejo con el Mg?* (Bun y
col.,1971). No obstante, este metabolito modula la
regulacidén de la oxigenacidén de la Hb en los animales
inferiores como son las especies de peces teledsteos (Giles

Yy Randall, 1980).

La regulacidén de los niveles de 2,3 BPG se realiza por
la actividad de 1la 2,3 difosfogliceratomutasa y 2,3
difosfogliceratofosfatasa y por la relacién inversa entre
los niveles de 2,3 BPG y la actividad PK (Westhead y
col,1984). Esta relacién se observé en los eritrocitos que
presentaban altos niveles de 2,3 BPG asociados a
deficiencias en la actividad PK (Vives-Carrans y

col.,1980).

La reaccién entre el 2,3 BPG y la Hb es equimolecular
y tiene lugar gracias a la interaccién que se produce entre
los grupos cargados negativamente del 2,3 BPG y los grupos
cargados positivamente de las histidinas F8 y E7 de las
cadenas B de la Hb. El 2,3 BPG supone una adaptacidn en la
afinidad de la Hb por el oxigeno a las necesidades

metabélicas del individuo. (Harvey, 1989).
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I.2.3.- Caracteristicas morfologicas y funcidn fisiolégica

de granulocitos.

Ha sido indicado en esta memoria, que los granulocitos
y macréfagos se pueden originar a partir de un precursor
comiin denominado CFC-GM o a partir de los precursores CFC-G
y CFC-M. A través del proceso de diferenciacién celular
generan primero las células inmaduras y posteriormente la
célula madura 6 granulocito. En este apartado vamos a hacer
una descripcién de las caracteristicas morfolégicas de las
células que componen la linea de diferenciacién de la serie

granulocitica.

El promielocito es la célula inmadura, perteneciente
a la serie granulocitica, en la gque aparecen los granulos
azurdfilos. Estos c¢ontienen enzimas 1lisosdmicas como
fosfatasa Acida, mieloperoxidasa, indolesterasa, B-
glucuronidasa y proteasas neutras (elastasa y colagenasa),
hidrolasas A&4cidas y proteinas microbicidas que actGan
hidrolizando los enlaces B1-4 glucosidicos de la pared
bacteriana y eliminando los "detritus" celulares ( Zinkl,

1989; Curnutte y Babior, 1990).

Al promielocito le sigue el estado de mielocito,
siendo en esta célula en la gue se producen los cambios
morfolégicos mas acusados en el desarrollo del granulocito.
En este estadio, se origina la sintesis de gréanulos
especificos que aparecen rodeando al nacleo Yy

posteriormente se expanden a todo el citoplasma.
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Los granulos secﬁndarios o especificos, contienen
lisozima y lactoferrina. Esta tiltima es una proteina unida
a Fe3* que actua bloqueando el crecimiento bacteriano
(Curnutte y Babior,1990), dada su afinidad por el Fed* y
gue también reacciona con las especies derivadas de 0O,

dando OH* mucho mas reactivo.

El penGltimc estadio anterior a la célula madura, lo
representa el metamielocito, al gque sigue la célula "en
cayado". Esta célula dard finalmente el neutrdéfilo
polimorfonuclear & granulocito maduro. Las reacciones de
tinccidn de los grénulos especificos sirven para establecer
la clasificacidén de los granulocitos en neutréfilos,

baséfilos y eosinéfilos.

El estudio del metabolismo de granulocitos ha
despertado gran interés dada 1la importante funcién

fisiolégica que poseen estas células.

Los granulocitos son 1las células de 1la sangre
encargadas de la defensa del organismo frente a las
infecciones piégenas. Su funcién estd ligada a la de los
linfocitos y macréfagos ya que estas células también estén

implicadas en los mecanismos de defensa.

La funcién fisioldégica fundamental de los granulocitos
es la fagocitosis. La fagocitosis es el proceso mediante
el cual el granulocito ingiere la particula u organismo

extrafio (Smolen y Boxer,1990). La actividad fagocitica de
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la célula depende de una produccién continua de energia
(Newburger y col.,1980), lo que supone gque todas las rutas
metabb6licas del granulocito dirigidas hacia la obtencidn

de energia adquieren gran relevancia en esta célula.

La energia necesaria para la quimiotaxis y 1la
ingestidén de las particulas es aportada por la glicolisis
anaerobia (Lane y Lamkin,1984). Asi mismo, otras rutas
metabdlicas como es la via de las pentosas fosfato (HMP)
(Babior,1984), se activan cuando la célula es estimulada

por un agente extrailo.

La fagocitosis se inicia con la adhesidén de los
granulocitos a la superficie del endotelio. Este proceso
estd mediado por receptores presentes en la membrana de la
célula, come son Fc (IgG;, IgG;) y C; del sistema del
complemento. La siguiente fase de la fagocitosis es la
quimiotaxis, proceso de migracién de los granulocitos hacia
los sitios de infeccién o las zonas de lesidn tisular
(Zinkl, 1989). La guimiotaxis es positiva, lo que supone
que las células se dirigen hacia zonas donde hay mayor
concentraccién de sustancias gquimiotacticas
(Wilkinson,1982). Previa a la fagocitosis propiamente
dicha, estd la fase de opsonizacidén. Este proceso tiene
como finalidad, cubrir la particula extrafia de ciertas
sustancias llamadas opsoninas que facilitan la unién del
agente extrafioc al granulocite (Dechatelet,1979). A
continuacidén, tiene lugar la ingestién de la particula

extrafia, la formacién del fagosoma y la fusién de 1los
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granulos primarios y especificos a la membrana del
fagosoma. Finalmente, se produce la degranulacién con la
descarga del contenido de los granulos al interior de la

vacuola fagocitica.

En las fases posteriores de la fagocitosis se producen
cambios metabélicos bruscos que consisten en un aumento
del consumo de oxigenc a partir del cual se generan una
serie de compuestos con actividad bactericida, como son
el 0,7, H,0, y distintos compuestos que derivan del oxigeno
(Babior,1978; Badwey y Karnowsky,1980; Zinkl,1989; Smolen

Yy Boxer,199%90).

Paralelamente a estos fendmenos metabdlicos tiene
lugar un aumento en la oxidacidén de la glucosa a través de
la ruta de las pentosas fosfato (HMP) (Babior,1984). Estos
cambios en el metabolismo oxidativo del granulocito
producidos después de recibir el estimulo se conocen como

"explosidén respiratoria" (Babior y col.,1973; Babior,1984).

Existen tres mecanismos principales a través de los
cuales la explosién respiratoria puede favorecer 1la
destruccién de las particulas ingeridas, éstos son:

- Formacidédn de radicales libres. Reduccidén del oxigeno
molecular a 07, por accidn del sistema oxidasa.

~ Halogenacién mediada por mieloperoxidasa. Los
granulocitos contienen gran cantidad de MPO, gue puede dar
reacciones de halogenacién con Cl17 e I- a bajas

concentracciones de perdxido.
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- Alcalinizacidén de la vacuola fagocitica. El pH de
las vacuolas fagociticas es Acido pero tras la ingestién
y degranulacidén experimenta un aumento inicial (7.8-8.0)
causado por un bombeo de e hacia el interior de la vacuola
fagocitica, sin protones concominantes, para después
descender gradualmente. El aumento slbito de pH activa las
proteinas catibénicas de los granulos (Segal,l1985). El
mecanismo de acidificacién de la vacuola fagocitica después
de la alcalinizacidén parece estar asociada a una bomba de
protones localizada en 1la membrana de los gréanulos

terciarios (Mocllinedo y Schneider, 1984).

La base bioquimica de la explosidn respiratoria es la

activacién de un sistema oxidasa dependiente de NADPH.

Este sistema es activado por distintos estimulos y
cataliza 1la reduccién del oxigeno molecular a anidn
superdéxido (Oy-) Y perdxido de hidrégeno (H,0,)
principalmente (Badwey y Karnowsky,1980). Este proceso es
reversible y necesita el aporte continuo de energia. La
velocidad de oxidacidédn de la glucosa a través de la ruta
de las pentosas fosfato (HMP) esta incrementada por la

necesidad de aumentar la produccidén de NADPH.

La estructura de este sistema no es del todo conocida.
Se han descrito componentes de membrana y citosdlicos como
integrantes del sistema oxidasa (Segal y Jones,1979;
Borregoard y c¢ol., 1983). Los componentes de membrana lo

constituyen el citocromo b y una flavoproteina.
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En los granulocitos el citocromo-b se localiza
principalmente en la membrana de los granulos terciarios
Y en menor proporcién en la membrana de los gréanulos
especificos y la membrana plasmatica de la célula (Segal
Yy Jones,1980; Garcia y Segal,1984 y Mollinedo vy
Schneider,1984). Este es el componente terminal de 1la
cadena de transporte de e~ y posee un bajo valor de
potencial (-245 mV) que le permite reducir directamente el

oxigeno molecular 0, a 07,.

Estudios de purificacién e identificacién de proteinas
han sefialado que el citocromo-b estd compuesto por 2
subunidades denominadas ®%_y B con Pm de 23.000 y 76.000-
92.000 D respectivamente. La transcripcidén de la cadena B
estd limitada a la linea mieloide y aumenta en paralelo con
la expresidn del citocromo después de la induccidn de la
actividad oxidasa (Segal,1989). La glicosilacién de 1la
subunidad B sugiere que esta molécula esta dispuesta en la
superficie externa de la membrana plasmitica. La funcién
de la subunidad ¢A_ no es conocida. Ambas subunidades se
fosforilan después de la estimulacidn del sistema oxidasa,
lo que sugiere la necesidad de cambios conformacionales en

el centro activo.

El segundo componente de membrana del sistema 1lo
constituye una flavoproteina. El hecho de que la actividad
oxidasa esté relacionada con wuna flavoproteina, fué
postulada por Cagan y Karnowsky en 1958. Parece ser que es

el cofactor flavinadenindinucledétido (FAD) el que estéa
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asociado a la actividad oxidasa (Light y col.,1981; Cross

y Jones,1986; Rossi,1986; Bellavite,1988; Clark, 1990)).

Diversos grupos han aislado en los extractos de
oxidasa una proteina con un Pm de 65.000-67.000 D gue
corresponde a una flavoproteina (Markett y col.,1985;
Doussiere y Vignais, 1985 y Kakinuma y col.,1987). Ensayos
de fotomarcaje sugieren que esta flavoproteina une NADPH

(Doussiere y col.,1986; Kakinuma y col.,1987).

El mecanismo de activacidén de la NADPH-oxidasa ha sido
objeto de numerosos estudios. Es posible construir un
modelo de sistema oxidasa compuesto por el citocromo-b245
y una flavoproteina como integrantes de la cadena de
transporte de e~ responsables de la formacidén del 07, a
partir del oxigeno molecular. Este sistema permite la

reduccidn directa del oxigeno a anién superéxido.

Los componentes citosélicos conocidos hasta ahora, lo
constituyen una proteina citosélica de Pm 47.000 D. Esta
se activa por fosforilacién y se une al centro activo del
citocromo b. Esta molécula puede ser un transportador de
e~ o puede jugar un papel regulador y/o estructural en la
integracién & activacién del sistema. Es posible que la
fase de latencia de la fagocitosis (lag time) refleje el
tiempo necesario para la fosforilacidén de ésta proteina,
su traslocacidén al interior de la membrana y su asociacidn
al citocromo b. El1 dltimo elemento del sistema, 1lo

constituye otra proteina citosdlica de Pm 65.000 D gue se
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estos factores ejercen "in vivo" se han descrito a través
de su uso clinico, asi, ambos factores aumentan el niimero
de granulocitos en sangre periférica y activan las

funciones fisiocldgicas de estas células (Yuo y co0l,1990).

Las especies derivadas del oxigeno, pueden ser
téxicas por si mismas o aumentar su toxicidad por sus
reacciones con la mieloperoxidasa, por 1lo gque los
granulocitos poseen un sistema de detoxificacidén celular
que transforma los derivados téxicos en H,0 (Klebanoff,
1988) . Estos mecanismos de detoxificacidédn estdn compuestos
por la enzima superdxido dismutasa (SOD) citoplasmatica,

la glutation peroxidasa, glutation reductasa y catalasa.

Ciertas alteraciones en la estructura o en el
metabolismo de granulocitos, conducen a anormalidades en
la funcién celular que se traducen en una mayor disposicién
a las infecciones pidgenas. Este es el caso del Sindrome
de Chédiak-Higashi en el que una fusién incrementada de los
granulos citoplasmaticos produce una degranulacién ineficaz
con la consiguiente disminucién de 1la capacidad
bactericida, y de la granulomatosis crénica en la que se
produce una alteracidén en el sistema de activacién de 1la
oxidasa, lo que se traduce en una severa predisposicidén a

las infecciones pidgenas.
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I1.2.4.-Caracteristicas diferenciales de las enzimas
glicoliticas en las células del sistema

hematopoyético

La glicolisis es la ruta fundamental de obtencién de
energia en los tejidos de muchos mamiferos. Asi, las
células sanguineas (eritrocitos, plaquetas, linfocitos y
granulocitos) dependen fundamentalmente de la glicolisis
para cumplimentar sus necesidades metabdlicas y funciones
fisioldégicas (Akkerman,1978; Rogers y col.,1980; Smolen y

Boxer, 1990) .

En las células de médula 6sea, la glicolisis es la
ruta metabdélica que adquiere especial importancia para
desarrcllar los procesos de diferenciacidén y proliferacién
celular. Los eritrocitos necesitan de la glicolisis para
obtener la energia necesaria para el mantenimiento de los
niveles de 2,3 BPG (Harvey,1989). Los granulocitos obtienen
de la ruta glicolitica la energia necesaria para la
locomocidn, gquimiotaxis y fagocitosis (Newburger vy

col.,1980; Weisdorff y col.,1982; Lane y Lamkin,b1984).

En los tejidos de mamiferos, la ruta glicolitica estéa
regulada en 3 puntos claves, que son las reacciones

catalizadas por la HK, PFK y PK (Beutler,b1990).

A lo largo de la diferenciacidén celular, tienen lugar
una serie de cambios metabdlicos asociados a cambios en la

expresidn de las enzimas reguladoras de diferentes rutas
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metabdlicas (Nijhof y col.,1984; Vora y col.,1985).

En este sentido, se ha descrito que las enzimas
gliceoliticas presentan modificaciones en la expresidn de
las distintas formas isoenzimaticas, en los mecanismos de
regulacién y en los niveles de actividad a lo largo de la
diferenciacién del sistema hematopoyético de diversas
especies ( Setchenska y Arnstein,1978; Kidron y col.,1981;

Gait&n y col.,1989,1990; Cuenllas y col.,1990).

Las diferencias de actividad enzimdtica durante 1la
maduracidén y edad celular responden a diversos factores,
tales como la distinta compartimentacién de las enzimas,
la diferente sensibilidad a los sistemas de oxidacidn, las
acciones de proteasas especificas... ( Magnani y col.,1984;

Beutler, 1990).

La HK (ADP:D-hexosa-6-fosfotransferasa. EC 2.7.1.1.
HK), cataliza la fosforilacidén de la glucosa a glucosa-6-
fosfato en la primera reaccién de 1la glicolisis. En
numerosos tejidos de mamiferos, la HK es reguladora del
metabolismce glucidico, come ocurre en eritrocitos,
plaquetas, linfocitos y granulocitos (Akkerman,1978; Rogers
y col.,1980). En eritrocitos, se caracteriza por presentar
un descenso en los niveles de actividad paralelo al

envejecimiento celular (Corash y col.,1974).

Los tejidos de mamiferos presentan 4 isocenzimas de HK

(designadas de I a 1IV) gque se distinguen por sus
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propiedades cinéticas, inmunoquimicas y reguladoras

(Colowick,1973; Purick y col.,1973).

La distribucién tisular de las diferentes isoenzimas
de HK depende del desarrollo celular, de la situacién
hormonal y de las condiciones de la dieta. Asi, en los
eritrocitos de mamiferos, la forma isoenzimdtica presente
de HK corresponde al tipo Ia. Esta se caracteriza por
poseer un Pm estimado entre 110~120 Kd, el pI en
condiciones nativas es de 6,2-6,3. La enzima se inhibe
competitivamente por el ATP, la G6P inhibe a la enzima de
manera lineal dependiendo de la concentracién de MgATP?"y
altas concentraciones de glutation también inhiben la HK

( Fornaini y col., 1982).

En los eritrocitos humanos y de conejo se han descrito
distintas formas isoenzimaticas segin la edad celular y el
grado de diferenciacién. En 1las células mas jbdvenes
predomina la isocenzima Ib, mientras que, en las células
envejecidas estd presente la isoenzima de tipo Ia ( Stochi
y c¢o0l.,1982). En el precursor CFU-E, de 1la linea de
diferenciacioén eritropoyética de ratén, se ha identificado
la presencia de la isoenzima I (principalmente el subtipo
Ia) y en menor proporcidn el tipo II. Este desaparece
durante la diferenciacién en favor de la isoenzima Ia,
siendo ésta la forma predominante en el eritrocito ( Nijhof
y col.,1984). En otras células sanguineas, como linfocitos
y plagquetas se ha identificado la forma isocenzimdtica HK-II

(Akkerman y col.,1984). Deficiencias en la actividad de
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esta isoenzima, se han asociado con alteraciones
hematolégicas (anemia, fallos en la coagulacién) (Rijksen

y col.,1983)

La fosfofructoquinasa (PFK) (ATP: D-fructosa-6-
fosfato-1-fosfotransferasa EC 2.7.1.11) es una de las
enzimas claves de la glicolisis en numerosos organismos
(Rapoport,1974; Uyeda,1979). En 1los tejidos altamente
especializados, el flujo glicolitico depende del nivel de
actividad de PFK, como sucede en los eritrocitos de

mamiferos (Rapoport,1974).

