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OBJETIVOS

Todo protocolo de irradiacion de sangre debe incluir indicadores de la calidad del
producto irradiado y aspectos técnicos del procedimiento, tales como reconstruccion de
dosis y descripcion del irradiador. De acuerdo a la norma ISO 9000 se define la calidad
como el grado en el que un conjunto de caracteristicas inherentes cumple con los requisitos.
Asi, los requisitos de calidad de la sangre irradiada para uso terapéutico dependen de su

estabilidad celular y de anaquel.
Objetivo General
Proponer el disefio de un protocolo de irradiacion de sangre humana para el GC- 220E.
Objetivos Especificos:

1. Establecer un manual técnico del procedimiento que contenga los aspectos técnicos
de la irradiacion y el calculo de dosis.

2. Estimar la estabilidad cuantitativa in vitro de linfocitos en las muestras por medio
de la citometria hematica (CH).

3. Observar los efectos morfoldgicos de destruccion leucocitaria radioinducidos a 0,
25 y 50Gy por medio de la tincion Giemsa.

4. Evaluar la expresion de marcadores moleculares en linfocitos para determinar la
evidencia de muerte celular en linfocitos, usando la técnica inmunohistoquimica
estreptavidina-biotina-adivina.

5. Determinar la estabilidad de anaquel de la sangre irradiada considerando la
concentracion de potasio sérico como indicador de deterioro celular en la reaccion

tetrafenilborato de sodio.



RESUMEN

La transfusion sanguinea es una necesidad permanente y por la frecuencia con la que se
practica es importante que deba garantizarse su seguridad para evitar los efectos colaterales.
Uno de ellos, dentro de la categoria de reacciones inmunoldgicas adversas, es la
enfermedad de injerto contra huésped post-transfusional (EICH-PT), que se desencadena
debido a la presencia de linfocitos viables del donador que proliferan en el huésped creando

una serie de eventos clinicos de gravedad variable, con altos indices de mortalidad.

La irradiacion y es la tnica técnica disponible capaz de prevenir la EICH-PT, sin embargo,
y dependiendo del tipo de irradiador usado, se ha revelado una amplia variacion en las dosis

utilizadas, indicadores clinicos y control de calidad.

El objetivo de este estudio fue proponer el disefio de un protocolo de irradiaciéon de sangre
humana para el GC-220E, que asegure la calidad y estabilidad de este producto para uso
terapéutico. La calidad se evalu6 mediante los cambios morfolégicos radioinducidos
usando la tincion Giemsa, y su relacion con la expresion del pS3 para apoptosis, asi como
las concentraciones de linfocitos por medio de la CH. Finalmente, se analiz6 su estabilidad
al almacén determinando las concentraciones de potasio sérico usando la reaccion

tetrafenilborato de sodio.

En nuestro resultados se puntualizan los pasos técnicos a seguir en el proceso de irradiacion
y calculo de dosis para el GC-220E. En el aspecto de calidad y estabilidad del producto
irradiado se encontrd que la radiacion y induce en los leucocitos al menos tres mecanismos
de destruccion morfologica: (1) pérdida de la integridad celular en linfocitos a dosis en el
rango de 3.21 a 10.29Gy; (2) fragmentacion leucocitaria entre los 20 y 50Gy en mayor
medida (3); y disociacion lobular en neutrofilos a dosis mayores de 50Gy. Estos cambios
morfologicos estuvieron acompafiados por un incremento progresivo en las concentraciones
de potasio sérico, reduciendo la vida de anaquel del producto irradiado a 48 horas a 4°C.
Finalmente se demostrd que la expresion del gen p53 aumenta con respecto a la dosis, lo
que indica que estas lesiones inducen la muerte celular por apoptosis en la totalidad de las

células linfocitarias a 25Gy.



1. INTRODUCCION

La enfermedad de injerto contra huésped post-transfusional (EICH-PT), asociada a una
alta moralidad de 80-90% (Ohto et al, 1996), consiste en un conjunto de manifestaciones
clinicas e histologicas provocadas por la reaccion de células linfocitarias
inmunocompetentes del tejido trasplantado (injerto) que interaccionan con tejidos de un

receptor inmunosuprimido (huésped), originando lesiones en el mismo (Jones et al, 1992).

La fisiopatogenia de esta enfermedad incluye la presentacion antigénica, la activacion de
los linfocitos T del injerto asi como proliferacion y diferenciacion de estas células
activadas. Cuando las células CD4+ y CD8+ ingresan al torrente sanguineo, interacttian con
las células presentadoras de antigeno; si existen diferencias en el complejo mayor de
histocompatibilidad las células del injerto proliferan atacando diversos Organos (piel,

higado y especialmente médula 6sea) del receptor (Parshuram et al., 2002).

