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RESUM

La toxicitat hematologica és l'efecte toxic agut que limita la utilizacio de
tractaments citotoxics agressius. Els autors analitzen els efectes de lirra-
diaci¢ corporal total (ICT) en un model muri, amb 'objectiu d'establir la cor-
ba de morlalitat secundaria a I''CT per mort hematologica, la seva variacié
en refacio a la taxa de dosi amb que s'administra el tractament i 'eficacia
del factor estimulant del creixement cel-lular G-CSF en el rescat dels ani-
mals exposats a una dosi letal 95%. Els resultats de l'estudi mostren que
les tecniques d'irradiacio habilitades tenen un error de +1%, que la dismi-
nucio de la taxa de dosi de 50 a 1 cGy/min fa augmentar la DL, de 948
(938-959) cGy a 1280 (1266-1294) cGy i que la major eficacia deff ctor G-
CSF sobte quan s'administra a la dosi de 1 mg/kg durant les primeres 24
hores que segueixen a !expos:c:o a les radiacions.

PARAULES CLAU:
Irradiacio corporal total, ratoli, dosi letal, taxa dosi, factor de creixement cellular,
G-CSF

INTRODUCCIO

El teixit hematopoétic és l'origen de per tant disminueix les possibilitats de
la major part de la toxicitat aguda, se- guariment d'un gran nombre de ma-
cundaria a l'administracio de tracta- falts (1,2,3).
ment citolitics sistémics. Aixd implica Les raons bioldgiques gue sustenten
una important limitacié a I'hora de fer la gran sensibilitat d’agquest teixit als
tractaments antineopiastics agressius, i tractaments citotoxics es troben en la
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seva intensa activitat proliferativa i es-
peciaiment en la seva limitada capaci-
tat per a reparar el dany subletal
4,5,6,7).

Un major coneixement dels meca-
nismes de compensacid-reparacid
d’aquest teixit, podria comportar mo-
dificacions en les pautes de tractament
amb implicacions terapéutiques d'inte-
rés,

La cooperacié ja existent en I'ambit
clinic, entre els equips de Radioterapia
de I'Hospital de I'Esperancga i els de
Recerca Biologica, abans de I’Hospital
de Sant Pau i en I'actualitat de I'Hospi-
tal Duran i Reynals, ens varen perme-
tre obtindre un ajut econdomic del FiSS
i d’AMYS per a iniciar un programa de
recerca en animals de laboratori. La
seva finalitat era comprovar Yefecte de
la irradiacié corporal total {ICT) sobre
el sistema immunopoétic i I'accié dels
anomenats factors de creixement
celllular, com a tractament de rescat
en animals exposats a una dosi letal
d’irradiacid.

A continuacio exposem els resultats
cbtinguts en els tres ambits estudiats:
analisi de les técnigues de tractament
dels animals; efectes de I'ICT en el sis-
tema hemopoétic; i eficacia del factor
G-CSF en la recuperacié hematologica
delfs animals irradiats.

TECNIQUES D’IRRADIACIO

Els problemes técnics que s'havien
de resoldre per irradiar els animals de
laboratori consistien en: com tractar al
mateix temps un nombre considerable
de ratolins {entre 25 i 30}, aconseguir
que el repartiment de la dosi fos ho-
mogeni entre els animals, indepen-
dentment de la seva posicid respecte a
I'eix; comprovar si el repartiment de la
dosi en cada animal era acceptable, és
a dir, que no hi haguessin diferéncies
substancials entre la dosi absorbida en
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el cap i a ¥abdomen de cada animal; i
finalment, que la irradiacid no blogue-
gés la unitat de tractament durant mas-
sa estona per no destorbar Iassistencia
dels malalts.

Finalment, i com a conseqiéncia de
les mesures practicades per a cada
una de les técniques propostes, varem
decidir acceptar dues modalitats d'irra-
diacié: per les taxes de dosi “altes”
(10-50 c¢Gy/min} els ratolins es tracta-
rien en grups de 25 animals, disposats
en unes capses de fusta compartimen-
tades, per un sol camp, i 2 una distan-
cia focus-pla mig dels animals de 100
c¢m. En aquestes condicions, per cada
serie d’experiéncies, es poden tractar
els grups de forma successiva amb
unes diferéncies maximes entre la dosi
calculada i la rebuda inferior a £1%.