Las isoenzimas se han designado como P o C dque
predomina en cerebro; la isocenzima L o B presente en
eritrocitos y la forma isoenzimdtica M o A que se presenta
en miscule (Uyeda,1979; Dunaway y Kasten,1985). Los
neutrofilos contienen principalmente subunidades tipo L y
en las plaquetas existe un hibride PL (Valentine vy

Paglia,1984).

Los tejidos de mamiferos poseen 3 tipos de subunidades
isoenzimaticas, cada una de las cuales se expresa en
diferentes tejidos y, entre ellas pueden dar fendmenos de
dimerizacién resultando asi homotetrameros Y
heterotetrimeros que presentan distintos mecanismos de
regulacién y propiedades fisico-quimicas, inmunoguimicas
Yy <¢inéticas diferentes (Oskam y col.,1985; Vora Y

col.,1985; Bristow y c¢o0l.,1987; Heesbeen y col.,1987).



La mayoria de las isoenzimas de PFK de mamiferos estén
formadas por subunidades de Pm 85%5 Kd, siendo el tetramero
la forma activa (Frieden y c¢ol.,1976). La asociacidén de
estas subunidades depende del pH y de la concentracién de

enzima.

La PFK es una de las enzimas que presenta complejos
mecanismos de regulacién. Asi, estad sometida a regulacién
por un elevado nimero de metabolitos, a la accidén de
diversas hormonas y al estado nutriciocnal. El1 nGmero de
efectores que puede influir en la actividad PFK depende del
tejido donde esté la enzima y de la concentracién de

efectores (Bosca y Corredor,1984).

La piruvatogquinasa (PK) (ATP:piruvato-2-o-
fosfotransferasa EC 2.7.1.40), cataliza la reaccidn de
transformacién del fosfoenolpiruvato (PEP) a Piruvato en

el dltimo eslabén de la ruta glicolitica.

La PK ha sido descrita como una de las enzimas
reguladoras del metabolismo glucidico en diversos
organismos y tejidos (Ngo y <co0l.,1983; VanBerkel vy
Kostner,1973). Su papel regulador implica que estd sometida

a numerosos mecanismos de control.

Similar a otras enzimas glicoliticas, la regulacién
de la actividad PK se puede ejercer a través de la
existencia de diferentes formas isoenzimaticas. En tejidos

de mamiferos, se han descrito 4 iscenzimas de PK,
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designadas como M; (M); M, (K); L y R. Estas isoenzimas
difieren en su distribucidén y propiedades cinéticas,

inmunogquimicas y reguladoras (Cardenas y col.,1975).

La isoenzima K (M,;) es la m&s ampliamente distribuida
en todos los tejidos analizados y constituye la isoenzima
predominante en tejidos indiferenciados y neoplasicos
(Ibsen y col.,1980; Ngo y col.,1983). Esta isocenzima
aparece también en leucocitos (Max-Audit y col.,1984).
Presenta cinética sigmoidal respecto a PEP y es inhibida
por la L-Ala (Van Veelen y col.,1981). Predomina en las

células de médula Osea de ratdn (Cuenllas y col.,1990)

La isocenzima M, estd presente en misculo esquelético,
corazdn y cerebro. Posee cinética hiperbdélica respecto al
PEP y no estd regulada alostéricamente (Noguchi vy

col.,1986).

La isoenzima L, estd presente en el higado, posee
cinética sigmoidal respecto a PEP y es activada
alostéricamente por F-1.6-P, e inhibida por L-Ala y ATP
(Seubert y Schoner,1971). Dos formas modificadas de 1la
isoenzima L, denominadas R; y R, han sido descritas en las
células de 1la linea eritroide. Presentan similares
caracteristicas cinéticas a la isoenzima L (Takegawa Yy
col.,1983). La PK de eritrocitos de muchos organismos
regula las concentraciones intracelulares de 2,3 BPG
(Mueggler y Black,1981; Westhead y co0l.,1984). Esta

regulacidén tiene lugar mediante la relacidén inversa entre
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los niveles de 2,3 BPG y la actividad PK (Westhead y

col.,1984).

Se han descrito distintas formas hibridas de PK en
diferentes tejidos a lo largo de los procesos de
diferenciacién celular (Ibsen y col.,1980; Van Veelen Yy
col.,1981; Nijhof y col.,1984;). Asi, las caracteristicas
cinéticas de la PK varian durante la diferenciacién de la
serie granulocitica, existiendo una mayor presencia de la
iscenzima L al ir aumentando el grado de diferenciacién
celular (Cuenllas y co0l.,19%0). En células hematopoyéticas
y eritrocitos de trucha, se ha descrito un cambio en las
propiedades cinéticas y reguladoras de la PK. La isoenzima
predominante en células hematopoyéticas es la K y en
eritrocitos la isoenzima presente corresponde al hibrido

KM (Gaitdn y col.,1983).

I.3.~ ESTROMA HEMATOPOYETICO

I.3.1.~ Aspectos generales

La hematopdyesis en la médula oésea estd asociada a
ciertos elementos del estroma que promueven el
mantenimiento y la diferenciacidn de las células madre
hematopoyéticas. Las cé&lulas del estroma constituyen un
soporte para la hematopoyesis asi como participan
activamente en la regulacién de la misma mediante 1la

produccidédn de diversos factores de crecimiento.
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La influencia de las células del estroma en el
mantenimiento de la hematopoyesis, se ha puesto de
manifiesto utilizando los cultivos de larga duracidén de
médula 6sea (Curry y col.,1967; Dexter y cocl.,1977; Dexter
y Moore,1977). En este sistema la hematopoyesis se produce
debido a la formacién de una capa de células adherentes que
constituye el apoyo para una hematopoyesis activa,
manteniendo la proliferacién y la diferenciacidn de CFU-S
asi como de 1los distintos precursores hematopoyéticos

(Mauch y col.,1980; Molineux y col.,1987).

Los sistemas de cultivo "in vitro" proporciconan una
metodologia para analizar las interacciones entre las
células del estroma y hematopoyéticas. El1 uso de 1las
técnicas de <clonaje celular permite clasificar 1los
distintos elementos celulares gue componen el estroma y el
papel gque éste Jjuega en la hematopoyesis. Asi mismo,
permiten determinar 1los procesos gque conducen a la

produccién y liberacidén de las moléculas reguladoras.

La poblacién de células que forman el estroma
hematopoyético es heterogénea. Diversos autores han
sefialado que el estroma hematopoyético estd formado
badsicamente por dos tipos celulares, las células

epiteliales y los macréfagos (Tavassoli y Takhashi, 1982).
Sin embargo, otros autores han sefialado que el estroma
hematopoyético esta compuesto por una mayor diversidad de

tipos celulares, tales como cé&lulas endoteliales,
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reticulares, adipocitos, fibroblastos, macréfagos y células
"blanket" (Allen y Dexter,1976; Bentley y Foidart, 1980,

Dexter,1982).

En este apartado vamos a hacer una descripcién de las
caracteristicas y funcién de cada una de las células que

componen el estroma.

Las células endoteliales tienen un significativo papel
regulador en la hematopoyesis en asociacién a otros
elementos celulares del estroma (Allen y Dexter,1984). Asi
es interesante destacar la asociacién de 1las células
endoteliales a los adipocitos en la hematopoyesis "in
vitro", puesto que ha sido demostrado que estabilizan la
enzima lipoproteinlipasa, necesaria para el almacenamiento
de lipidos (Bjorutop P., 1983) por lo que se puede afirmar
que podrian estir implicados en la diferenciacién de los

adipocitos.

Las células reticulares se encargan de sintetizar
fibras reticulares mediante un proceso de alargamiento
citoplasmidtico proporcionando el apoyo fisico para las
células hematopoyéticas (Dexter,1982). La intima asociacién
fisica entre las células reticulares y hematopoyéticas ha
sugerido gque las interacciones célula-célula estén
induciendo y regulando la hematopoyesis (Weiss vy

Chen, 1975).
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Los adipocitos son también, células caracteristicas
del estroma hematopoyético. En roedores y conejo, los
adipocitos derivan de células reticulares adventicias
(Weiss y Chen,1975; Tavasolli,1976; Brookoff y Weiss,b 1982)
Y presentan la caracteristica, en la hematopoyesis "in
vitro", de situarse en A4reas de granulopoyesis activa

(Sorell y Weiss,1980; Weiss,1980).

Diversos autores han seflalado el desarrollo de
colonias de fibroblastos derivados de células adherentes
de médula osea de distintas especies animales (Friedstein
y col.,1974; Wilson y co0l.,1974). Los fibroblastos pueden
crecer durante largos periodos de tiempo en cultivo "in
vitro" y la implantacién de éstas células en la céapsula
renal induce la formacién de estroma &6seoc y de
hematopoyesis (Friedstein y col.,1974). No obstante, los
fibroblastos no mantienen la proliferacién de la célula
madre hematopoyética "in vitro" {Lubennikova Yy
Domaratskay,1976), por lo que, la hematopoyesis observada
tras la implantacion de fibroblastos "in vivo" se debe a
la contaminacién de elementos del estroma del huesped
(Dexter,1982). Estos argumentos indican que los
fibroblastos constituyen una matriz gque sirve de apoyo para
el desarrollc de otras células del estroma pero no se

consideran componentes del estroma hematopoyético.

Otro componente del estroma lo constituyen los
macréfagos, gue aungue no tienen su origen en células del

estroma, se consideran una parte funcional del mismo (Allen



y Dexter,1984). Estadn implicados en 1la diferenciacidén
granulopoyética y en la maduracién de la linea eritroide
(Allen y Dexter,1983). Los macrdfagos, en definitiva,
controlan 1la hematopoyesis ya gque producen diversos

factores regquladores.

Otro componente del estroma definido en sistemas "in
vitro" han sido las células en s&bana & "blanket". Estas
tienen aspecto alargado, se situan de forma dispersa a lo
largo de la capa adherente y pueden identificarse en
reacciones de tinccidn con fosfatasa alcalina. Las células
"blanket" segregan fibronectina y laminina, que promueven
la migracién celular, por lo que juegan un importante papel

en la migracidén de macrdfagos y granulocitos formando las

dreas de granulopoyesis activa (Furcht y col.,1984).

I.3.2. Cultivo de larga duracién de médula ésea

El cultivo "in vitro" de médula 6sea, fué desarrollado
por Dexter en 1977. En este sistema la hematopoyesis se
produce continuamente, debido a la formacién de una capa
de células adherentes que constituyen el apoyo morfoldgico
y funcional de la hematopoyesis. Este sistema, permite el
estudio de la influencia del estroma en la hematopoyesis
(Curry y co0l.,1967; Dexter y col.,1977; Dexter vy

Moore,1977; Tavassoli y Takahashi,b1982).

Los primeros datos acerca del cultivo de células de

médula O6sea aparecen en 1963, sin embargo no se hace
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referencia a la necesidad de células del estroma en el
crecimiento de células hematopoyéticas, y es en 1970 cuando
el grupo de Freidstein define el papel del estroma en la

hematopoyesis.

En las condiciones de cultivo apropiadas, las células
adherentes que derivan de médula 6sea pueden mantener la
proliferacién y diferenciacidon de 1las c¢élulas madre
hematopoyéticas durante largos periodos de tiempo (Till y
McCuloch, 1961; Dexter y col.,1977). De tal manera, que al
inocular células de médula o6sea a estos cultivos las
células madre hematopoyéticas (CFU-S) migran al interior
de la capa adherente y establecen sitios de hematopoyesis
activa (Dexter,1979), llamados también "nichos"
hematopoyéticos. Es en estos nichos donde se producen los
distintos precursores hematopoyéticos, GM-CFC; BFU-E y Meg-
CFC (Gregory y Eaves,1978; Willians y col.,1978; Dexter y
col.,1979) y la célula madre hematopoyética se
automantiene, protegiéndose del proceso de diferenciacién
(Schofield,1978). Las células hematopoyéticas mas
primitivas se localizan en el interior de estos nichos, al
madurar migran hacia el exterior hasta que se liberan al
medio de cultivo (Dexter,1982). El1 cultive de larga
duracién de médula 6sea, produce granulocitos maduros que
son morfolégica y funcionalmente equivalentes a la célula

"in vivo" (Dexter y col.,1980).

El cultivo de larga duracién de médula 6sea mimetiza

la hematopoyesis "in vivo"y en este sistema, el control del



mantenimiento Y proliferacién de las células
hematopoyéticas se realiza mediante 1la 1liberacién de
actividades reguladoras por células de la capa adherente

(Dexter,1983;1984).

I.4.- EFECTO DE LAS RADIACIONES IONIZANTES SOBRE SISTEMAS

BIOLOGICOS.

I.4.1.~ Efecto de la irradiacién en el sistema

hematopoyético. Aspectos generales

Dada la extensa utilizacién de las radiaciones
ionizantes en terapia clinica, es de gran utilidad el
estudio del efecto de dichas radiaciones sobre el sistema
hematopoyético, ya que a causa de su radiosensibilidad, es
un sistema limitante en radioterapia. Asi mismo el
denominado sindrome hematopoyético constituye uno de los
riesgos mas importantes derivados de accidentes

radioldgicos.

Los radicales libres generados en la radidlisis del
agua (componente mayoritario de las células animales),
pueden reaccionar con otros componentes de la célula, a
través de un mecanismo de accidén indirecta o bien, 1la
energia de la radiacidén puede reaccionar directamente con
componentes celulares mediante un mecanismo de accién
directa. En cualquier caso, es aceptadc que después de una
irradiacidén los efectos de ésta se produccen via ambos

mecanismos.
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Los efectos biolégicos de las radiaciones ionizantes
pueden clasificarse desde diversos puntos de vista. Una de
las clasificaciones mas utilizadas es la que se refiere a
la transmisidén celular de los efectos y a su relacién con
la dosis. Asi, pueden clasificarse en hereditarios vy

somAticos.

Los efectos hereditarios son aquellos que afectan a
los descendientes del individuo irradiado. Para que estos
efectos se produzcan es necesario gque las células

germinales del individuo se hayan afectado.

Efectos somdticos, son aguellos que sdlo afectan al
individuo que ha recibido la irradiacidén y no se transmite
a sus descendientes, lo que supone que no se han afectado

las células germinales.

A su vez, los efectos de 1la radiacidn pueden
clasificarse segiin la incidencia que tengan en si mismos,

asi tenemos: efectos estocésticos y deterministas.

Los efectos estocasticos se caracterizan porque la
probabilidad de que ocurra el efecto depende de la dosis.
Esto supone que un aumento en la dosis recibida implica una
mayor probabilidad de transformacidn de alguna célula del
organismo. Este efecto estd relacionado con la aparicién
de mutaciones cromosdémicas y, segin que éstas afecten a
células germinales o somaticas tenemos los efectos

estocasticos hereditarios o estocisticos somaticos. La



gravedad de este tipo de efectos depende de otros factores,

como es la localizacidn de las células afectadas.

Los efectos deterministas o© no estocasticos se
caracterizan porque el efecto depende del nimerc de células
afectadas. En este tipo de efecto existe una dosis umbral
por debajo de la cual el nimero de células afectadas es
inapreciable para que se manifieste el efecto. La gravedad
de este tipo de efectos es proporcional a la dosis

recibida.

En funcién de estos conceptos, la descripcién del dafio
hematopoyético que se realiza en esta memoria se encuadra

en los efectos somdticos deterministas.

La radiosensibilidad de un érgano o tejido depende de
dos factores, la sensibilidad inherente de cada célula y
la cinética de la poblacién. Asi mismo, la evolucidn de la
respuesta a la agresidn de la radiacidén, depende de 1la
velocidad con que las células de un tejido se reemplazan
y de su dinédmica de produccién, diferenciacién,

envejecimiento y pérdida.

Los tejidos mds radiosensibles son los que poseen un
sistema  de organizacidén jerArquica, formados  por
poblaciones celulares de rapida proliferacién, que
contienen células madre a partir de las cuales se forma un
compartimento de amplificacidén y transito que tiene como

finalidad generar las células postmitéticas diferenciadas.
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Estas caracteristicas son las que le confieren al
sistema hematopoyético su elevada radiosensibilidad. Asi,
la elevada sensibilidad a la radiacién de las células madre
hematopoyéticas y de los precursores comprometidos, es la
causa de la parada proliferativa de estas células. Esto
origina el sindrome hematopoyético, que se caracteriza
porque la pérdida normal de 1las células de sangre
periférica no puede ser compensada y, en consecuencia, tras
la irradiacién recibida y después de un periodo de latencia
se produce una disminucidén en el nlmero de células
circulantes. Este sindrome se manifiesta en una menor
resistencia ante 1los procesos infecciosos, una mayor
tendencia a las hemorragias y en general aparece una grave

anemia.

I.4.2.- Radiosensibilidad de las poblaciones celulares

hematopoyéticas.

El sistema hematopoyético, dadas las caracteristicas
comentadas es uno de los sistemas limitantes en
radioterapia y causa primaria de riesgo letal en el caso
de accidentes radiolégicos. Tras la irradiacidén, se
producen una serie de fendmenos que, dirigidos a paliar el

dafio originan alteraciones en el sistema hematopoyético.

Vamos a enumerar una serie de fendmenos que tienen
lugar en el sistema hematopoyético de ratédn después de su

exposicién a una dosis moderada de irradiaciédn.



Después de 1la irradiacidén, se produce un brusco
descenso en el nimero de células madre y de progenitores
comprometidos. Estos bruscos descensos se continuan con una
recuperacién exponencial, en la gue algunos parametros
alcanzan los valores inicilales mientras que otros

parametros no llegan a situarse en los valores control.