Para prevenir esta enfermedad se recomienda la irradiacion de componentes sanguineos
(AABB, 1995; CSTM, 1997). Las guias existentes son limitadas y la mayoria de las
instituciones utilizan protocolos derivados de la experiencia local. Sin embargo todos
coinciden en un conjunto de recomendaciones encaminadas a describir el procedimiento y
el control de calidad utilizado (RLAPGIBP, 1993). Estas recomendaciones se basan en
describir la dosis de radiacion suministrada, los efectos en los componentes sanguineos y en

el irradiador utilizado (GGIBC, 2003).

En nuestra propuesta, el equipo utilizado para la irradiacion de sangre es el Gammacell 220
Excell (GC-220E) de MDS Nordion, por lo tanto iniciaremos con describir sus

caracteristicas.



2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1 El Irradiador: Gammacell 220 Excel

El Gammacell 220 Excel (GC-220E) de MDS Nordion es un irradiador gamma auténomo.
Se encuentra autoblindado y puede funcionar con seguridad por los operadores que han
recibido el entrenamiento apropiado como personal ocupacionalmente expuesto (POE). Los
sistemas de blindaje (con una gruesa capa de plomo) y de seguridad incorporados en la
unidad se disefiaron para proteger al usuario contra concentraciones dafinas de radiacion,
pues la exposicion a una fuente sin blindaje puede causar consecuencias serias a la salud o

incluso la muerte.

La unidad consiste en las fuentes anulares, incluidas permanentemente dentro de un
protector del plomo, de un cajén cilindrico que lleve muestras a y desde la posicion de la
irradiacion, y de un mecanismo de arrastre para mover el cajon hacia arriba o hacia abajo a
lo largo de la linea central vertical de la fuente. El compartimiento, contenido dentro del
cajon, puede acomodar muestras hasta aproximadamente 15cm de didmetro y 20cm en
altura. Contiene un tubo de acceso en la porcion superior del cajon un contador de tiempo
digital eléctricamente accionado que sefiala automaticamente la terminacion de la

irradiacion de la muestra.

El GC-220E pesa 3856kg desensamblado. El protector principal de blindaje contiene
aproximadamente 2.718kg de plomo y proporciona una proteccion cerca de 25.4cm de
grueso. Un agujero circular que funciona verticalmente a través del centro del protector
contiene el enchufe principal interno, al ensamblador de la jaula de la fuente, y al cajon
movil. La porcidén delantera se abre por dos puertas cada uno con bisagras a la porcion
posterior del collar. Una palanca detrds de la manija en la puerta a la derecha levanta un
cierre y permite que las puertas traslapadas sean abiertas. El acceso al compartimiento de la
muestra, a través de las puertas, es solamente posible con el enchufe superior blindado (fig.
1). El enchufe principal interno es un cilindro blindado con acero inoxidable que cabe en la

cabeza sobre la jaula de la fuente.



2.1.1 Fuente de Emision de Rayos Gamma

La caja de la fuente, situada en el centro principal blindado, estd ubicada directamente
debajo del enchufe principal interno. La caja de acero inoxidable contiene 48 posiciones del
lapiz en las cuales un minimo de ocho fuentes doblemente encapsuladas (21.11 cm), se
fijan de largo en una formacion anular de 20.90cm de diametro. Cada lapiz tubular contiene
siete lingotes de Cobalto-60 (fig. 2), sellados totalmente dentro por los casquillos de

extremo soldados con autogena (Operator’s manual INJOM 1894 GC-220F).

El Cobalto-60 (“°Co) es un isétopo radiactivo del Cobalto, con una vida media de 5.261
afios. Decae por desintegracion beta al isotopo estable Niquel-60 (**Ni), y en el proceso de
desintegracion, emite un electron con una energia de 315 keV y luego dos rayos gammas

con energias de 1,17 y 1,33 MeV, respectivamente (fig. 3).

La actividad de una muestra radiactiva es el nimero de desintegraciones que ocurren en la
misma por unidad de tiempo. La variacion en la actividad de una muestra A(t) y el nimero
de radionuclidos presentes N(t) conforme pasa el tiempo se conoce como ley exponencial

del decaimiento radiactivo.

2.1.2. Ley Exponencial de Decaimiento Radiactivo

La ley exponencial de decaimiento radiactivo se pude deducir partiendo del hecho de que
la actividad de una muestra radiactiva es proporcional al numero de radiontclidos

contenidos en la misma.
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Decaimiento Beta del Cobalto-60, HyperPhysics, Georgia State University.



La constante de proporcionalidad A, también llamada constante de decaimiento,
corresponde a la fraccidon del nimero de nuclidos presentes en la muestra en cualquier

instante que se desintegran en la unidad de tiempo:

A(t)=AN(t) 6 A=0.693/T;);

Esta constante de decaimiento es caracteristica para cada tipo de radionuclido y su valor no
se ve afectado por el estado fisico o quimico de la muestra (fuente). Al combinar la
ecuacion de actividad y la de constante de decaimiento, tenemos la exponencial de

decaimiento para el nimero de radiontclidos:

N=Noe™

Donde No es igual al numero de radiontclidos presentes inicialmente en la muestra. Al
sustituir el valor de N en la ecuacion de 1 se obtiene la relacién correspondiente a la

actividad:

A=Aoe™

Si ajustamos esta formula a la dosis absorbida, tenemos:

*D=Doe™

De esta forma podemos calcular la rapidez o tasa de dosis absorbida (*D) en una muestra al
momento actual considerando la dosis absorbida inicial. Una vez calculada la dosis, asi
como en proteccion radiolodgica, es importante poner en manifiesto la dosis absorbida

mediante procedimientos fisicos, quimicos o bioldgicos.