Per les taxes de dosi “baixes” (1-5
¢Gy/min) varem habhilitar una técnica
a 350 cm de distancia, que permetia e!
tractament de guatre capses de 25 ra-
tofins cadascuna al mateix temps. Do-
nat que en aquestes condicions el re-
partiment de la dosi no era 6ptim, va-
rem habilitar una seqiiéncia de pauses
i rotacions de les capses gue aconse-
guia, novament, una bona homogenei-
tat, amb un error inferior al +1%.

EXPERIENCIES DE RADIOBIOLOGIA

El primer pas va consistir en determi-
nar, per la soca de ratoli objecte de la
nostra experiéncia, quina era la corba
de mortalitat en relacié a la dosi d'ICT
administrada i, com a conseqiiéncia
de la seva obtencid, coneixer la dosi
letal 50% (DLgg) per mort hematologi-
ca, és a dir, la mortalitat observada du-
rant el periode (7-30 dies) que segueix
a l'exposicid.

Amb aguesta finalitat varem utilitzay
125 ratolins femella, de la soca B,D,F,
de 8 setmanes d’'edat i un pes mig de
20 g, que varen ésser estabulats a la



unitat corresponent de I'Hospital de
Sant Pau. Transcarreguda una setmana
d’aclimatacié i quarentena, els ratolins
varen ésser agrupats en lots de 25 ani-
mals cadascun, transportats al Servei
de Radioterapia de I'Hospital de I'Es-
peranga, i irradiats amb una font de
Co-60 i una taxa de dosi de 50 ¢Gy/
min, fins a les dosis totals segiients:
900-925-950-975 i 1.000 ¢Gy. A conti-
nuacid varen ésser transportats de nou
a l'estabulari, on varen romandre du-
rant tot el periode d'observacis, en
una habitacié csteéril (aire filtrat) amb
pinso estéril | aigua que contenia cotri-
moxazol | neomicinag sense limita-
cions.

Durant el periode d’observacid es
varen comptabilitzar les morts esde-

vingudes en cada grup. Les dades ob-
tingudes varen ésser tractades estadfs-
ticament pel métode de Litchfield-wil-
coxon per la determinacid de la DL, i
construccid de la corba de mortalitat.

Els resultats obtinguts amb el méto-
de exposat es recullen en laTaula lila
Figura 1. Com es pot veure, per aques-
ta soca de ratoli i en les nostres condi-
cions d’experimentacio, la DLgy,5, per
una taxa de dosi de 50 ¢cGy/min és de
948 ¢Gy (938-959).

A continuacid, varem determinar la
variaci¢ de la DLy, en relacié a la
disminucio de la taxa de dosi amb que
s‘administra '}/CT. Amb les mateixes
condicions: tipus de ratoli, estabulacié
i irradiacié, es varen tractar els ani-
mals, agrupats tal com ¢s recull en la
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Corba de mortalitat hematoldgica obtinguda am

de 50 cGy/min.
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TAULA |. MORTALITAT EXPERIMENTAL | TEORICAPER A

LA TAXA DE DOSI DE 50 cGy/min.

MORTALITAT LITCHFIELD-

DOSI (n) | EXPERIMENTAL | WILCOXON
900 cGy 25 8,0 % 6.7%
925 cQGy 24 20,8% 23,8%
950 cGy 24 58,3% 52,2%
875 cQy 24 66,7% 78,9%
1000 cGy 25 96,0% 93,7%

TAULA Il. GRUPS PER A DETERMINAR

LA VARIACIO DE LA DL svar
TAXA GRUPS (n)
50 cGy/min 5 122
TAULA L. VARIA}DIO DE LA DL soa0 EN

FUNCIO DE LA TAXA DE DOSI.