La recuperacién del dafio agudo es ré&pida a causa de
la gran capacidad proliferativa de las células madre y es
completa en cuanto al nimero de células en sangre
periférica (Hendry,1985; Testa 1988); pero puede ocultar
alteraciones en las poblaciones de precursores como
consecuencia del estrés proliferativo de estas células y

de su radiosensibilidad (Hendry,1985).

Los precursores del sistema hematopoyético poseen
distinta sensibilidad a las radiaciones ionizantes segin
las especies (Hendry,1985). Asi, en los roedores, 1los
precursores hematopoyéticos mas radiosensibles son los
precursores eritroides BFU-E, CFU-E y el precursor de
linfocitos B; mientras que los precursores de granulocitos,
macrdéfagos y megacariocitos son menos radiosensibles que
los anteriores y presentan entre ellos, similar

sensibilidad a la irradiacidédn (Hendry,1988).

La etiologia del dafio residual de médula 6sea no es
del todo conocida, ciertos autores han indicado que el dafio
residual hematopoyético es una consecuencia de la reduccidn

en el numero de células madre con capacidad proliferativa
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(Reincke y col., 1982). Otros autores, han indicadec que el
dafio residual se debe a alteraciones en el estroma

hematopoyético(Hendry y col.,1984; Molineux y col.,1987).

Dado que éste, es el microambiente funcional necesario
para que se produzca la hematopoyesis, una alteracién en
el estroma puede desencadenar un fallo en médula dsea a
largo plazo. Puesto gque 1la composicién del estroma
hematopoyético es heterogénea, 1la alteracién que la
irradiacidn puede producir en dicho estroma dependera de
la radiosensibilidad de cada uno de 1los componentes
celulares que lo integran (Fitzgerald y col, 1986; Yy
Gualteri, 1987). A pequefias dosis de radiacidn, el estroma
hematopoyético puede mantener un dafio reversible y liberar
factores de crecimiento hematopoyético que afecten a
algunas de 1las funciones de 1las células gque produce

(Alberico y col.,1987; Nicola.,1989).

Por lo tanto, se puede considerar, gque el dafio
residual en médula o6sea pueda ser el responsable de
alteraciones hematopoyéticas posteriores, de tal manera que
se comprometa la capacidad de reserva del tejido a lo largo

de la vida del individuo.
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I.5.=- OBJETO DEL TRABAJO

Dentro del interés, por conocer las consecuencias de
la interaccién de 1las radiaciones 1ionizantes en los
organismos vivos, el andlisis de las alteraciones que la
radiacidén puede producir en el sistema hematopoyético, es

unc de los objetivos prioritarios en radiobiologia.

El sistema hematopoyético, por sus caracteristicas
de diferenciacién y proliferacién celular, es uno de los
tejidos mas radiosensibles del hombre y de los mamiferos

en general (Hendry,1985).

Después de una exposicidén accidental o terapia
citorreductiva, la recuperacidn del sistema hematopoyético
puede parecer completa respecto al ntimerco de células en
sangre periférica, pero puede ocultar otro tipo de
disfunciones que se manifiesten a largo plazo dando lugar
a alteraciones hematopoyéticas metabolicas y funcionales

en los distintos estadios de diferenciacién celular.

Sobre la base de estas consideraciones teéricas, el
objeto de este trabajo serda evaluar el dafio residual que
las radiaciones ionizantes ejercen en el sistema
hematopoyético de ratdén, trds la irradiacion global y aguda
con una dosis subletal de 5 Gy. Para ello, se cuantificara
la regeneracidn de precursores hematopoyéticos
comprometidos y se estudiar&n las posibles modificaciones

metabélicas y funcionales en células de médula ésea y en
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células maduras (eritrocitos y granulocitos). En las tres
poblaciones celulares elegidas, determinaremos los niveles
de actividad de las enzimas reguladoras de la glicolisis,
dada la importancia de esta ruta en la obtencidén de energia

(Nijhof,1984; Agard y Board,1984; Lane y Lamkin,1984).

Como parametro indicativo de la funcionalidad de las
distintas poblaciones estudiadas, analizaremos algunos
aspectos del metabolismo del hierro en células de médula
6sea (Ho y col.,1989); el mecanismo de regulacién de la
hemoglobina en eritrocitos (Beutler,1990) y la capacidad
de produccidén de anién superdxido en granulocitos, como

parte importante de la fagocitosis(Zinkl,1989).

Para evaluar la implicacién del estroma de médula en
el dafio hematopoyético residual, utilizaremos el sistema
de cultivo "in vitro" de larga duracidn de médula &6sea, que
nos permitira analizar las interacciones entre las células
del estroma y las células hematopoyéticas en el proceso de

requlacién de la hematopoyesis.
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II.- MATERIAL Y METODOS

II.1l.- MATERIAL

II.1.1.- Animales de experimentacién

Se han utilizado ratones (Mus musculus L.) hembras

adultas, hibridas (F,) del cruzamiento entre machos de la
cepa Balb/C y hembras de la cepa C57 Bl, de 12 semanas de
edad. Los animales pertenecen al estabulario de la Unidad
de Efectos Bioldgicos del CIEMAT, fueron mantenidos en
condiciones ambientales constantes a 22°C de temperatura,
50% de humedad relativa y con periodos de luz-oscuridad de
12 horas. Para su alimentacién, se les administrd pienso

Sandermus (Sanders) y agua ad libitum.

IT.1.2.- Productos utilizados

Se han utilizado productos quimicos de 1los
laboratorios Merck calidad R.A. Los productos bioquimicos
pertenecian a los laboratorios Boehringer Mannheim (G.F.R)
y Sigma Chemical Company (St. Louis Mo USA). Los medios de
cultivo (Fischer e Iscove's modificado Dubelco medio IMDM)
procedian de la casa Gibco LTD (Scotland), se prepararon
a partir de medios base de composicidén definida,
suplementados con antibiéticos (penicilina Y
estreptomicina) y bicarbonato sédico. Se prepararon al

doble de su concentracidn (2x} y se conservaron congelados.
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Previo a su utilizacién, se diluyeron al 50% (v/v) con
agua desionizada estéril. E1 Agar era de la firma Difco
(USA); los sueros empleados procedian de los laboratorios
Flow y Hazleton, antes de su utilizacién fueron inactivados
en bafio de agua a 56°C durante 30 min y testeada su
capacidad para estimular el crecimiento "in vitro" de

precursores heamtopoyéticos.

La transferrina utilizada fué transferrina humana
saturada de Fe Sigma Chemical Co (USA). El1 125INa (100
#Ci/ml) pertenecia a la casa Amershan Radiochemical Centre
(UK). Las esferas de poliestireno fueron de Pierce

Eurochemie B.V (Netherland).

IT.1.3.- Material de Laboratorio

La extraccidén de médula O6sea se realizdé con material
quirirgico estéril. Las suspensiones y cultivos celulares
se realizan en cabina de flujo laminar (Telstar mod AV~

100) .

La cuantificacidén de las suspensiones celulares se
realizé con un contador electrénico de particulas (Coulter
Counter modelo ZM Electronics, England) con tubo de 100 um
de di&metro de poro. También se han cuantificado 1las
suspensiones celulares al microscopio éptico (Leitz

Laborlux S) en camara de Neiibauer.

La incubacién de los cultivos celulares se realizd en



incubadores de CO,,humedad y temperatura controlada de la
marca Napco modelo 7100-01 para la estufa gque se mantuvo
a 33°C y modelo 7100~220 M21968 para la estufa mantenida

a 37°cC.

Las colonias granulo-macrofdgicas se observaron y
cuantificaron con una lupa estereoscépica Olympus HOl1l. Los
cultivos de larga duracidén de médula Ssea se observaron en

un microscopio invertido Leitz Labovert Fs.

Las pesadas fueron realizadas en balanza analitica
Sartorius y en granatario Stanton D50T. Las medidas de pH

se realizaron en un pH-metron Crison micropH 2001,

Las centrifugaciones fueron realizadas en centrifuga
refrigerada Sorvall RC5C y en centrifuga de mesa Selecta

Meditronic.

Las medidas espectrofotométricas se verificaron en un

espectrofotémetro UV/vis PU8820 Philips termostatizado.
Los extractos enzimdticos y reactivos se conservaron
en frigorifico Zanussi y en congelador Kelvinator modelo

ACK-55.

Las homogenizaciones se realizaron en un homogenizador

Omni Mixer modelo n217106, Omni international.
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II.2.- METODOS

IT.2.1.- Irradiacién y dosimetria

La irradiacién de los animales se ha realizado con un
equipo de rayos X MG-323 Philips en la instalacidn
radiactiva IR-04 del CIEMAT. Las condiciones de 1la
irradiacién fueron de 250 + 2,5 kV y 12,8 * 0,4 mA. La
filtracidén inherente nominal del tubo es de 2,2 mm Be + 3
mm Al y la filtracién adicional de 0,4 mm Sn, 0,25 mm Cu
y 1 mm Al. La capa hemireductora resultante fue de 2,8 mm

Cu.

Los animales se irradiaron en grupos, introducidos en
recipientes de metacrilato disefiados y construidos en el
CIEMAT. En estos recipientes, las variaciones de dosis
absorbidas son inferiores al 2%. La mesa giratoria de
irradiacién se situé a 43 cm del foco de irradiacién,
consiguiéndose una irradiacién uniforme con una tasa de
dosis de 0,88 Gy/min y una dosis absorbida total en el
cuerpo de 5 Gy. La determinacién de la tasa de dosis
absorbida en tejido se obtuve a partir de la medida de
exposicién. Esta se ha realizado en un dosimetro Farmer
2570 de Nuclear Enterprises y la camara de ionizacidn de

0,6 cm® modelo 2571 de Nuclear Enterprises.

La estabilidad de 1la cémara ha sido comprobada
mensualmente por el operador de la IR-04 mediante una

fuente de ?%Sr tipo 2503/3 (Nuclear Interprises).



II.2.2.~ Preparacidn y cuantificacién de la suspensién

celular de médula ésea.

Para cada experimento se sacrificaron un minimo de
tres ratones de la misma edad para control e irradiado,

mediante dislocacidn cervical.

Las suspensiones celulares de médula Osea se
obtuvieron de los fémures y tibias de las extremidades
posteriores. En condiciones estériles, se procedid a
obtener la médula ésea mediante inyeccidén en los huesos de

NaCl 0,9% o de medio de cultivo IMDM con ayuda de jeringa.

Los agregados celulares presentes en la suspensidn,
se dispersaron mediante la aspiracién repetida de toda la
suspensidén celular a través de agujas de diferentes

grosores.

La suspensién celular se mantuvo en bafic de hielo (0~

4°C) hasta su utilizacién.

La cuantificacién de las suspensiones celulares de
médula 6sea se realizaron al microscopio 6ptico utilizando
cédmara de Neilibauer y, en ciertas ocasiones se utilizd el

contador electrdénico de particulas.
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I1.2.3.- Obtencién de poblaciones celulares maduras de

sangre periférica: eritrocitos y granulocitos

Una vez anestesiados los animales, se extrajo 1la
sangre y se introdujo en tubos Theparinizados. A
continuacién, 1 ml de sangre se mezcld con Dextrano T-500
(0,33 ml) al 6%, gquedando una concentracidén final de 1,5%
Yy se dejaron sedimentar los eritrocitos a temperatura

ambiente durante 30 minutos.

Posteriormente, los eritrocitos sedimentados, se
lavaron 3 veces sucesivas con NaCl 0,9% para eliminar el

exceso de Dextrano.

El aislamiento de granulocitos de sangre periférica
se realizd segln una modificaciédn del método de Boéyum

(1974) .

Una vez sedimentados los eritrocitos a temperatura
ambiente durante 30 min, el sobrenadante se introdujo en
Ficoll-Paque (d=1.077 g/cm:") y se centrifugd a 600 xg
durante 20 min, con el fin de separar las distintas células
de la serie blanca. Posteriormente, se retiré la capa de
plasma y linfocitos y se lavaron las células con 5 ml de
NaCl 0,9% a 400 xg durante 10 min a temperatura ambiente
para eliminar el exceso de Ficoll. A continuacidén, se
retird el sobrenadante y el precipitado se resuspendid en
200 ul NacCl 0,9%. Para eliminar la posible contaminacién

de eritrocitos, se sometié la suspensidén a hembélisis con

60



agua fria durante 25". Finalmente, se reconstituydé la
isotonicidad con NaCl 3,5%, se recogieron las células
mediante centrifugacién y se resuspendieron en solucién

salina tamponada (HBSS).

Las células obtenidas fueron tefiidas e identificadas
con la tinccién de May-Grunwald Giemsa, siendo approx 90%

granulocitos.

IT7.2.4.~ Eatimacién de la viabilidad celular

La viabilidad de 1las suspensiones celulares se
determind mediante el test de exclusién del colorante azul

tripano.

Se mezclaron 100 ul de la suspensidn celular con 100
1l de la solucidn azul tripano al 0,5% en solucidén salina
a pH 7,2-7,3; transcurridos unos minutos (aprox. 10 min)
se observd una muestra al microscopio éptico. Para calcular
el porcentaje de viabilidad celular, se cuantificd un
minimo de 50-100 células, entre las viables (sin tefiir) y

las no viables (tefiidas de azul).

La viabilidad celular determinada en cada ensayo

alcanz® unos valores del 99%.
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II.2.5.~- Cultive de larga duracidén de médula Ssea

El cultivo de larga duracidon de médula Osea, se
realizé segin el método descrito por Dexter (Dexter y
co0l,1977). El método consiste en la formacién de una capa
adherente de células de médula 6sea (estroma) gque actida
como soporte y fuente de factores estimulantes para

mantener la hematopoyesis "in vitro".

Experimentalmente, consiste en inocular sin disgregar,
la médula é6sea de un fémur y una tibia de distintos ratones

2

en frascos de cultivo de 25 cm“ coen 10 ml de medio de

incubacién.

A continuacidén, se incuban los frascos de cultivo en
estufa a 33°C una vez gaseados con un 5% de CO,. El medio
empleado para el cultivo fue el medio Fischer suplementado
con un 20% (v/v) de suero de caballo inactivado vy
hemisucinato sédico de hidrocortisona 1075 M. En estas
condiciones, a la 32 semana de iniciado el cultivo, se
forma la capa adherente y se liberan al medio las células

maduras, formadas fundamentalmente por granulocitos (90%).

Semanalmente, se procede a cambiar el medio de
incubacidn por medio fresce y se recogen los granulocitos
del sobrenadante, seqgin se indica a continuacidén: una vez
agitadas las botellas suavemente, con el fin de desprender
todos los granulocitos de los nichos hematopoyéticos, se

recoge la suspensidédn celular y se centrifuga a 400 xg
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durante 10 min, el precipitado se resuspende en distintos

medios seglin los ensayos a realizar.

Asi, para 1la determinacidén de las actividades
enzimdticas, las células se resuspendieron en NacCl 0,9%,
mientras que para la determinacién del anidn superdxido se

resuspendieron en solucidén HBSS.

Peridédicamente, se determindé la viabilidad de 1los
granulocitos obtenidos "in vitro" segin se indica en
II.2.4. Los valores de viabiliad fueron siempre superiores

al 95%,

Todos los cultivos de médula ésea de larga duracién,
establecidos en este trabajo, se mantuvieron con

hematopoyesis activa al menos durante 2 meses.

II.2.6.- Cultivo de precursores granulo-macrofigicos CFC-GM

El cultivo de estos precursores, se realizd mediante

técnica de cultivo "in vitro" en matriz semisélida de agar.

Las colonias mixtas granulo-macrofiqicas se obtuvieron
cultivando 10° células/ml de médula ésea en presencia de
suero de caballo (20%), medio condicionado de la linea
celular Wehi-3b (I1l-3) (10%) o sobrenadante de los cultivos
de LTBMC 1libres de células como fuente de factor
estimulante de colonias, medio de cultivo Iscove y agar

0,3%. Los cultivos se incubaron en estufa a 37°C y con un
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5% de C02.

Transcurrido el periodo de incubacién de 7 dias, se
cuantificaron la colonias obtenidas. En la microfotografia
1, se muestra el aspecto de una colonia granulo-macrofagica

después de la incubacién.

En cada experimento se emplearon al menos, 5 placas

de cultivo.
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Microfotografia 1.-  Aspecto de una colonia
granulocitomacréfaga después de 7 dias de i_.ncubac:l.&n

(x100) . o
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IX.2.7.~ Obtencidn de los extractos enzimiticos

I1.2.7.1.- Extracto enzimidtico de médula ésea

Una vez obtenida la suspensién de médula 6sea segin
se indica en el apartado 1I.2.2, el extracto enzimatico se
prepard sometiendo esta suspensidén a un proceso de ruptura
por congelacidn Yy descongelacion, Y posterior
centrifugacidén a 14.000 xg durante 30 minutos a 4°C. El
sobrenadante obtenido, se recogid por decantacidn y se
distribuyé en pequefios viales que se conservaron congelados

(-20°C) hasta el momento de su utilizacién.

II.2.7.2.- Extracto enzimitico de eritrocitos

Para obtener el extracto de eritrocitos, se sometid
a éstos, a un proceso de hemdlisis por la adicidén de
saponina al 0.2%. La saponina extrae las fracciones de
enzimas (PFK, HK) asociadas a las membranas plasmaticas
de eritrocitos (Jenkins y col.,1985) en dilucidédn 1:3. El
hemolizado se congeld, descongeld y se centrifugd a 14.000
xg durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido se

utilizé para las determinaciones enzimaticas.

Ir.2.7.3.- Extracto enzimitico de granulocitos

Las determinaciones enzimdticas de granulocitos, se
realizaron con las células obtenidas en el cultivo "in

vitro" de larga duracidédn de médula dsea, a la 32 semana de
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cultivo.

Las células se obtuvieron segiin se indica en II.2.3.
La suspensidén celular se ajusté a una concentraccidn
celular de 10’ células/ml, a continuacién se sometid a
congelacién y descongelacidén, y posteriormente se
homogenizd a 840 xg durante 2 minutos. Finalmente, el
homogenado se centrifugd a 14.000 xg durante 30 minutos a
4°C. El1 sobrenadante obtenido se fraccioné en viales y se

mantuvo congelado (-20°C) hasta su utilizacién.

I1.2.8.- Determinacién de la actividad enzimiAtica de las

enzimas glicoliticas

IT.2.8.1.- Determinacidn de la actividad

hexogquinasa

La actividad hexoguinasa se determiné midiendo
espectrofotométricamente a 340 nm, la velocidad de
reduccién del NADP, seqin el método de Mc Leod y col (1963)
gque utiliza un sistema acoplado a glucosa 6-
fosfatodehidrogenasa (G6PD), seqiin el siguiente esquema de

reacciodn:
Glucecsa + ATP ====—- > G6P + ADP

G6P + NADP —====ite-- > 6P-gluconato + NADPH + H'

La cantidad de NADP reducida por unidad de tiempo es

proporcional a la actividad hexoquinasa.
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Los reactivos y sus concentraciones en cubeta para
cada una de las poblaciones celulares estudiadas, se

indican en el apartado III.2

II.2.8.2.- Determinacién de la actividad

fosfofructoquinasa

La actividad fosfofructoquinasa se determind midiendo
espectrofotométricamente a 340 nm la velocidad de oxidacidén
de NADH, segln el método de Layzer (1975) éue utiliza un
sistema acoplado de aldolasa, triosafosfato isomerasa (TIM)
Yy glicerolfosfato dehidrogenasa (GDH) segin el siguiente

esguema de reacciones:

F6P + ATP ---=- > F 1,6~-bP + ADP
aldolasa DHP
/
F 1,6bP ———= = ” i
\
GAP

2 DHP + 2 NADH + %2 H' _G_Q_I;I_, L{-) Glicerol 3-P + NADP

La cantidad de NADPH oxidado por unidad de tiempo esté

en relacién 2:1 con la Fé6P que se fosforila.

Los reactivos utilizados en los ensayos, y sus

concentraciones en cubeta, se indican en el apartado III.2

I1.2.8.3.- Determinacién de la actividad

piruvatoquinasa

La determinacién de la actividad piruvatoquinasa, se



nn es de 6,22 10° mol 17! cm™! (Horecker y Kornberg,1948).

IT.2.9.~- Estudio de la unién de transferrina en células de

médula Ssea

II.2.9.1.- Marcaje de transferrina humana

Se utilizé transferrina humana comercial (10 mg/ml en

PBS, Sigma Chemical).

El marcaje de la transferrina saturada de hierro con
Nal?3] se realizé en presencia de un antioxidante
(cloramina T) inmovilizado en bolitas de poliestireno
(Iodobeads, Pierce). De ésta forma el procedimiento de
marcaje es menos agresivo para la proteina ya que no es

necesario usar agentes reductores (Markwell, 1982).

Protocolo experimental: se disuelven 100 ug de
transferrina en 0,1 ml de PBS 0,05 M pH 7,4 quedando una
concentracidon final de 1 mg/ml. A continuacidn, se incuba
durante 30 minutos en bafio de hielo con 0,5 mCi Nal2%I en
presencia del catalizador (Iodobeads). Después del periocdo
de incubacidén, se toma una alicuota (2,5 pl) de la mezcla
y se cuantifica la radioactividad total (la debida a la que
se ha unido a Tf y la de el 1231 libre) é&sta sera el 100%
de actividad para determinar posteriormente el rendimiento
de incorporacién.

12SI

Para eliminar el exceso de Na se separa la
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proteina mediante filtracién en gel con Sephadex G-25, a
continuacidén se recogen las fracciones y se cuantifica la
radicactividad. Se utilizan las fracciones en las due
aparece la mayor radiactividad.

I1.2.9.2.- Incubacién de las células con Il25-

transferrina

Los ensayos de unidén con células de médula 6sea, se
realizaron previa obtencidén de la suspensiédn de médula tal

como se indica en el apartado II.2.2.

Se incubaron 0,7-0,9 10%® células/ml con cantidades
crecientes de I'25-transferrina {0,5-30 upug/ml) en un
volumen final de 0,3 ml de HBSS con 1% de BSA. Los tubos
se gasearon con un 5% CO, y se incubaron durante 90 minutos
a 4°C con agitacién permanente. Después del periodo de
incubacién, se lavaron las células 3 veces con HBSS y se
midié la radioactividad en un contador gamma. Para calcular
la unién no especifica se realizaron incubaciones paralelas
con transferrina no marcada en una proporcién 200 veces

superior a la de I'?5-transferrina.

Los datos se analizaron con un método de regresidn no
lineal capaz de utilizar 1los valores de unién total
directamente. Con este fin, se utilizé el programa Ligand
(Munson y Rodbard,1980), el cual permite tratar 1la
pendiente de 1la unidén no especifica como un parédmetro

variable y el ajuste de los datos a modelos con unoc o
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varios sitios de unién.

IT.2.10.~ Determinacién de los niveles de 2,3 BPG

La sangre inmediatamente después de ser extraida en
tubos heparinizados, se desproteinizé en tricloroacético
(TCA) 8% en relacidén 1:3 y se mantuvo en bafic de hielo al
menos 5 minutos para asegurar la total precipitacién de las

proteinas.

A continuacién, se centrifugbé a 2.200 xg durante 10
min. E1 sobrenadante obtenido se utilizé para la
determinacién del 2,3 BPG. En estas condiciones, las
muestras son estables durante 2 semanas a 4°C; no obstante
las determinaciones de 2,3 BPG se realizaron siempre el

mismo dia de la extracciédn de sangre.

Los niveles intracelulares de 2,3 BPG, se determinaron
seglin el método de Lowry y col (1964) modificado por Rose

y Liebowitz (1970).

El método consiste en la conversién del 3-PGA a
gliceraldheido-3-fosfatc en un sistema de reacciones
acoplado a 3-fosfogliceratofosfogquinasa (PGK) Y
gliceraldehido-3-fosfatodehidrogenasa con la formacién
simultdnea de NAD a partir de NADH. Seqin el siguiente

esquema de reacciones:

72



2,3 BPG —-£0220330_ > 3-PGA + Pi
3 PGA + ATP -I-4D. > 1,3 BPG + ADP

1,3 BpG + NapE 9APR . cap + wap

El descenso de absorbancia a 340 nm, debido a la
oxidacién de NADH es proporcional a la concentracidn de 2,3

BPG presente en la célula.

La mezcla contenia en un volumen final de 1 ml: Tampdn
trietanolamina pH 8, 160 mM; NADH 0,1 mg/ml; ATP 3,3 mg/ml;
0,25 ml de muestra se agitd, y a continuaciédn se afiadieron
las enzimas GAPD 5,3 UI/ml; PGK 3 UIl/ml; PGM 15,8 UI/ml.
Esta mezcla se agitd, se dejd reposar 5 min y se leyd la
absorbancia a 340 nm frente a agua destilada. A
continuacién, se afiadié 0,66 mM de &cido fosfoglicdlico,
se 1incubd durante 15 min a 37°C y se registré 1la

absorbancia a 340 nm una vez completada la reaccién.

Para la realizacién de los calculos, se halla 1la
diferencia entre las absorbancias registradas antes vy
después de la adicidn de fosfoglicdlico y se corrige segln

la dilucidén de este compuesto.

Para calcular la concentracién de 2,3 BPG, se aplica

la siguiente expresién (Bergmeyer,1974):

AE x Vtotal

¢ (pmol/ml)= e-—ecemee——eeme————aa

340
E NADH X vmuestra x d
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en la que: V total es el volumen de la mezcla de reaccidn
en cubeta.

& es el coeficiente de extincidén molar de NADH
a 340 nnm.

V muestra es el volumen de la muestra problema
en cubeta.

d es el paso dptico de la cubeta. Su valor es 1

cm.

Los valores de 2,3 BPG se expresan como umol/ml de

sangre.

II.2.11.- Determinacién de los nivelaes de 07,

La determinacién de la generacién de anién superdxido
se realizd cuantificando la reduccién del ferriciticromo
¢ segin una modificacidén del método descrito por Babior y

col (1973).

La mezcla de reaccidén contenia para ambas cubetas
(referencia y muestra): 50 nmol de ferricitocromo ¢,
granulocitos (106 células del LTBMC y 5x10° células de
sangre periférica) y HBSS suplementado con glucosa. A la
cubeta de referencia se afiadié 50 UI/ml de SOD. Ambas
cubetas se estimularon simulténeamente con 1 ug de PMA y

se registré el cambio de absorbancia a 550 nm.

La concentracién de 0, producido, se calculdé al

dividir el incremento de absorbancia entre el valor del
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coeficiente de extinccidén molar del ferricitocromo c gque

es de 21,1 mM~1 cm™l.

Los resultados se expresan como nmol 02'/min/106

células.

El tiempo de activacidén (lag time) se calculd
determinando el punto de intersecién entre la porcién curva
antes de la activacidén y la parte lineal después de la
misma. Los resultados de este parametro se expresan en

segundos.

II.2.12.- Determinacién de hemoglobina

El método utilizado fue el de la cianmetahemoglobina
(Van Kampen y Zijlstra,1961). Se basa en la transformacién
de la hemoglobina total a cianmetahemoglobina a pH
alcalino. Este compuesto cianoderivado es estable con un

coeficiente de extincién molar de 44.000 mol 171 cm~l.

I1.2.13.- Valoracién de proteinas
La determinacién de la concentraccién de proteinas se
realizd seqin el método de Lowry y col (1951). Para ello,

se utilizd sercalblmina bovina de suero cristalizado como

patron.
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IT.2.14.- Andlisis electroforético de proteinas

El anilisis de 1las proteinas de 1los granulocitos
obtenidos en el cultivo "in vitro" se realizdé por
electroforesis bidimensional de alta resolucidén

(O'Farell, 1975).

Esta técnica separa las proteinas en funcidén del punto
isoeléctrico en la primera dimension y del peso molecular

en condiciones desnaturalizantes en la segunda dimension.

Se utilizaron granulocitos de animales 6 meses después
de la irradiacién y a 1la 48 semana de cultivo.
Paralelamente, se utilizaron células obtenidas de cultivos

establecidos con animales control de la misma edad.

Preparacién de la muestra

Se recogieron las células del sobrenadante del LTBMC
seglin se indica en II.2.11 y se resuspendieron en tampdn

de lisis.

Las muestras se distribuyeron en viales dque se
mantuvieron a -70°C hasta el momento de aplicarlos a la

primera dimensién.

El método seguido para la primera dimensidén fue el

desarrollado por O'Farell y col (1977).
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El gel contenia urea 5,5 g; solucidén de acrilamida 1,3
ml; NP-40 10%; anfolitos para un rango de pH 5-7 y 3-10.
Una vez mezclados los reactivos, se degasifica la urea y
se afiade el catalizador (TEMED) y el iniciador de 1la
reaccién (APS) (10%). Con esta mezcla se cargan los tubos
Y se deja polimerizar durante 3 horas, tras las cuales, los
geles se transfieren a una cdmara de electroforesis y se
llena el reservorio con PO4H; 10 mM. A continuacidn, se
realiza la precorrida de los geles, para eliminar los iones
sulfato de APS y asi el sistema queda dispuesto para cargar

las muestras.

La capacidad de carga del gel, depende de la
naturaleza de la muestra aplicada. En nuestro caso, se
aplicaron 1i1 ug de proteina tanto para la muestra de
animales control como de irradiados. La concentracién de
células de la muestra control fue de 358 107 células/ml Yy

la de la muestra de irradiado de 186 10° células/ml.

En la primera dimensién, los geles se dejaron correr
durante 18 horas a 1000 V, finalmente se equilibraron
durante 10-15 minutos para eliminar los anfolitos y la urea
y asi, permitir la interaccién de las proteinas con el SDS,
de éste modo quedan preparados para aplicarlos a la segunda

dimensién.

La electroforesis de la segunda dimensién, se realizé
segin la técnica de geles en placa c¢on hendidura

(Studier,1973), usando el sistema de geles discontinuos con
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SDS descrito por Laemmli (1970). Se prepard el gel de
resolucidén y el gel de concentracién como indica Laemmli
(1970). A continuacidén, se aplicé el gel de la primera
dimensidén en la parte superior de la placa de la segunda
dimensidén. Una vez selladas las placas, se recubren con
agarosa y se colocan en la camara de electroforesis.
Finalmente, se afiade el tampdén de corrida en los tangques
de la camara, se conectan los electrodos y se dejan correr
los geles durante toda la noche a corriente constante (12-
15 mA). Al final del proceso, se separaron las placas de
las cé&maras y se procesaron los geles por el método de
tincién con plata. El método de tincién utilizado fué el
descrito por Morrissey JH (1981). Este método consiste en
prefijar el gel durante 30 minutos en una solucién de
metanol 50% y a&cido acético 10%, a continuacién se incuba
de nuevo el gel en una solucidén de metanol 5% y &cido
acético 10%. Seguidamente se fija el gel en glutaraldehido
10% durante 30 minutos y se lava con agua destilada durante
2 horas mediante pases sucesivos. A continuacidn, se incuba
el gel en una solucién de DTT (5 pg/ml) durante 30 minutos;
se retira la solucidén de DTT y se incuba en una solucién
de nitrato de plata 0,1% durante 30 minutos. Por dltimo,
se lava el gel con agua destilada y con una pedquefia
cantidad de solucidn de revelado formada por formaldehido
0,018% y carbonato sbédico 3%. Para alcanzar el nivel de
tincién adecuado, se introduce el gel en una nueva soluciédn

de revelado.
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II.2.15.- Valoracion de datos

El tratamiento estadistico de los valores
experimentales obtenidos, se ha realizado mediante el
cdlculo de media aritmética (x), desviacion tipica (DS) y

error estandar (ES).

Se calculd 1la significancia estadistica por 1la
distribucién de Student, que es una correcidén de 1la
distribucidén normal de frecuencias para pequefios muestreos
(Spiegel, 1970). Con el cAlculo de la "t" de Student para
distintas probabilidades, evaluamos la mayor o© menor
probabilidad de gue la diferencia de un resultado con otro

sea 0 no estadisticamente significativa.

Se calcularon los limites de confianza a partir de los
cuales la diferencia es altamente significativa (***, p<
0,001); muy significativa (**, p< 0,01); significativa (¥,

p< 0,05).
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III.- RESULTADOS

III.1.- ESTUDIO DEL DANO RESIDUAL EN POBLACIONES CELULARES

HEMATOPOYETICAS

Para cuantificar el dafo hematopoyético residual
inducido por una dosis subletal de 5 Gy, hemos determinado
algunos parametros celulares que reflejan el estado de la

médula dsea tras la irradiacién.

La tabla 1 resume los resultados obtenidos respecto
a diversos parametros de la hematopoyesis de ratén a

diferentes tiempos después de la irradiacién.

Con respecto a las células nucleadas en sangre podemos
indicar gue no se observan diferencias entre animales
control e irradiado en los tiempos postirradiacién
analizados superiores a un mes. El valor hematocrito a
estos tiempos después de la irradiacidén, tampoco estéa

significativamente afectado (Tabla 1).

La medida del n(mero total de células nucleadas en
médula refleja una recuperacidédn completa a los 30 dias
después de la irradiacién, alcanzando el valor control y
manteniéndose estable durante el periodo estudiado (12

meses).

Como representante del compartimento de precursores
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comprometidos, hemos determinado el nimero de células
formadoras de colonias granulo-macrofégicas (CFC-GM). Los
resultados se muestran en la tabla 1. Se puede observar,
que el valor de CFC-GM/femur es de un 44% respecto al
control un mes después de la irradiacién. El nimeroc de CFC-
GM se mantiene inferior al valor control a lo largc del
periodo estudiado siendo de un 60% al afio de 1la

irradiacién.
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distintos tiempos después de la irradiacién.

AnAdlisis de diferentes parametros hematoldgicos a

Sangre Médula 6sea
Tiempo Htco Nucl/ml CFC-GM/femur Nucl/femur
(meses) (10~6) (1076) (107)
C 19,2+0,9 17,4*0,89
0,2
I 1,5%0,20
C 50%3,0 6,0%0,7 17,4%2,30 14,0+0,90
’ I 47+2,0 6,110,6 7,710,24 15,1%0,40
C 52%3,5 6,3%0,4 13,7%0,21 12,4+1,30
? I 50+0,7 5,840,5 11,6+0,92 13,0+1,30
C  48%+1,7 7,0%0,6 14,2+1,75 18,8+0,20
e I 49%3,2 6,7+0,7 7,2+0,30 20,0%1,20
C 50%1,0 4,7+0,7 21,0%6,50 25,4+3,80
2 I 44+2,5 4,8%0,2 12,611,330 22,7%12,40

C: control; I: irradiado. Los valores expresan x*ES. n=3-8. Cada

experimento corresponde a un animal.



IIT.2.- ESTUDIO PREVIO DE LAS CONDICIONES CPTIMAS DE ENSAYO
DE ACTIVIDAD HK, PFK Y PK EN CELULA8S8 DE MEDULA

O8EA, ERITROCITOS Y GRANULOCITOS.

Con el fin de fijar las condiciones &éptimas de
actividad de HK, PFK y PK en cada una de las poblaciones

celulares, se realizaron una serie de ensayos preliminares.

El método de andlisis utilizado, consistid en medir
la actividad enzimitica modificando las concentraciones de
los componentes de la mezcla de reaccién hasta fijar 1la

concentracién adecuada para cada uno de ellos.