10 cGy/min 4 99
TAXA DL INTERVAL

4 cGy/min 6 149

48,5 cGy/min 8948 938-959

1,5 cGy/min 5 124
10,4 cGy/min 1024 1008-1041
4,2 cGy/min 1084 1053-1116
1,6 ¢Gy/min 1280 1266-1294
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VARIACIO DE LA DLy,

AMB LA TAXA DE DOSI
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Figura 2

Desplagament vers la dreta de les corbes de mortalitat hematologica a mesura que la taxa de
dosi disminueix de 50 a 1 cGy/min.
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Figura 3

Corba que relaciona la variacid de la DLqy,,, amb la taxa de dosi.
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Taula Il per les quatre taxes de dosi es-
tudiades. Tal i com es pot veure en la
Taula I, la DLgg,5o augmenta a mesura
que la taxa de dosi emprada dismi-
nueix, i la corba de mortalitat obtingu-
da (Figura 2) es desplaca cap a la dre-
ta. En la Figura 3 es recull I'evolucio de
la DLsg,50 €n relacié a la taxa de dosi.

CAPACITAT DE RESCAT DE LA MORT
HEMATOLOGICA DEL FACTOR DE
CREIXEMENT CEL-LULAR G-CSF

Una vegada coneguda la sensibilitat
del teixit hemopoétic d’aquesta soca
de ratoli, a través de la corba de morta-
litat i de la seva variacié en funcio de
la taxa de dosi emprada, varem poder
iniciar la utilizacié de factors estimu-
lants de I'hemopoesi, amb [‘objectiu
de coneixer la seva capacitat de rescat
de la mort hematologica.

Els problemes plantejats eren fona-
mentalment dos: quina era la dosi més
eficac i quin era el moment d’adminis-
tracié optim en relacié a la irradiacié
de I'animal.

En base a les dades de la literatura i
al resultat de les experiéncies de tan-
teig realitzades, varem iniciar I'estudi
per a la determinacié de la dosi de G-
CSF optima,

Amb aguesta finalitat varem utilitzar

un total de 100 ratolins de la mateixa
soca, sexe, edat i pes mig que en expe-
riencies prévies, que varen ésser man-
tinguts en les mateixes condicions
d’estabulacié e irradiats amb la DL,
préviament determinada (1.000 cGy a
50 cGy/min). A continuacid varen és-
ser distribuits en cinc grups de 20 ani-
mals. El grup control va rebre sérum fi-
siologic. Els altres quatre, G-CSF per
via intraperitoneal a les dosi segiients:
0,25-0,50-1 i 2 mg/kg durant les tres
hores que varen seguir a la irradiacid.
Al igual que en les experiéncies pré-
vies, durant el periode d'observacid
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varem comptabilitzar les morts esde-
vingudes en cada grup, que ulterior-
ment varen ésser comparades utillit-
zant el métode de la chi al quadrat o
la prova de la probabilitat exacta de
Fisher quan fou necessari.

Tal com es pot comprovar en la Tau-
la 1V, quaisevol de les quatre dosi de
G-CSF emprades, rescata de la mort
hematologica un nombre significatiu

~d’animals respecte al grup control, Ara

bé, comparant I'eficacia de les dife-
rents dosis entre si, s'observa que {'ad-
ministracié¢ de dosis “altes” (1-2 mg/
Kg) rescata un nombre d’animals signi-
ficativament superior que les dosis
“baixes” (0,25-0,50 mg/Kg) (Taula V).
La conclusié obtinguda d’aguesta ex-
periéncia €s que 1a dosi de G-CSF opti-
ma és de 1 mg/Kg.

El seglient pas va ésser la determina-
cid de la seqliencia d’administracio
optima en relacié al moment de I'ICT.
Per eshrinar-ho, varem utilitzar 214 ra-
tolins de es mateixes caracteristiques i
en les mateixes condicions d’estabula-
cié i tractament que en experiéncies
prévies., Una vegada administrada
VICT amb la dosi letal 95% (1.000 Gy
a 50 cGy/min), els animals varen ésser
distribuits en 9 grups. Dos grups de
control varen rebre; I'un sérum fisiolo-
gic, I'altre 4,5x108 c¢él-lules mononu-
cleades hemopoétiques singénigues,
que per experiéncies prévies sabiem,
rescataven el 90% dels animals de la
mort hematologica radioinduida. Els
aitres 7 grups varen rebre la dosi de G-
CSF optima (1 mg/Kg de pes) per via
intraperitoneal amb els seglents inter-
vals després de I'/CT: 2 hores, 24 ho-
resials 2, 3,5, 7 69 dies. Al igual que
en les experiéncies prévies, durant el
periode d'observacié varem comptabi-
litzar les morts esdevingudes en cada
grup, que varen ésser comparades mit-
jangant els métodes estadistics esmen-



TAULA IV. SUPERVIVENCIA EN CADA GRUP.
DIFERENCIES RESPECTE AL CONTROL.