Para la determinacién de HK, se comenzd modificando
la concentracién de los iones Mg?* y K' en unos rangos
comprendidos entre 0,75 mM y 12 mM para los iones de Mg2+
y 0,12 mM a 8 mM para los iones de K* (C1IK) vy 12 mM a 40 mM
para los iones de FK; del mismo modo se modificd 1la
concentracion de Mg-ATP entre 0,1 mM y 10 mM y la de el
coenzima NADP entre 0,4 y 1,9 mM. La enzima auxiliar G6PD
se modificé en un intervalo de 1,75 UI/ml a 35 UI/ml. El
sustrato de la reaccidn, la glucosa se modificd entre 0,05
¥y 10 mM. Finalmente, se ensayaron distintas concentraciones
de proteina en cubeta para cada poblacién celular
analizada. Por (ltimo, y con el fin de comprobar gue no
habia actividad glucoquinasa enddgena, se ensayd la
actividad en ausencia de glucosa. Una vez comprobado ésto
se £ijo la adicidn de glucosa antes de iniciar la reaccién

enzimidtica. Las condiciones 6ptimas de actividad HK para
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cada una de las poblaciones celulares estudiadas se

muestran a continuacién:

.médula dsea

Tampdn tris-maleico pH 6,9 90 mM; MgCl, 6 mM; Mg-ATP
3 mM; KF 25 mM; KCl 2 mM; NADP 0,75 mM; G6PD 17,5 UI/ml;
proteina 0,04 mg/ml. La reaccidén se inicidé con la adicién

de glucosa 1,5 mM.

.eritrocitos

Tampdédn tris-maleico pH 6,9 90 mM; MgCl, 6 mM; Mg-ATP
6 mM; KF 25 mM; KC1 0,12 mM; NADP 1,5 mM; 35 UI/ml G6PD;
proteina 0,3 mg/ml. La reaccidén se inicié tras la adicién

de glucosa 10 mM.

.granulocitos

Tampdn tris-maleico pH 6,9 90 mM; MgCl, 0,75 mM; Mg-
ATP 6 mM; KF 25 mM; NADP 0,75 mM; G6PD 35 UI/ml proteina
0,13 mg/ml. La reaccidn se 1inicidé trds la adicidén de

glucosa 6 mM.

Para determinar las condiciones Optimas de PFK, se
modificaron las concentraciones de los iones Mg?* y K* en
unos intervalos comprendidos entre 0,1 mM vy 9 mM para el
Mg?* y de 5 mM a 80 mM para el ién K*; los sustratos Mg-ATP

y Fé6P se modificaron en rangos comprendidos entre 0,3 mM



Y 4 mM para el ATP-Mg y de 0,3 mM a 16 mM para la FéP; el
coenzima NADH se ensayd® a concentraciones de 0,12 mM a 0,6
mM. El1 DTT se modificé en rangos comprendidos entre 2 mM
Y 16 mM. Las enzimas auxiliares, se ensayaron a unas
concentraciones entre 0,1 UI/ml ¥ 1 UI/ml para la aldolasa,
1,7 UI/ml a 7 UI/ml para la GDH y de 7,5 UI/ml a 21 UI/ml
par la TIM. Por ultimo, se ensayaron diversas
concentraciones de proteina en cubeta para cada poblacién
celular. Las condiciones Optimas de actividad PFK para cada
una de las poblaciones celulares analizadas se indican a

continuacién:

.médula Ssea

Tampdn tris-maleico pH 6,9 90 mM; MgCl, 4,5 mM; KCl 80
mM; Mg-ATP 2 mM; NADH 0,5 mM, DTT 8 mM; F6éP 8 mM; G6P 24
mM; TIM 15 UI/ml; GDH 5 UI/ml; aldolasa 0,2 UI/ml; proteina

0,077 mg/ml.

.eritrocitos
Tampdén tris-maleico pH 6,9 90 mM; MgCl, 2 mM; KC1l 10
mM; DTT 8 mM; Mg-ATP 1 mM; NADH 0,25 mM; aldolasa 0,2

UI/ml; GDH 5 UI/ml; TIM 15 UI/ml; F6P 4 mM; G6P 12 mM;

proteina 1,0 mg/ml.

.granulocitos

Tampén tris-maleico 6,9 90 mM; Mg Cl, 4,5 mM; KCl 10
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mM; NADH 0,5 mM; DTT 8 mM; F6P 8 mM; G6P 24 mM; Mg-ATP 2
mM; aldolasa 0,2 UI/ml; GDH 5,1 UI/ml; TIM 14,8 UI/ml;

proteina 0,25 mg/ml.

La actividad PK se determind segiin el método de Blicher
y Pfleiderer (1955), modificando las condiciones de ensayo

para cada componente de la reaccidn.

Se modificaron las concentraciones de K' y Mg?* en
intervalos comprendidos entre 35 mM y 300 mM para el K' y
4 mM a 16 mM para el Mgz*. Las concentraciones de los
sustratos PEP y ADP se variaron entre 2 mM y 8 mM para el
PEP v de 3,5 mM a 16 mM para el ADP. El coenzima NADH se
modificd entre 0,1 mM y 0,5 mM. La enzima auxiliar LDH se
ensayb entre 1,5 UI/ml a 4,5 UI/ml. Al igual que para las
otras enzimas se ensayaron diversas concentraciones de
proteina en cubeta hasta ajustar la concentracién iddénea.
Las condiciones 6ptimas de actividad para la PK se indican

a continuacidn:

.médula Ssea

Tampén Tris-maleico pH 6,9 90 mM; KCl 150 mM; MgCl, 8

mM; PEP 5 mM; ADP 8 mM; LDH 3 UI/ml; NADH 0,2 mM; proteina

7 pg/ml.

.eritrocitos

Tampén Tris maleico pH 6,9 90 mM; KC1l 75 mM; MgCl, 8



mM; PEP 5 mM; ADP 8 nM; NADH 0,25 mM; LDH 3 UI/ml; proteina

0,7 mg/ml.
.granulocitos

Tampén Tris-maleico pH 6,9 90 mM; KCl 75 mM; MgCl, 8
mM; NADH 0,25 mM; PEP 5 mM; ADP 8 mM; LDH 3 UI/ml; proteina

0,03 mg/ml.

87



III.3.~- ESTUDIO DE LA FUNCION Y METABOLISMO DE CELULAS DE

MEDULA OSEA

III.3.1.- Unién de transferrina a células de médula ésea

Dada la necesidad de Fe'?

que poseen las células de
médula 6sea para cumplimentar los procesos de proliferacién
Yy diferenciacidn celular, determinamos la capacidad de
unién de transferrina en las células de médula oOsea de

ratdn a diferentes tiempos después de la irradiacién (3,

6 ¥ 12 meses).

El estudio de la capacidad de unidén de transferrina
a las células de médula 6sea, se realizé utilizando las
condiciones experimentales indicadas en el apartado

IT.2.9.2.

La figura 1A muestra los valores cbtenidos de la unién
total, especifica y no especifica. Como se puede observar,
para una concentracidén de Tf aproximadamente de 20 ug/ml,
utilizada en nuestros experimentos, la saturacién de 1la

unidén especifica de la Tf a su receptor es total.
La representacidon de Scatchard de los valores de unidn
especifica (fig. 1B) indican que, la distribucién de los

valores se ajustan a una linea recta.

Los resultados, respecto a la capacidad de unidén de

transferrina (Bmax) y la constante de asociacién (Ka) en
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las c¢élulas de médula oOsea de ratones controles e
irradiados se indican en la Tabla 2. Como se puede
observar, los valores obtenidos de Ka varian entre 1,08 108
M1 y 1,42 108 M"l, no encontridndose diferencias
significativas de éste para&metro entre animales control e
irradiado a lo large del periodo estudiado. Del mismo modo,
y respecto a los valores de Bmax no existen diferencias en
cuanto al nimero de sitios de unidén de Tf entre las células
de animales control e irradiados. Estos valores variaron
entre 1,75 ng T£/10%° celulas y 2,25 ng Tf£/10% células

durante el periodo postirradiacién analizado.

La densidad méxima de sitios de unidén varidé entre
1,6+0,22 y 2,0%0,13 ng/lo6 tanto para animales control como
tratados. Estos valores corresponden a un intervalo de

sitios de unién entre 13,180-15.550 moléculas de Tf/célula.
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Tf unida (ng/loecels) A

Tf afiadida (A(g/ml)
® Total * [Inespecifica ®*  Especifica

u/L B
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0,05

0 | 1 1 i 1 { {
0.147 0.272 0.57 0.75 1.2 1.36 1.50 1.66 2

Tf unida

Fig.l.- (A) Unién de transferrina a cé&lulas de mé&dula
6sea. (B) Representacidén de Scatchard de los datos de
unién especifica para células de médula ésea.
Condiciones experimentales: 0,7-0,9 10% células/ml y
0,5-30 ug/ml transferrina.




Tabla 2.- Capacidad de unién de transferrina (Bmax) y constante
de asociacién (Ka) en células de médula ésea de ratdn control e

irradiado.
Tiempo postirradiacidn Ka Bmax
(meses) (x10® M71) (ng Tf/10%cel)
c 1,42+0,07 1,97+0,20
’ I 1,4010,24 1,8710,25
c 1,13+0,16 1,75+0,17
° I 1,19%0,14 1,83+0,22
4 1,08%0,18 2,1420,10
12 I 1,16t0,06 2,2540,28
C: control; I: irradiado. Los valores se expresan como X*ES.

n=3_6 .



II1.3.2.- Actividades de HK, PFK y PK en células de madula

dsea

Como ya hemos indicado en el apartado III.1 la médula
6sea manifiesta disminuciones en el nimero de precursores
a largo plazo después de la irradiacién. Con objetc de
estudiar si estas modificaciones se reflejaban en los
niveles de actividad de las enzimas glicoliticas,
determinamos la actividad de estas enzimas en células de

médula o&sea.

Los resultados, respecto a los niveles de actividad
de HK, PFK y PK se han realizado en extracto crudo,

obtenido seglin se indica en el apartado II.2.7.1.

Las figuras 2, 3 y 4 muestran los niveles de actividad
obtenidos para las enzimas glicoliticas estudiadas, HK, PFK
y PK en células de médula o6sea de ratdén a diferentes

tiempos postirradiacién.

En relacidén a la HK (figura 2), se puede indicar la
existencia de una disminucién no significativa respecto al
control a 1, 3 y 6 meses postirradiacién. Al final del
periocdo estudiado (12 meses), se observa que los niveles
de actividad HK superan de manera no significativa al

centrol.

La PFK (figura 3) muestra un descenso no significativo

de actividad respecto al control para todos los tiempos
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postirradiacién analizados.

La figura 4, muestra los niveles de actividad de la
PK. Podemos sefialar la existencia de un descenso
significativo en la actividad respecto al contreol a 1 mes
postirradiacién (p<0.01); mientras que para los otros
tiempos postirradiacién no se observan diferencias

significativas.

De los resultados obtenidos, respecto a las
alteraciones que la irradiacidén induce en el metabolismo
glicolitico de células de médula 6sea, podemos concluir que
sblo se produce una disminucién significativa en 1la
actividad PK a 1 mes postirradiacién, mientras que las
actividades de HK y PFK no muestran modificaciones

significativas durante el periodc analizado.
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Medula osea
Actividad Fosfofructoquinasa
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(U1/10 cels)10
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0,11

0,05

Fig.3.- Actividad fosfofructoquinasa en células de médula
6sea a diferentes tiempos después de la irradiacién. los
valores expresan x*ES. Nimero de experimentos 3-4 para
cada punto.
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Fig.4.- Actividad piruvatoquinasa en células de médula
6sea a diferentes tiempos después de la irradiacidén. Los
valores expresan xtES. NGmero de experimentos 3-4 para
cada punto. (**} p<0.01.




III.4.- ESTUDIO DE LA FUNCION Y METABOLISMO DE ERITROCITOS

III.4.1.~ Determinacién de 1los niveles de 2,3 BPG;

hemoglobina (Hb) y proteina total

Como es sabido, la funcidn fisioldégica fundamental del
eritrocito maduro es el transporte de oxigeno a 1los
diversos tejidos. Esta funcién estd regulada por los
niveles intracelulares de 2,3-BPG que controlan la

liberacidn del oxigeno de la hemoglobina.

Para evaluar las posibles alteraciones en la funcién
de los eritrocitos en animales que eXxpresan dafio
hematopoyético residual, hemos determinado los niveles
intracelulares de 2,3-BPG y la concentracién de Hb en
eritrocitos obtenidos de animales a diferentes tiempos

postirradiacién.

Los resultados obtenidos (Tabla 3), indican gque no
existen diferencias en los niveles intracelulares de 2,3
BPG entre animales irradiados y control a lo largo de los

periodos postirradiacién estudiades (3, 6 y 12 nmeses).
Respecto a los niveles de Hb a los 6 y 12 meses
postirradiacién (Tabla 3) tampoco existen diferencias entre

los animales tratados y control.

Los niveles de 2,3-BPG encontrados en eritrocitos de

animales control e irradiados guardan relacidn
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equimolecular con los niveles de Hb presentes en la célula,
tanto a los 6 como a los 12 meses después de 1la

irradiacién.

Asi mismo, en cuanto a 1los niveles de proteina
expresados por ml de eritrocitos (Tabla 3), no se observan
tampoco diferencias entre los animales irradiados y los
controles a lo largo del periodo estudiado (3, 6 y 12

neses)
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Tabla 3.~ Niveles de 2,3 BPG, hemoglobina y proteina en
eritrocitos a diferentes tiempos después de la irradiacidn.

Tiempo 2,3-BPG hemoglobina proteina
{meses) {umol/ml) (pmel/ml) (mg/ml)
C 6,8+0,80 31727

’ I 7,0x0,60 325%21

C 6,91+0,95 8,3x0,40 35327

° I 6,6+1,30 7,8%0,22 297148

c 8,2+0,85 9,3+0,74 268138

12 I 7,4%1,30 9,7+0,57 324%49

C: control; I: irradiado. Valores expresan x*ES. N=3-12. Cada
experimento corresponde a un ratén.



IIX.4.2.- Actividad de HK, PFK y PK en eritrocitos

Dado que 1la glicolisis es la ruta metabélica
fundamental del eritrocito, hemos estudiado 1la posible
variacién de los niveles de actividad de las 3 enzimas
glicoliticas correspondientes a extracto crudo de
eritrocitos, a 1lo largo de 15 meses después de la

irradiacién,

Los niveles de actividad Hexoguinasa se indican en la
figura 5. Se destaca una disminucién significativa (p<0.05)
de la actividad enzimatica respecto al control a los 3
meses después de la irradiacidén; mientras que a los 6, 12
Yy 15 meses postirradiacién la recuperacidn de la actividad

enzimidtica es completa.

La figura 6 muestra los niveles de actividad PFK
obtenidos a diferentes tiempos postirradiacién. Podemos
destacar un aumento significativo (p<0.01) en la actividad
PFK de animales irradiados respecto al control a los 6
meses. La actividad PFK recupera valores normales a los 12

y 15 meses después de la irradiacién.

Los niveles de actividad PK, se indican en la figura
7. Como se observa, existe una disminucién significativa
(p<0.05) de la actividad PK a los 3 meses después de la
irradiacién en animales tratados respecto al control. A
partir de este tiempo, se observa una recuperacién de la

actividad enzimatica.
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I1I.5.- ESTUDIO DE LA FUNCION Y METABOLISMO DE GRANULOCITOS

III.5.1.- Determinacién de 1la produccién de 07, ¥
concentracién de proteina en granulocitos

obtenidos de sangre periférica.

Los estudios de la produccidén de los niveles de 07,
en granulocitos aislados de sangre periférica seglin se
indica en II.2.3., se realizaron a los 6 y 12 meses después
de 1la irradiacidén. Cada experimento se ha realizado

utilizandeo animales control de la misma edad.

Como se puede observar en la Tabla 4, a los 6 meses
después de 1la irradiacién, la produccién de 07, en
granulocitos de animales tratados es 1,9 veces superior a
la correspondiente a granulocitos de animales control; esta
diferencia es estadisticamente significativa (p<0.05). A
los 12 meses después de la irradiacién la diferencia en 1la
produccién de 07, entre células de animales tratados y de
control se mantiene en 2,1 veces. Esta diferencia es
también estadisticamente significativa (p<0.05). Como se
observa en la Tabla 4 el valor del tiempo de activacién a
los 12 meses después de la irradiacién no muestra
diferencias significativas entre los granulocitos de
animales irradiados respecto a los animales control.

Los niveles de proteina determinados un afic después
de la irradiacién (tabla 4), presentan un aumento de 1,4
veces respecto al contreol, siendo esta diferencia

estadisticamente significativa (p<0,01).
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Tabla 4.- Produccién de 07,, tiempo de activacién y niveles de
proteina en granulocitos de sangre periférica a los 6 y 12 meses
después de la irradiacién.

Tiempo postirradiacion (meses)

6 12

c 0,7210,04 1,10+0,04
nmol 07,/min/10% cel

I 1,36+0,02 2,30%0,40

C - 72,00%15,50
Tiempo activacién

I - 85,70%15,60

c - 0,24+0,02
myg proteina/lo6 cel

I - 0,33%0,02

C: control; I: irradiado. Valores expresan x*ES. N=3-7. Cada
experimento corresponde a un ratén.



III.5.2.~ Niveles de produccidén de 07, en granulocitos de

LTMBC.

Para analizar los parémetros que estén implicados en
los cambios funcionales observados en sangre periférica,
establecimos cultivos de larga duracién de médula osea
(LTBMC) que permiten obtener poblaciones homogéneas de
granulocitos, a partir de la activa proliferacidn de

precursores hematopoyéticos adheridos al estroma celular.