SIGNIFICACIO
GRUPS MORTS | VIUS RESPECTE AL
GRUP CONTROL
Grup control 18 2
0,25 mg/kg 11 9 p=0,01
0.50 mg/kg 9 11 p=0,002
1 mg/kg 4 16 p<0,0001
2 mg/kg 7 13 p<0,0001

TAULA V. SUPERVIVENCIES AGRUPANT DOSIS
BAIXES versus DOSIS ALTES DE G-CSF (p=0,03).

GRUPS MORTS vIiUS
DOSIS BAIXES
20 20
< 0,5 mg/kg
DOSIS ALTES
11 29
> 0,56 mg/kg
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tats.

Tal i com es recull en la Taula Vi en
la Figura 4, la superviveéncia, és a dir, el
nombre d’animals rescatats de la mort
hematologica, disminueix a mesura
que I'administracié del factor de crei-
xement s’allunya de I'lICT. Tan sols I'ad-
ministracié a les 2-24 i 48 hores resca-
ta un nombre significatiu d’animals res-
pecte al grup control (sérum fisiologic).
Ara bé, donada la diferéncia percen-
tual observada entre els grups de 2-24
hores i el de 48 hores, varem compa-
rar ambdés grups, per tal de saber si
les supervivéncies obtingudes eren di-
ferents. Tal com es pot veure en la Tau-
la VII, la diferencia percentual és esta-
disticament significativa, demostrant
que I'administracio del factor de crei-



DETERMINACIO DE LA SEQUENCIA
D'ADMINISTRACIO OPTIMA DE G-CSF
% SUPERVIVENCIA
100
80
50 H Dades experimentals
40 + Regressié logfstica
. [}
2 hores 24 hores 2 dies 35&3 5 dies 7 es 9dies_
TEMPS POST-ICT
Figura 4

Disminucié de I'eficacia de 1 mg/kg de G-CSF a mesura que la seva administracié s’allunya

de I'CT,

xement a les 48 hores rescata un me-
nor nombre d’animals que quan s'ad-
ministra a les 2 6 24 hores.

Finalment, varem comparar les su-
pervivencies obtingudes amb e! factor
G-CSF amb la propia de la infusié de
cél-lules hemopoétiques. Tal com es
recull en la Taula VIII, no hi ha diferén-
cies entre els dos grups. D'aquesta ex-
periéncia varem constatar que el mo-
ment d’administracié dptim de! factor
de creixement cel-lular es troba entre
les 2 i 24 hores post ICT, i que la seva
eficacia és comparable a l'obtinguda
quan s’administra un transplantament
de cél-lules hemopoetiques singéni-
ques.

110

DISCUSSIO

El teixit inmunopoétic és molt sensi-
ble als agents citotoxics sistémics, uti-
litzats en el tractament de! cancer.
Aquesta sensibilitat extrema comporta
una toxicitat aguda greu, que limita la
utilizacié d’aquests mitjans, i per tant
la seva eficacia (1,2,3).

Un major coneixement del mecanis-
me d‘accié d’aquests agents sobre el
teixit, aixi com una millora en els me-
canismes de recuperacié podrien
comportar un aveng terapéutic signifi-
catiu.

En I'ambit de la clinica, el trasplanta-
ment de moll d'es, 0 qualsevol de les
seves varietats amb precursors hemo-



TAULA VI. SUPERVIVENCIA EN CADA GRUP. DIFERENCIES
RESPECTE AL CONTROL (serum fisiologic).

SIGNIFICACIO
GRUPS (n) VIUS (%) RESPECTE AL
CONTROL
Grup control 61 7
2 hores 28 71 p<0,0001*
24 hores 26 69 p<0,0001*
2 dies 14 36 p=0,002
3 dies 27 11 p=0,492*
5 dies 14 14 p=0,385*
7 dies 14 0 p=0,429*
9 dies 15 20 p=0,158*

FIO\’E ae Ia pIOEBEIIItEE exdacla de Fisner

TAULA VII. SUPERVIVENCIA AMB G-CSF.
<24 versus 48 HORES (p=0,0165)",
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GRUPS {n) VIUS (%)
2-24 hores 54 70
48 hores 14 36




TAULA Viil. SUPERVIVENCIA AMB G-CSF {<24 i > 24 hores)
RESPECTE AL GRUP CONTROL {CHMS).

SIGNIFICACIO
GRUPS (n) VIUS (%) RESPECTE AL
CONTROL
Control CHMS 15 93
2-24 hores 54 70 p=0,0689*
> 24 hores 84 16 p<0,0001*

Prova de 1 probabllial exacia de FIsher.

poiétics, ha representat un aveng im-
portant (8}, Darrerament, la utilitzacié
dels anomenats factors estimulants del
creixement cellular o citoguines, esta
demostrant una gran eficacia com esti-
mulant de [’hemopoesi residual, en pa-
cients sotmesos a tractaments citotd-
xics agressius {(9,10).

Els objectius del projecte eren mylti-
ples. Es tractava d’aprofondir en
aquest camp de la biologia per extreu-
re conclusions d‘aplicacid clinica, es-
pecialment en I"ambit del rescat hema-
tologic en individus sotmesos a una
irradiacio de cos sencer, tal com es
practica en el tractament de ia leucé-
mia amb transplantament de medui-la
0ssia.

En aquests treballs hem exposat els
problemes que varem haver de resol-
dre i les solucions habilitades. In-
clouen, des de la posta a punt de les
tecnigques d’irradiacié més adients,
d’acord amb les nostres dispenibilitats,
fins eis resultats obtinguts amb el factor
de creixement cel-lular.

Les técniques d'irradiacio, una vega-
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da comprovada la seva exactitud i ho-
mogeneitat en el repartiment de la
dosi, han quedat estandaritzades i es
poden utilitzar, amb petites variants,
per altres tipus d’experiéncies. Unes
diferéncies de +1% entre les dosis cal-
culades i les mesurades és perfecta-
ment assumible (11,12). Els resultats
bioldgics  obtinguts  posteriorment,
confirmen que l'error esta dintre dels
marges de confianga.

Les experiéncies de radiobiologia
eren basiques abans d’iniciar la darre-
ra fase. Que I'efecte biologic de la ra-
diacié varia amb la taxa de dosi és un
fet conegut (13). Perd, les cél-lules he-
mopoétiques, sempre han estat cone-
gudes per la seva escassa capacitat per
recuperar ¢l dany subletal. En conse-
glieéncia, era previsible una escassa
modificacié de la mortalitat amb la va-
riacié de la taxa de dosi (14). No obs-
tant, tal i com s’ha pogut veure en els
resultats, la DL varia amb un factor
de 1,35 quan passem d'una taxa de
dosi de 50 ¢Gy/min a 1 cGy/min. La
corba obtinguda (Figura 3) ens permet



ajustar la dosi que hem d’administrar
per obtindre un 50% de supervivents
en funcié de qualsevol tasa de dosi dis-
ponible entre 1 i 50 cGy/min.

Una vegada conegut aguest extrem,
podem irradiar els animals amb una
gran fiabilitat respecte el nombre d'ani-
mals que moriran com a consequéncia
del tractament, i, per tant, aplicar els
factors de creixement com a mitja de
rescat hematologic.

En quan a l'aplicacio d'aquestes ci-
toquines, importava saber quina era la
dosi més adient i el moment dptim
d’administracié, per tal de rescatar els
animals mitjancant l'estimul de ['he-
mopoesi residual.

Els resultats indiquen que la dosi
més petita que rescata un major nom-
bre d’animals és de 1 mg/kg de pes, i
que el moment Gptim per la seva admi-
nistracid es troba durant les primeres
24 hores que segueixen la irradiacié.
El perqué l'eficacia del factor estimu-
lant disminueix a mesura que la seva
administracid s’allunya de la ICT és un
fet que estem explorant amb experién-
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rant les 24 hores que segueixen la irra-
diacid, rescata de la mort hematologi-
ca un nombre d’'animals comparable
al trasplantament de cél-lules hemo-
poetiques mononuclears singeniques.
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