Como ya indicamos en el apartado I.3.1., el cultivo
de larga duracidn de médula dsea es un sistema de cultivo
"in vitro"™ que mimetiza la hematopoyesis que se produce "in
vivo" y permite estudiar el posible dafio residual en las

células hematopoyéticas y en el estroma hematopoyético.

Los dranulocitos obtenidos del sobrenadante del
cultivo de larga duracién de médula 6sea, se han utilizado,

para determinar los niveles de produccién de 07,.

Los cultivos se establecieron 6 y 12 meses después de
la irradiacidén; paralelamente, se establecieron cultivos
de médula ésea de animales control de la misma edad. Las
determinaciones de los niveles del 07, se realizaron entre

la 338 y 63 semana de cultivo.

Los resultados se expresan en la figura 8. Como se
puede observar, a los 6 meses de la irradiacibén 1los

granulocitos de animales irradiados muestran un aumento en
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la produccién de 07, tanto en la 32 como en la 42 y 52
semana de cultivo, respecto al control. Estos incrementos
son significativos estadisticamente (p<0,001 y p<0,01) en

la 38 y 438 semana de cultivo.

Los resultados obtenidos a los 12 meses de la
irradiacién, indican igualmente gque los granulocitos de
animales irradiados generan concentraciones de 07,
superiores a las de animales control. Los incrementos
observados son estadisticamente significativos (p<0,001)
para todas las semanas de cultivo analizadas (43, 58 y 638

semana) .

Los resultados obtenidos sobre el tiempo de activacién
figura 9, muestran que a los 6 meses de la irradiacién los
valores son superiores al control, aunque de una forma no
significativa. A los 12 meses, los valores del tiempo de
activacién para los granulocitos de animales tratados son
superiores a los control. Los incrementos encontrados son

significativos a la 43 y 58 semana (p<0,001).
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II1.5.3.- Actividad de HK, PFK ¥y PK en granulocitos de

LTBMC

Como ha sido indicado anteriormente, la glicolisis es
la ruta fundamental de obtencidn de energia que poseen los
granulocitos, de ahi la importancia del estudio de las
enzimas claves de esta ruta. El estudio se ha realizado
determinando los niveles de actividad enzimitica de la
Hexoquinasa, Fosfofructoquinasa y Piruvatoguinasa en
granulocitos obtenidos a la 38 semana del cultivo de larga
duracidn de médula bsea, a diferentes tienmpos

postirradiacién y a lo largo de un afio.

Las figuras 10, 11 y 12 muestran los niveles de
actividad obtenidos para las tres enzimas glicoliticas
estudiadas (HK, PFK y PK) a diferentes tiempos

postirradiacién {(1,5; 3; 6; y 12 meses).

Los niveles de actividad obtenidos para la HK (figura
10), indican un incremento en la actividad enzimatica que
se manifiesta a lo largo del periodo estudiado. Estas
diferencias son significativas 3 y 6 meses después de la

irradiacién (p<0,01 y p<0,01 respectivamente).

La figura 11 muestra los niveles de actividad para la
PFK a diferentes tiempos de la irradiacidn. Destaca un
incremento a 1,5; 3 y 6 meses postirradiacidén, siendo estas
diferencias estadisticamente significativas a los 3 y 6

meses (p<0,01 en ambos tiempos). A los 12 meses después de
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la irradiacidén, no existen diferencias en la actividad

enzimdtica de animales tratados respecto al control.

Los niveles de actividad enzimitica para la PK se
indican en la figura 12. Podemos observar un incrementc en
los niveles de actividad a 1,5; 3 y 12 meses de 1la
irradiacién. Estos incrementos son estadisticamente
significativos con valores de p<0,05 a los 1,5 y 3 meses
de la irradiacidén y de p<0,01 a los 12 meses. Al contrario
de lo observado a otros tiempos, la actividad PK a los 6
meses de la irradiacién no muestra diferencias con el

control.

De los resultados obtenidos respecto a los niveles de
actividad enzimatica de HK, PFK y PK, podemos indicar que,
en los granulocitos obtenidos de animales irradiados existe
un incrementoc neto en los niveles de actividad de las
enzimas glicoliticas. Este incremento se mantiene a los 12
meses de la irradiacién en el caso de la PK, por el
contrario las actividades HK y PFK no muestran diferencias

respecto al control para este mismo periodo de tiempo.
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Fig.12.- Actividad piruvatoguinasa en granulocitos de LTBMC
a diferentes tiempos después de la irradiacidén a la 38
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experimentos 3-6 para cada punto. (*) p<0.05; (**} p<0.01l.



IIX.5.4.- Andlisis cuantitative y cualitativo de
proteinas de granulocitos de LTBMC.

Electroforesis bidimensional.

Los resultados obtenidos respecto a la concentracidn
de proteinas en los granulocitos del cultivo de larga
duracién de médula désea se indican en la figura 13. Como
se puede observar existe un incremento en la concentracidén
de proteinas en los granulocitos de animales irradiados
respecto al control. Este incremento se observa para todos
los tiempos postirradiacidén estudiados y para todas las
semanas de cultivo. Estas diferencias son m&s acentuadas
a los 6 meses después de la irradiacién en la 48 y 52
semana de cultivo, en 1las que el incremento en 1la
concentracién de proteinas alcanza un valor 4 veces

superior al control.

Con el fin de comprobar si este aumento en la
concentraccién de proteina se debia a 1la expresidn
generalizada de las proteinas o, por el contrario, se
manifestaba un aumento especifico en la expresidn de
determinadas proteinas, realizamos una electroforesis

bidimensional.

La electroforesis sobre gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (en presencia de SDS) separa
las proteinas en disolucidén seg(in sus masas moleculares.
Por otro lado, las proteinas también se pueden separar

electroforéticamente segin sus puntos isceléctricos, lo que
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se denomina isoelectroenfoque (IEF).

La combinacién de estas técnicas permite obtener una
distribucién bidimensional de las proteinas con un alto

poder de resolucién.

La electroforesis se realizdé segln se indica en
II.2.14. Para ello, se utilizaron granulocitos lisados del
sobrenadante del LTBMC a la 43 semana de cultivo,
establecidos 6 meses después de la irradiacién y células
lisadas de LTBMC de animales normales. Los geles se
cargaron con la misma cantidad de proteina, tanto para la
muestra control comoc para la muestra de animales
irradiados. Concretamente, se cargaron 111 ug de proteina
equivalentes a 358 10° células de la muestra control y a

186 103 células de la tratada.

La figura 14, muestra el resultado de la segunda
dimensidén de granulocitos correspondientes a animales
control (A) e irradiado (B).

Como se puede observar, en las zonas de Pm prodximos
a los valores dque poseen las enzimas glicoliticas de
diversas especies de mamiferos, comprendidos entre 57-62
x 103 D para la PK (Kahn y Marie, 1982); 85 x 10° D para la
PFK (Kenneth, 1982) y 104-105 x 163 D para la HK (Fornaini
y co0l.,1982) y de las enzimas implicadas en la produccidn
de 0'2, comprendidos entre 43 y 69 x 103 D (Segal, 1989} no
se aprecian diferencias en la expresién de estas enzimas

en granulocitos de ambos tipos de animales.
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III.6.- ANALISIS COMPARATIVO DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS
ESTUDIADAS EN MEDULA OSEA, ERITROCITOS Y

GRANULOCITOS.

Dado que los niveles de actividad enzimAtica son
procesos complejos que responden a diversos factores, hemos
analizadeo las actividades enzimAticas obtenidas en cada
tejido estudiado. En la literatura, se han descrito las
modificaciones que manifiestan las enzimas en su actividad
seqgin la edad celular y los procesos de diferenciacién
celular de diferentes tejidos (Nijhof y col.,1984; Gaitéan
y col.,1989; Zimran y col.,1990). Con el fin de comprobar
si la radiacién pudiera modificar el patrén de
diferenciacidén de las distintas enzimas estudiadas en los
diferentes tejidos, analizados los niveles de actividad

obtenidos seqgin el tejido y enzima estudiada.

Al comparar los niveles de actividad, obtenidos para
cada enzima y para cada tejido estudiado, hemos observado
la existencia de diferencias en dichos niveles. Estas
diferencias pueden ser observadas en funcién de la edad del

animal y segin el tejido estudiado.

Las tablas 5 y 6, resumen los valores de actividad
enzimatica, expresados como (UI/10% cél) de HK, PFK y PK
para los animales control e irradiado de los distintos

tipos celulares analizados.

Nuestras determinaciones de los niveles de actividad
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HK indican que, la actividad de esta enzima es superior en
eritrocitos que en células de médula o6sea total. E1
resultado encontrado por nosotros, puede ser justificado
por la necesidad de incrementar los niveles de G6P para
iniciar la ruta de las pentosas fosfato y obtener el poder

reductor necesario para la célula.

El aumento observado en los niveles de actividad HK
al comparar células de médula con dgranulocitos, podria
justificarse por la necesidad de un incremento en los
niveles de G6P para seguir la ruta de las pentosas fosfato
y obtener NADPH necesario para la actividad del sistema

oxidasa, responsable de la produccién de 07,.

Los valores de actividad PFK y PK disminuyen de médula
6sea a eritrocitos para animales control y tratados. Este
resultado esta de acuerdo con la disminucién descrita para
las enzimas glicoliticas durante 1los procesos de
diferenciacién celular en el sistema hematopoyético de
diversas especies (Rodriguez-Horche y col.,1988; Gaitén y

col.,1989).

Los niveles de actividad PFK y PK aumentan de médula
6sea a granulocitos. Este aumento est8 asociado a 1la
necesidad energética de los granulocitos para cumplir la
fagocitosis, proceso en el que la glicolisis adquiere

especial relevancia (Lane y Lamkin,b1984).

Es de destacar que, las modificaciones observadas en
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los niveles de actividad de las 3 enzimas estudiadas a lo
largo de la diferenciacidn del sistema hematopoyético hacia
las lineas granulocitica y eritroide son cuantitativamente

equivalentes entre animales control e irradiado.

Al analizar los resultados obtenidos entre los 3 y 12
meses tabla 5 y 6 observamos un aumento significativo de
la actividad PK con la edad del animal tanto en médula &sea
(p<0,05) como en granulocitos (p<0,01) tanto en control
como en tratados. Mientras que, los niveles de actividad
HK y PFK de estas mismas poblaciones celulares, no muestran

diferencias con la edad.

Otras modificaciones, observadas en la médula 6sea con
la edad son el aumento en la celularidad y en el nimero de
CFC-GM por fémur, asi comoc una menor proporcidn de
precursores CFC-GM en fase de sintesis (Tejero vy

copl.,1989).

El aumento en los niveles de PK de granulocitos segin
la edad podria asemejarse al aumento en la actividad de las
enzimas lisosdmicas observado en macrdéfagos peritoneales
de ratén en funcién de la edad del animal (Heidrick, 1972).
Por lo que, el incremento en la actividad PK en estas
células puede ser un reflejo de los cambios descritos en
diversos pardmetros fisioldgicos y metabélicos de células

del sistema inmune (De la Fuente,b1985).

En relacién a los eritrocitos (tabla 5) podemos
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indicar la existencia de leves modificaciocnes en la

actividad HK, PFK y PK en funcién de la edad.

De los resultados analizados en este apartado, podemos
indicar que 1la irradiacién no altera sustancialmente el
patrdn de modificacién de las actividades enzimaticas
estudiadas en funcién de los distintos tejidos analizados

y edad de los animales.
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Tabla 5.- Niveles de catividad enzimdtica (HK,
médula ésea, eritrocitos y granulocitos de animales control. Los

valores se expresan en (UI/10% cel)1073,

PFK y PK) en

HK
Tiempo Médula osea Eritrocitos Granulocitos
{meses)
1 0,45%0,10 —-—— -
1,5 —— - 5,75%0,50
3 0,46%0,09 2,25%0,26 7,69%20,90
6 0,40%0,05 1,94+0,53 6,31+0,60
12 0,50%0,05 1,0810,22 5,75%0,46
15 ——- 1,42+0,18 -—-
PFK
1 0,15+0,09 - -
1,5 ——- —— 0,45%0,10
3 0,15%0,03 0,020,003 0,430,009
6 0,27%0,06 0,05+0,005 0,69+0,06
12 0,28+0,08 0,070,004 0,24%0,07
15 -_— 0,03+0,002 -
PK
1 8,00%0,90 - ———
1,5 - - 5,40+0,10
3 4,00%0,90 3,8540,86 20,5043,20
6 12,80%1,40 2,97%0,65 15,2042, 60
12 16,80%6,00 3,000,011 44,50%3,20
15 —_—— 2,09%0,27 —-——-




Tabla 6.~ Niveles de actividad enzimatica (HK,PFK y PK) en médula

6sea, eritrocitos y granulocitos de animales irradiados. Los
valores se expresan en (UI/lO6 ce1)10‘3
HK
Tiempo Médula 6sea Eritrocitos Granulocitos
{meses)
1 0,350,005 - -
1,5 -—— -— 9,70%£1,00
3 0,37+0,004 1,52+G,04 14,60%1,40
6 0,32%0,060 1,86+0,58 12,00%1,60
12 0,67x0,0%0 1,22%0,22 6,7010,56
15 - 1,49+0,08 -_—
PFK
1 0,09+0,010 — -——
1,5 -— -— 1,11+0,29
3 0,14+0,040 0,02+0,003 0,78%0,09
6 0,200,035 0,080,002 1,58*0,26
12 0,15%0,045 0,060,009 0,26+0,03
15 - 0,030,003 -—
PK
1l 3,05%0,20 —-—— -——
1,5 - - 12,00%1,40
3 2,30+0,60 1,87%0,30 75,00%9, 00
6 13,00%1,10 2,51+0,25 12,00%2,90
12 30,00%7,00 2,79%0,89% 62,001,778
15 - 1,8810,33 -




III.7.- IMPLICACIONES DEL ESTROMA EN LA HEMATOPOYESIS DEL

RATON.

IIX.7.1.- Cuantificacién de células en el sobrenadante del

LTBMC. Aspectos morfoldgicos del estroma

Con objeto de analizar en qué medida los animales que
expresan danfo residual manifestado por una disminucién de
precursores hematopoyéticos, generan estromas
funcionalmente activos, desde el punto de vista
hematopoyético se establecieron LTBMC con la médula bsea
de animales irradiados y animales control a distintos

tiempos postirradiacién.

La observacién de los LTBMC mostrd que la formacidn
de la capa adherente (estroma) en cultivos procedentes de
animales irradiados, no es completa respecto a los cultivoes
establecidos con médula 6sea de ratdn control, presentando
una reduccidn en el nGmero de A&reas hematopoyéticas
activas. Estas caracteristicas morfolégicas se mantienen
a lo largo de todas las semanas de cultivo y se observan

para todos los tiempos postirradiacidén analizados.

Las figuras 15 y 16 muestran el aspecto de la capa
adherente del LTBMC de animales control (A) e irradiados
(B) a los 6 y 12 meses después de la irradiacidén. Lla
fotografia de los 6 meses ( fig.15) fué tomada a la 32
semana de cultivo; mientras que la fig. 16 muestra el

aspecto del estroma a los 12 meses postirradiacidén en la
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78 semana de cultivo.

La figura 17 muestra la produccidén de células en el
sobrenadante de los cultivos de larga duracidon de médula
Osea de animales control e irradiados. Es de destacar la
menor produccidén de células maduras (granulocitos) de 1los
cultivos de animales irradiados respecto a la produccidn
de células de animales control. E1l efecto se mantiene

apreciable a los 12 meses después de la irradiacioén.

Asi mismo, como se indica en la figura 17, se aprecia
una tendencia a que la produccidén de células aumente en
funcién de la edad del cultivo y del animal. Esta tendencia
se observa tanto en los cultivos control como en 1los
tratados. No obstantg, datos recientes obtenidos en nuestro
laboratorio, indican que a partir de la 62 semana de
cultivo el namero de células del sobrenadante de animales

control e irradiados manifiesta una tendencia descendente.
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Fig.15.- Microfotografia (x100) en contraste de fases de
la capa adherente del LTBMC a los & meses después de la
irradiacién. La imagen fué tomada a la &' semana de
cultivo. A:Control; B:Irradiado.



F

Fig.16.- Microfotografia (x100) en contraste de fases de
la capa adherente del LTBMC a los 12 meses después de la

irradiacién. La imagen fué tomada a 11 78, semana de
cultive A:Control; B:Irradiado.
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Fig.17.- Produccibn de granulocitos en el sobrenadante de
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II1.7.2.- Deteccidn de CSFs en el sobrenadante del

LTBMC

Para determinar la presencia de factores estimulantes
del crecimiento hematopoyético en el sobrenadante de los
cultivos de larga duracién establecidos a partir de
animales control e irradiado, analizamos la estimulacidn
del precursor CFC-GM mediante cultivo "in vitro" en matriz

semisdlida de agar (II.2.6).

Los ensayos se realizaron, estableciendo cultivos con
distintas concentracciones (10%, 20% y 40%) del
sobrenadante de los LTMBC de animales irradiados.
Paralelamente, y como control, se establecieron cultivos
con el 10% de medio condicionado de la linea celular Wehi-

3b fuente de IL-3 como factor estimulador de colonias.

Los resultados, representados en la figura 18 muestran
el nimerc de colonias originadas en funcién de la fuente
de CSFs utilizada. Como se puede observar, los
sobrenadantes de LTBMC establecidos con médula o&sea de
ratdénes irradiados 12 meses antes son muy activos, mientras
que los sobrenadantes de los cultivos de ratdén control
presentan una escasa capacidad de estimular la formacién
de colonias GM. Las colonias obtenidas fueron pequefias y
compactas, el andlisis mediante tincidén con May-Grunwald
Giemsa, indicé que estaban formadas por granulocitos vy

macrdfagos.
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Fig.18.~ Expresién del precursor CFC-GM utilizando como
factor estimulante de colonias,los sobrenadantes (libres
de células) del LTBMC establecidos a los 12 meses después
de la irradiacién y 48 semana de cultivo. Los valores
expresan X*tES. (*) p<0.05; (**) p<0.01; (***) p<0.001l.




Para comprobar que los factores (CSFs) presentes
en el sobrenadante de los LTBMC de animales irradiados eran
los responsables de la activacién de la produccidn de 07,
en los granulocitos, realizamos ensayos que consistieron
en la incubacién de los granulocitos obtenidos del LTBMC
de animales control con el sobrenadante de los LTBMC de
animales irradiados 6 meses antes. Las incubaciones se
realizaron durante 3 h a 379C, siendo la concentracidn de
células de 2 x 10° cel/ml de sobrenadante. Esta
concentracién, corresponde por término medio, a la que se
encuentran las células en el medio de cultivo a los 6 meses

postirradiacién (fig. 15).

Los resultados (fig.19) demuestran gue los
granulocitos obtenidos de LTBMC normales generan niveles
de 07, significativamente superiores (p<0,01) cuando
permanecen en contacto con sobrenadantes correspondientes
a LTBMC establecidos con médula 6sea de animales irradiados

6 meses antes.
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Fig.19.-Produccién de 07, en granulocitos obtenidos de
cultive control, incubados con el sobrenadante de LTBMC a
los 6 meses después de la irradiacidédn. Los datos expresan
xX*ES. (**) p<0.01
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IV.- DISCUBION

IV.1.- ESTUDIO DEL DANO RESIDUAL EN POBLACIONES

CELULARES HEMATOPOYETICAS.

El primer objetivo de esta memoria ha sido cuantificar
el dafio hematopoyético residual, manifestado a través de
alteraciones en el nimero de células correspondientes a los
distintos compartimentos hematopoyéticos después de una

irradiacidén subletal con 5 Gy.

Tal como ha sido anteriormente descrito, el daho
hematopoyético producido por la radiacidén se manifiesta en
una reduccidén temprana en el tamafic de los compartimentos
proliferativos. Como consecuencia de este dafio, las células
madre hematopoyéticas supervivientes, aumentan el indice
proliferativo para reconstituir el sistema hematopoyético
(Lajtha,1982), de tal manera, que el nimerc de células en
sangre periférica alcanza valores normales transcurrido un
tiempo después de la irradiacién proximo al mes (Hendry y
col,1984; Testa y co0l,1985; Xu y col,1986). Sin embargo,
numerosos estudios en pacientes Yy en sistemas
experimentales, muestran la evidencia de un dafio residual
en la poblacién de precursores hematopoyéticos después de
un tratamiento citotéxico (Testa y col.,1985). Asi, se han
descrito deficiencias en el nimero y en la capacidad de
automantenimiento de células madre hematopoyéticas (CFU-S),
en el nimero de precursores (CFC-GM) y en el estado
proliferativo de ambos tipos celulares después de una

irradiacién (Testa y col,1985; Tejero y col,1988). Un hecho
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comlin en estos estudios es que el dafic es permanente y se

mantiene a lo largoc del tiempo (Testa y col,1985).

Nuestros resultados sobre el estado del sistema
hematopoyético después de una irradiacién con 5 Gy
muestran, respecto a los parametros determinados en sangre
periférica (hematocrito y células nucleadas) y nlimero total
de células nucleadas/femur, la existencia de una
recuperacidn total, 1 mes después de la irradiacién (Tabla

1).

Este resultado estd de acuerdo con la recuperacién
descrita en ratones tratados con dosis y protocolos de
irradiacién comprendidos entre 1,5 y 5 Gy (Necas y Znojil,
1988; Xu y col.,1983; Schofield y Dexter,1981). Esta
recuperacién se produce también en diversos modelos
experimentales con drogas citotéxicas (Xu y col,1986).
Otros resultados han mostrado que, en tiempos mas tempranos
se evidencia una recuperacidén exponencial de la lesién

producida por la irradiacién (Grande y col.,1990).

En relacién con la edad del animal, tanto en control
como en irradiado, podemos indicar una tendencia a aumentar
el numero de células nucleadas por fémur desde las 12
semanas hasta las 48 semanas de edad y una tendencia a
disminuir el nimero de células nucleadas en sangre
periférica. Estos resultados coinciden con los descritos
por Tsuboli y col., (1991) en ratones SAM-~P, los cuales

presentan el proceso de envejecimiento acelerado.
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Como se observa en la tabla 1, existe una disminucién
en el nlimero de precursores CFC-GM después de una dosis
subletal de rayos X (5 Gy), que se mantiene a lco largo de
un afio postirradiacién. Esta disminucién es similar al
descenso descrito a lo largo de 10 meses después del
tratamiento en el nimero de precursores CFC-GM de la cepa
BgD,F; de ratdén, irradiado con dosis repetidas de 4,5 Gy de
rayos X (Tejero y col,1988). También, se ha observado en
modelos experimentales en los que los animales han sido
tratadoé con las dosis maximas toleradas de las drogas
citotdéxicas BCNU (bis-cloroetil nitrosourea) y
ciclofosfamida, a 1lo largo de 8 meses después del
tratamiento (Xu y col,1986). Para estas mismas drogas es
conocido el dafio hematopoyético residual que producen no
s6lo en el nimero de precursores CFC-GM sino también en la
capacidad de automantenimiento de la célula madre (CFU-S)

{(Testa y col.,1989).

Reducciones similares, se han descrito en el nimero
de otros precursores de la linea mieloide como CFU~E y BFU-
E (Testa y col.,1985) y para el precursor de la linea

linfoide (CFC-BL) (Hendry y col,1984).

Los resultados presentados en este apartado, sobre la
medida de diferentes parametros celulares de la médula ésea
y sangre periférica de ratédn, nos indican que, tras una
irradiacidén con 5 Gy, la médula manifiesta un dafioc residual
en la poblacién de precursores mieloides CFC-GM, dque se

mantiene al menos un afio después de la irradiacidn. Sin
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embargo y dado que el nimero de células nucleadas en sangre
periférica y en médula se recupera, podemos considerar que,
en analogia a lo descrito con otras dosis, tipos de
irradiacién y cepas de ratones (Hendry y col.,1984; Tejero
y col.,1988; Testa y col.,1989) la poblacidn de precursores
hematopoyéticos queda sometida a mecanismos compensatorios
de regulacién (aumento en el nimerc de divisiones,
incrementos en el nilmero de precursores en fase de
sintesis) dirigidos a neutralizar el dafio hematopoyético

residual.

En el siguiente apartado, se analiza en qué medida
este cambio en la requlacién afecta al conjunto de las

células hematopoyéticas que componen la médula Osea.

IV.2.- ESTUDIO DE LA FUNCION Y METABOLISMO EN CELULAS DE

MEDULA OBEA.

IV.2.1.- Unién de transferrina a células de médula

dsea

Dado que la expresidn del receptor de transferrina
esti asociada a la proliferacién del sistema hematopoyético
(Ho y co0l,1989). El estudio de las alteraciones inducidas
en este pardmetro nos indicard la existencia de posibles
cambios en la cinética del compartimento de proliferacién

y trénsito, mayoritario en la médula bdsea.

La transferrina y la lactoferrina, proteinas capaces
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de unir Fe*3, han sido descritas come antioxidantes en el
organismo. Esta caracteristica deriva de su capacidad de
resistir el ataque oxidativo producido por agentes
oxidantes { HOCl, H,0, y perdxidos orgdnicos) y de 1la

capacidad que poseen de reaccionar con el Fe*3

y asi
impedir las reacciones de radicales libres que dependen de
este elemento (Halliwell y col,1988). Por ello, la molécula
de transferrina puede proteger a la célula del ataque de

los radicales libres producidos tras la irradiacioén.

Como se observa en la figura 1, la representacidn de
Scatchard de los valores de unién especifica se ajusta a
una linea recta. Este patrén de comportamiento es comin
para todos los tiempos postirradiacién estudiados, tanto
en controles como en células procedentes de animales
tratados. Este tipo de ajuste, indica la presencia de un
Gnico sitio de unidn para los receptores de Tf en células

de médula de ratdn.

Los valores de Ka obtenidos por nosotros (tabla 2)
guardan similitud con los valores descritos para los sitios
de unidén de alta afinidad en células de médula Ssea de rata
en donde se han descrito dos sitios de unidn, uno de alta

afinidad y otro de baja afinidad (Mendieta, J.,1990).

Por otro lado, los valores de Bmax (tabla 2) en
células de médula ébésea de ratdn, tanto controles como
tratados, son inferiores a los descritos para cé&lulas de

la linea eritroide de ratén (Nunez y co0l.,1977). Esta
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diferencia en los valores de Bmax, puede ser atribuida al
elevado nimero de receptores de transferrina que necesita
la linea eritroide, dado su papel esencial en la sintesis
de Hb. Ademas, el nimero de receptores por célula tanto en
el control como en el irradiado es 3,6 veces inferior al

descrito para células de médula de rata (Mendieta, J,1990).

Estos resultados estan de acuerdo con los descritos
para células eritroides de higado fetal de ratdn y para las
células eritroides de rata, en donde los valores de Bmax
asi como el namero de recptores por célula es bajo

(Iacopetta y co0l.,1982).

Un aumento en el nimero de receptores de Tf se ha
descrito en eritroblastos de pacientes anémicos que no han
sido tratados con hierro, mientras que, el nimero de éstos
no cambia si a los pacientes se les administra hierro
(Muta y col.,1987), lo que sugiere que la expresién del
receptor de transferrina estd sometido a un proceso de
"down regulation". En nuestro caso, y dado gue no se
modifica el nimero de receptores en las células de animales
tratados, podemos afirmar que, después de la irradiacién
no se altera la regulacién de la expresién de este

receptor.

En resumen, los resultados obtenidos indicados en la
Tabla 2, muestran queé no se producen modificaciones
significativas en la Bmax y Ka en la médula &sea de

animales que expresan dafio residual y por tanto no hay
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cambios a través del receptor de transferrina en la

incorporacién de Fe'3.

IV.2.2.- Actividad de HK, PFK y PK en células de médula

Ssea

Como ya hemos indicado en el apartado I.2.4, la ruta
metabdlica fundamental de la mayoria de los tejidos de
mamiferos es la glicolisis. Esta ruta adquiere especial
importancia en las células de médula ésea, en virtud de las

caracteristicas de proliferacién de este tejido.

La medida de los niveles de actividad enzimatica de
HK, PFK y PK en células hematopoyéticas indican gque en el
nuevo estado estaciocnario que se alcanza después de la
irradiacién, no se observan alteraciones significativas en
dichos niveles. Tan s6lo podemos destacar una disminucidn
significativa en la actividad PK 1 mes después de la

irradiacisén.

La disminucién de la actividad PK observada a un mes
postirradiacién podria ser un reflejo indirecto del efecto
de las radiacjones ionizantes sobre el estroma
hematopoyético. Como es sabido, el estroma regula 1la
hematopoyesis a través de mecanismos complejos que podrian
ser los responsables de alteraciones en el metabolismo
celular, que se traducirian en modificaciones de algunas

actividades enzimaticas.
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La HK, PFK y 1la PK, enzimas limitantes de la
glicolisis en la mayoria de los tejidos de mamiferos,
tienen un comportamiento regulador complejo a causa de la
gran variedad de factores que intervienen en él, asi como
por los numerosos mecanismos de control a las que estan

sometidos (Bloxham y Lardy,1973).

En relacién a las determinaciones realizadas a lo
large del periodo estudiado, hay que considerar el hecho
de gue inmediatamente después de la irradiacién hay una
depleccidn, primero de precursores hematopoyéticos y luego
de <células nucleadas que se recuperan al mes
postirradiaicén (tabla 1). El1 nGmero de precursores
hematopoyéticos se estabiliza en niveles subéptimos
comprendidos entre un 40% y un 50%. A partir de este
momento los precursores adgueririan una mayor capacidad
proliferativa, incrementando su porcentaje en fase de
sintesis a lo largo de la vida del animal (Tejero y
col.,1988), lo que implicaria, que en estas células haya
un incremento en las necesidades energéticas (Vora,1983;
Oskam y col.,1985). La complejidad de la médula &sea, en
la que tan sdélo un 3% son precursores hematopoyéticos,
justifica que tal incremento energético no se vea reflejado
en aumentos globales de la actividad HK, PFK y PK a largos
tiempos postirradiacién. Estos resultados, junto a los
obtenidos en el apartado anterior, ponen de manifiesto que
en la poblacidén mayoritaria de este tejido, células de
proliferacidén y tréansito, no se produzcan modificaciones

de caracter residual como consecuencia de una irradiacidén
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subletal.

Los valores absolutos de actividad HK, PFK y PK
obtenidos en células de médula 6sea, tanto de animal
control como irradiado son del mismo orden de magnitud a
los descritos en diversas 1lineas celulares. Asi, la
actividad HK guarda similitud con la descrita en la linea
celular H-EP-2 derivada de un carcinoma de laringe y con
la linea MRC5 derivada de fibroblastos normales. Los
niveles de actividad PFK son similares a los descritos en
la linea supresora ESH-P6 y las lineas celulares normales
rcc 1-3 y rec 1-4, Y la actividad PK guarda relacién con
la encontrada en la linea celular ESH P-6 designada como

linea supresiva (Board y col.,1990)

En otro contexto, resulta interesante destacar que,
a lo largo del periodo analizado, en los animales
irradiados, no se han observado alteraciones morfoldgicas
en las poblaciones celulares ocbjeto de estudio. Asi mismo,
no se han detectado mortalidad temprana ni inducién de
neoplasias tardias. Estos datos junto con el hecho de que
los niveles de actividad PK esten dentro de los margenes
dados por Board y col., 1990, seqgin los cuales pertenecerian
al grupo de células metabdlicamente normales, nos permite
corroborar la ausencia de un nGmero significativo de
células con potencial tumorigénico, come consecuencia de

la irradiacién administrada.
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IV.3.- ESTUDIO DE LA FUNCION Y METABOLISMO DE ERITROCITOS

Aunque la recuperacién del sistema hematopoyético
después de la irradiacidn es total, en lo que al ntGmero de
células en sangre periférica se refiere (III.1), pueden
producirse alteraciones en la funcién o en el metabolismo
de estas células. Asi, se han descrito cambios en los
niveles de actividad de enzimas de diversas rutas
metabdélicas en eritrocitos <como consecuencia del

tratamiento citotéxico (Etiemble,1979; Jansen y col., 1985).

En relacién a la posible alteracidén de los niveles de
proteina, hemoglobina y 2,3-BPG (Tabla 3), nuestros
resultados indican que no existen diferencias entre los
animales control e irradiados a lo largo del periodo

estudiado.

Los niveles de Hb encontrados por nosotros en los
eritrocitos de ratén F1(C57 Bl/BalbC), tanto de animal
control como irradiado, oscilaron en un rango comprendido
entre 7,8 y 9,7 mM (11,5 y 12,8 g/dl) (tabla 3}. Estos
valores son equivalentes a los descritos para otras cepas
de ratdén (Crispens, 1975); y guardan una estrecha similitud
a los descritos en eritrocitos de conejo, los cuales son

del orden de 12,9 g/dl (Smith, 1990).

Los niveles de 2,3-BPG encontrados per nosotros, tanto
en animal control como en irradiado a diferentes tiempos

después de 1la irradiacién, oscilaron en unos valores
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comprendidos entre 6,8 y 8,2 mmoles/l. Estos valores,
guardan similitud con los niveles descritos en eritrocitos
de diversas especies de mamiferos. Asi, en humanos, rata
y conejo, los niveles de 2,3 BPG se encuentran comprendidos
entre 3-12 mmol/l (Sasaki y «col.,1982; 1Isaaks Yy

Harkenss, 1983).

El hecho de que los niveles de 2,3 BPG en eritrocitos
de ratdn, sean equimoleculares con los niveles de Hb (tabla
3), supone gue en el ratdn, al igual que sucede en los
eritrocitos de diversas especies de mamiferos, el
metabolito 2,3 BPG modula la liberacién del oxigeno de la
Hb; 1lo cual nos permite indicar que el mecanismoc de
oxigenacién de la Hb no estd afectado por 1la

irradiacién.

Dado que la vida media del eritrocito de ratén es
aproximadamente de 30 dias (Magnani y <¢o0l,1980), las
disminuciones observadas en los niveles de actividad HK y
PK (figuras 4 y 6 respectivamente) a los 3 meses después
de la irradiacidn, indican que é&sta anomalia metabdlica se
mantiene durante 3 periodos consecutivos de renovacién de
la poblacién eritroide, y por lo tanto, que la lesidn se
ha producido scobre alguno de sus progenitores o sobre otro
tipo celular de mas lenta renovacidn, tal vez el estroma

capaz de modular el metabolismo de estas células.

Los valores de actividad HK tanto en los controles

como en los tratados son aproximadamente 2 6rdenes de
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magnitud superiores a lo largo del periodo estudiado a los
descritos para la HK de eritrocitos de conejo, que
corresponde a la forma molecular Ia (Fornaini y col.,1982)
y es similar a la descrita para esta enzima en linfocitos
del mesentério y en las lineas celulares 2BITG y 2BI (Board

y cel.,19590).

La actividad PFK supera los valores control a los 6
meses después de la irradiacién (fig.5). Este incremento
aunque no reproducible para otros tiempos postirradiacidn,
estd de acuerdo con la recuperacién descrita para otras
enzimas glicoliticas como enolasa, aldolasa Yy
fosfogliceratoquinasa de eritrocitos de pacientes tratados
con quimioterapia durante un periodo de tiempo comprendido
entre 3 meses y 11 afios (Etiemble,1979; Jansen Yy
col.,1985). Por otro lado, hemos de indicar que, 1la
actividad PFK es similar a la encontrada por Board y
c0l.,1990 en la linea celular rcc-1 que posee una ligera

actividad tumorogénica.

Los niveles de actividad PK en eritrocitos de ratén
son 1,6 veces superiores a los encontrados en eritrocitos
de rata (Rodriguez,1988). Mientras dgque son 3,3 veces
superiores a los encontrados en eritrocitos humanos (Kahn
y Marie,1982). Asi mismo, también son similares a 1los
descritos en la linea hibrida derivada de keratinocitos

humanos denominada ESH P6 (Becard y col.,1990).

Del mismo modo gue indicadbamos para médula ésea y
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siguiendo los estudios realizados por Board y col (1990),
en los cuales clasifica a las células en tumorales 6 no
atendiendo a la actividad PK. Podemos afirmar gque los
valores de actividad enzimitica respecto a esta enzima,
obtenidos por nosotros tanto en eritrocitos de animal
control como tratado, nos permite clasificarlos como

pertenecientes al grupo de células normales.

De los resultados obtenidos para los niveles de
actividad enzimdtica de las 2 enzimas reguladoras de la
glicclisis, HK, PFK y PK en eritrocitos, podemos indicar
pues, que después de algunas alteraciones observadas
durante los 6 primeros meses postirradiacién, se produce
una normalizacién en los niveles de actividad de las
enzimas estudiadas. Esta recuperacién, descarta la
posibilidad de que las alteraciones se deban a
modificaciones producidas en el genoma de las células madre
hematopoyéticas que impliquen cambios moleculares de las

enzimas.

IV.4.- EBTUDIO DE LA FUNCION Y METABOLISMO DE GRANULOCITOS

Como pardmetro indicativo del posible dafio residual
inducido por la radiacidén sobre la funcién fisiolégica de
granulocitos, hemos determinado los niveles de 07,
generados por granulocitos obtenidos de animales

irradiados.

Diversos estudios realizados en animales de
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experimentacién sobre la funcionalidad de granulocitos, se
han 1llevado a cabo con células obtenidas de exudado
peritoneal (Udupa y Lipschitz,1987). La extravasacidn de
células hacia los tejidos o lugares de infeccién implica
una serie de cambios en diversos parédmetros de la
funcionalidad celular, entre ellos destacan las
modificaciones en 1los niveles de produccién de anién
superoéxido (Zimmerli y col.,1984; Donowitz y
Quesenberr,1986; y Z2inkl,1989). Con el fin de evitar estas
modificaciones, los resultados presentados en esta memoria
se han realizado con células obtenidas de sangre

periférica. Siendo los primeros descritos en ratones.

Por otro ladc, para evaluar el papel del estroma en
los cambios de funcionalidad de granulocitos observados en
sangre periférica, establecimos cultivos de larga duracién
de médula ésea y determinamos los niveles de 07, generados

por los granulocitos obtenidos en cultivo.

Numerosos estudios han indicado que, los granulocitos
obtenidos de cultive son morfolégica y funcionalmente
equivalentes a las células obtenidas de sangre periférica

(Dexter,1982; Udupa y Lipschitz,1987).

Discutiremos conjuntamente, los resultados obtenidos

en células de sangre periférica y en cultivo.

Antes de discutir el efecto residual producido como

consecuencia de la irradiaicén comentaremos los diferentes

147



valores de produccién de 07, de granulocitos de sangre
periférica y de cultivo (tabla 4, fig.8), estas diferencias
pueden explicarse considerando los distintos origenes de
granulocitos, independientemente de que, los granulocitos
obtenidos de cultivo de médula dsea son fisioldgicamente
equivalentes a las células de sangre periférica (Udupa y
Lipschitz,1987). Diferencias en los valores absoclutos de
produccidén de 07,, se han descrito no sdlo entre células de
la misma especie que difieren en su origen tisular (sangre
periférica o exudado peritoneal) sino también entre

especies distintas (Zimmerli y col.,b1984).

En la fig.8, podemos observar que existen diferencias
en la produccién de 07, con respecto a las semanas de
cultivo. Estos resultados coinciden con los descritos por
Meagher y col (1988), guienes también destacan diferencias
en la produccién de 07, de granulocitos segin las semanas
de cultivo. Asi mismo, los valores de produccién de 07,
encontrados por noscotros, son superiores a los descritos
por estos mismos autores en granulocitos humanos obtenidos
en cultivo. Este hecho puede deberse a las diferencias
observadas en la actividad NADPH-oxidasa de granulocitos

seqgin las especies (Meagher y col.,1988).

En relacién al efecto residual producido por 1la
radiacién, 1los niveles de O07, producidos por los
granulocitos de sangre periférica y por los granulocitos
obtenidos en cultive (tabla 4, figura B respectivamente)

indican que, en el caso de 1los animales previamente
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expuestos a 5 Gy, tanto los granulocitos de sangre
periférica como los obtenidas en cultivo, generan niveles
de 07, superiores a 1los respectivos controles. Estos
incrementos se observan a los 6 y 12 meses después de la
irradiacién. Este aumento en la produccidn de 07, observado
por nosotros resulta andlogo a los aumentos descritos en
diversas especies de animales y de humanos tratados con los
factores hr-GM-CSF y hr-G-CSF {(Sullivan y col,1989; Whetton
y Dexter,1989; Yuo y col,1990). Por tanto consideramos gque
este aumento pudiera indicar un mecanismo de preactivacién
realizado por los factores GM-CSF y G-CSF (Corey Yy
Rosoff,1989; Yuo y col.,1990). De hecho, ha sido descrito
que 1los factores GM-CSF y G-CSF pueden incrementar la
respuesta fagocitica preparande a la célula para responder
de una manera "extra" al estimulec recibido. Estos
mecanismos estén mediados por la presencia en la membrana
de los granulocitos de sitios de unidén especificos para
estos factores (Gough y Nicola,b1990; Nicola,1990; Oez y

col.,1990).

Los resultados obtenidos respecto al tiempo de
activacién (Tabla 4; Figura 9) indican que, los
granulocitos de sangre periférica y 1los granulocitos
obtenidos en cultivo a los 12 meses postirradiacién poseen
unos valores de tiempo de activacidén significativamente
superiores a los respectivos controles. Las diferencias de
este parametro podrian indicar modificaciones en el

mecanismo de activacidén de granulocitos.
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Las reacciones de fosforilacién mediadas por la PK-C,
son el eje central de la explosidén respiratoria (Hartfield
y Robinson,1990). Por lo que, las diferencias encontradas
en el tiempo de activacién podrian deberse a alteraciones
en el mecanismo de fosforilacién o a alteraciones en los
componentes de la PK-C. Investigaciones acerca del
mecanismo de la transmisidén de la sefial en estas células,
serdn objeto de estudio por nuestro grupo de investigaciédn

en un futuro préximo.

Como ha sido indicado en esta memoria, la explosidn
respiratoria se caracteriza por un aumento en el consumo
de oxigeno y produccién de 07,, asi como por un incremento
en la velocidad glicolitica. Por ello, hemos determinado
la actividad de 1las tres enzimas reguladoras de 1la

glicolisis en granulocitos de LTBMC.

Como se desprende de las figuras 10, 11 y 12; los
niveles de actividad HK, PFK y PK de granulocitos obtenidos
del cultivo de médula &sea procedentes de animales
irradiados son significativamente superiores en general,
a los niveles de actividad enzimatica de las células

control.

El aumento generalizado en los niveles de actividad
de estas enzimas en granulocitos, puede estar asociado al
incremento en la capacidad de generar anidén superdéxido que
presentan estas mismas células. El aumento de actividad HK

implica un incremento en los niveles de G6P necesarios para

150



seqguir la ruta de las pentosas fosfato y obtener NADPH
necesario para la actividad del sistema oxidasa responsable

de la produccidén de anidn superdxido.

Por otro lado, y en base a la hipdétesis planteada
sobre la implicacién de CSFs en la preactivacién de
granulocitos correspondientes a animales que expresan dafio
residual radioinducido, se ha descrito por otros autores
que ciertos CSFs son capaces de provocar un aumento en el
transporte de glucosa. Asi, el mantenimiento de 1la
viabilidad de las células de la serie mieloide, radica en
la capacidad que presentan los factores hematopoyéticos
para mantener niveles intracelulares de ATP &ptimos, a
través de incrementar el transporte de glucosa (Whetton y
Dexter, 1983; Silberstein y col.,1989; Whetton, A., 1990).
Por ejemplo, en la linea celular FDC-P, precursora de
granulocitos se ha descrito un aumento en el consumo de
glucosa asociado a 1la presencia de IL-3 (Whetton vy

col.,1985).

Un aumento en el transporte de glucosa intracelular
podria suponer una mayor actividad en las enzimas claves

de la glicolisis, para mantener la regulacidén de la ruta.

Por lo tanto, el incremento observado por nosotros,
en los niveles de actividad HK, PFK y PK de granulocitos
a distintos tiempos después de la irradiacién, podria estar
asociado a un aumento en el transporte de glucosa en estas

células debido a la presencia de factores liberados tras
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la irradiacién.

Con el fin de comprobar, si el aumento cuantitativo
observado en las proteinas de granulocitos (tabla 4,
fig.13) podria corresponder a un aumento en la expresidn
de las proteinas implicadas en la produccién de 07, y en la

glicolisis, realizamos una electroforesis bidimensional.

La fig.14 A y B indica que no hay modificaciones en
el Pm y en la carga de las proteinas gue aparecen en 1los
geles y concretamente, en la zona de Pm ( 43 103 a 104 10°
D} correspondiente a las enzimas glicoliticas y las

implicadas en el sistema oxidasa.

Este resultado nos permite afirmar que, como
consecuencia de la irradiacién no se ha producido una
expresién diferencial de proteinas ni se han modificado los
parametros de Pm y carga de las mismas. Por otro lado,
considerando que la cantidad de proteina cargada en ambos
geles procedia de la mitad de células en el animal
irradiado, podemos seflalar que a los 6 meses después de la
irradiacidén, se produce una expresién incrementada en todas

las proteinas de la célula.

Estos incrementos en los niveles de proteinas de
granulocitos de sangre periférica y de células obtenidas
en cultivo (tabla 4, fig. 13), podrian deberse a la
presencia de un exceso de CSFs. Como ha sido indicado, el

estroma hematopoyético es el encargado de liberar factores
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que regulan la hematopoyesis y concretamente, se ha
descrito que el factor GM-CSF induce la transcripcién y
sintesis de proteinas (Horiguchi y col.,1987; Cannistra y

col.,1988).

En resumen, los resultados presentados en este
apartado, en cuanto a los niveles de produccién de 07,,
tiempo de activacién, niveles de actividad enzimatica y
proteinas a distintos tiempos después de la irradiacidn,
nos permiten plantear que, los aumentos encontrados en
estos parametros son reflejo de un dafic residual en el
sistema hematopoyétice en el cual, el estroma
hematopoyético podria ejercer un papel primordial mediante

la produccién de CSFs.

IV.5.- IMPLICACIONES DEL. ESTROMA EN LA HEMATOPOYESIS DEL

RATON

Si bién, los mecanismos responsables del dafio residual
no son del todo conocidos, ha sido ampliamente indicado en
la literatura que el estroma hematopoyético tiene un papel
fundamental en el desarrollo de este tipo de dafio
(Hendry, 1985; Testa y col.,1985; Bierkens y col.,1989;

Bierkens y col.,1991).

Una de las manifestaciones del dafio consiste en 1la
lesién proliferativa de las células del estroma gue se
expresa por la formacidén de capas adherentes subconfluentes

y consecuentemente en una disminucién en el nimero de
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nichos hematopoyéticos activos (figs. 15 y 16). Esta
disminucién se observa a los 6 y 12 meses después de la
irradiacién. Concomitante a esta reduccién, existe una
menor liberacién de células al sobrenadante en los cultivos
de animales irradiados (fig.17) que, también se observa a
los 6 y 12 meses después de 1la irradiacién. Estos
resultados nos permiten afirmar que existe un dafio en el
estroma de médula 6sea de ratdn, gque no se recupera a los
6 meses y que se sigue manifestando a los 12 meses después
de la misma. Esta lesién del microambiente hematopoyético
probablemente esté implicada en la depleccibén persistente
de precursores hematopoyéticos, caracteristica de 1los

animales irradiados (tabla 1).

Efectos similares han sido descritos en la literatura,
asi Quesenberry y col (1984) ha descrito una reduccidn en
el nGmero de células liberadas al sobrenadante tras la
irradiacién de la capa adherente con dosis de 9-9.5 Gy a
la 43 semana de cultivo. Dosis de 9.5 Gy de irradiacién
total del animal producen una reducciédn de un 80% en la
celularidad del estroma, que se mantiene a los 18 meses
después del tratamiento; y dosis de 7 Gy y superiores
provocan un dafio en el estroma que no se recupera a los 6
meses después de la irradiaciédn (Chamberlain y col., 1979;

Wilson y col., 1974; Fried y col., 1976).

La respuesta de las células del estroma a 1la
irradiacidédn es muy variable, depende de la cepa del animal,

de la dosis y de la tasa de dosis aplicada.
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Por otro lado, a causa de la baja capacidad de
recambio de estas células, los tiempos en los cuales se
expresa y regenera el dafio producido tras la irradiacién
son en general elevados. La dosis maxima de irradiacidn que
permite la recuperacién del estroma depende de la cepa del
ratén, de la dosis y de la tasa de dosis aplicada
(Bierckens y co0l,1989). Nuestros resultados sefialan que,
la irradiacién global y aguda del ratdn con 5 Gy, dafia el
estroma hematopoyético y éste no se recupera a lo largo de

un afic después de la irradiacién.

Con el fin de comprcbar la implicacién de los CSFs en
el desarrollo del dafic hematopoyético residual observado,
determinamos la presencia de CSFs, en los sobrenadantes de
los cultivos establecidos con animales irradiados, a través
de ensayos clonales de CFC-GM. Como se observa en la Figura
18, los sobrenadantes a distintas concentraciones, 12 meses
después de la irradiacidn, son capaces de estimular la
proliferacién del precursor CFC-GM. El analisis morfoldgico
de las colonias 1indicé que estaban formadas por
granulocitos y macrdéfagos, lo cual nos permite apuntar la
posibilidad de que factores con rango de accién sobre el
precursor CFC-GM sean 1lo0s liberados por las células del

estroma tr&as la irradiacién.

Finalmente, y para corroborar que los factores
liberados por el estroma hematopoyéticoe son 1los
responsables de la activacién de la capacidad fagocitica

de los granulocitos, realizamos los experimentos gque se
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representan en la fig.19, en donde se observa que, los
sobrenadantes de LTBMC de animales irradiados son capaces
de aumentar los niveles de produccién de 07, de células
contrel al ser incubados 3 h a 379C con ellos. Este
resultado demuestra la hipdtesis descrita en esta memoria
seglin la cual, los responsables del incremento en la
produccidén de 07, son factores hematopoyéticos liberados

por el estroma tr&s la irradiacién.

Los resultados expuestos en esta memoria ponen de
manifiesto la existencia de una relacidén entre dafio
residual en el estroma, activacidn en la funcionalidad de
células maduras y alteraciones en el compartimento de
precursores y, hos permiten establecer una sucesién de
acontecimientos en la hematopoyesis del ratdén tras 1la
irradiacidén. Estos consisten en una depleccién de
precursores hematopoyéticos y posterior caida de células
maduras, si bién el sindrome se corrige en un periodo
préximo a un mes (tabla 1). Por otro lado, la irradiacidn
produce una lesién del estroma que impide mantener una
hematopoyesis normal (figs. 15, 16 y 17). Nuestros
resultados sugieren gue el estroma responde mediante la
liberacién de un exceso de CSFs que serian la causa directa
del incremente en 1la capacidad proliferativa de los

precursores y fagocitica de los granulocitos.
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V.= CONCLUSIOMNES

Del conjunto de los resultados aportados en esta
memoria, podemos concluir que:

La irradiacién total del cuerpo, con dosis tnica de
5 Gy produce un dafic residual en el compartimento de
precursores comprometidos con la serie granulomacrofégica
de ratén que se manifiesta al menos durante un afio
postirradiacién. La poblacién de células de médula &6sea no
manifiesta modificaciones respecto a la incorporacidén del
hierro a través del receptor de transferrina. Las enzimas
glicoliticas se encuentran recuperadas a partir de los 3
meses.

En la linea eritroide, la irradiacién no produce
alteraciones en los mecanismos responsables de 1la
oxigenacién de la Hb. De manera paralela la actividad
glicolitica del eritrocito se recupera completamente al afio
postirradiacidn.

Las modificaciones funcionales observadas tanto en
granulocitos como en el estroma hematopoyético, nos
permiten concluir que las radiaciones ionizantes producen
un dafic residual que se manifiesta en una extraproduccién
de factores hematopoyéticos con caracteristicas de GM-CSF.
Estos factores son los responsables de incrementar la
capacidad de producir anidén superdxido por los granulocitos
maduros. El incremento en la sintesis de proteinas podria
ser una consecuencia de la accidén de estos factores. El
aumentoc de las actividades glicoliticas en estas células
permite el incremento de la respuesta fagocitica ante un
estinmulo.

La aportacién de este trabajo, es la constatacién de
que como consecuencia de la irradiacién se liberan CSFs
que, no sbéle actdan en el compartimento de precursores
comprometidos sinc también en el de células maduras. Este
hecho se postula como un mecanismo compensatorio para
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responder a procesos infecciosos por parte de un organismo
cuya capacidad de respuesta esta disminuida al encontrarse
reducido el tamafio del compartimento de precursores

hematopoyéticos.
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