2.2. Dosimetria

La dosimetria intenta fijar las magnitudes y unidades adecuadas para estimar de la manera
mas completa posible los fendmenos que la radiacion induce en la materia. (Ortega-Jorba,
2000). El ser humano no dipospone de sensores bioldgicos para detectar la presencia de
radiacion ionizante y por lo tanto depende totalmente de la instrumentacidon para conocer

los niveles de radiacion que le rodean, estos instrumentos son conocidos como dosimetros.

En este caso se manejaran dos tipos de dosimetria: la personal y la del area de trabajo. Los
dosimetros personales tienen el objetivo medir la dosis recibida por el personal
ocupacionalmente expuesto (POE) a la radiacion. De acuerdo a la legislacion vigente, se
debe medir en forma periodica la dosis del dosimetro personal, cambidndolo cada vez que
es medido. En este caso en el Laboratorio de Fisica de Radiaciones de la Universidad de
Sonora se utiliza un dosimetro termoluminiscente (TL) (anexo 7.1); por otro lado para
monitorear fugas de radiaciones o radiacion libre en el area de trabajo se usa el contador

Geiger Miiler (Zeits, 1937, Minakawa, 1943), anexo 7.2.

Por otro lado, la dosimetria bioldgica es la técnica que permite estimar el grado de
exposicion a la radiacion a través de la valoracion de los efectos bioldgicos ocasionados.
Generalmente estos estudios se realizan por medio del analisis citogenética de linfocitos de

sangre periférica estudiando las aberraciones cromosomicas en individuos expuestos.

2.3 Indicadores Clinicos de Calidad

El uso del la irradiacion y para prevenir la EICH-PT tiene el objetivo de inactivar las
células T linfocitarias y conservar el resto de las células sanguineas fisiologicamente
intactas (Chapman et al., 1996), por lo tanto las modificaciones en ellas se han considerado

indicadores clinicos de la calidad de la sangre irradiada.

En células rojas. Las concentraciones de eritrocitos se reducen seguidas de una
recuperacion que solo se conserva pocos dias después de almacenarla (FDA, 1993). No se

ha reportado efectos clinicos significativos en el pH eritrocitario, consumo de glucosa,



niveles de ATP y 2,3 DPG, sin embargo en los niveles de hemoglobina libre en el

sobrenadante se han observado incrementos (Chapman et al., 1996).

Las plaquetas. En la irradiacion gamma en dosis de 50Gy no se han observado cambios
clinicos significativos en las funciones de las plaquetas. Se ha demostrado que las plaquetas
irradiadas dentro de 5 dias de almacenamiento conservan la vida media normal de

almacenamiento (Chapman et al., 1996).

Granulocitos. La evidencia de dafio en las funciones de granulocitos debidos a la radiacion
gamma es confusa, pero en todo caso se recomienda que la transfusion se efectué lo mas

rapido posible después de la irradiacion.

Otro importante indicador de la calidad de la sangre irradiada es el potasio celular. Estudios
previos demuestran que al irradiar eritrocitos los niveles de potasio extracelular aumentan
al doble en comparacion con un control sin irradiar (Duguid et al., 1992). Los aumentos en

el volumen de potasio repercuten directamente en la vida de anaquel del producto irradiado.

2.4 Vida de Anaquel de la Sangre

La sangre total puede ser almacenada refrigerada entre 21 y 35 dias dependiendo de la
solucion conservante-anticoagulante utilizada. Durante la conservacion a 4°C las plaquetas
y leucocitos dejan de ser funcionales al cabo de pocas horas después de la extraccion, y se

produce una reduccion gradual de la viabilidad de los eritrocitos.

Durante el almacenamiento la integridad de las células sanguineas depende de un delicado
equilibrio bioquimico de muchos materiales, especialmente la glucosa, los iones hidrégeno
(pH), y el trifosfato de adenosina (ATP). Este equilibrio se mantiene mejor en los
eritrocitos cuando se almacenan a una temperatura entre 1 y 6 °C, en tanto que las plaquetas

y leucocitos mantienen mejor su funcion almacenados a temperatura ambiente.

Por otro lado, se ha encontrado que el incremento en las concentraciones de potasio en
sangre irradiada juega un rol muy importante en el proceso de deterioro celular y estd
directamente ligado a la reduccion de vida de anaquel de este producto. Dinning y

colaboradores reportaron que en sangre irradiada a 15Gy usando un irradiador Gammacell



(Vinten) las concentraciones de este i6n se triplican a los 4 dias de almacenaje a
temperatura de 2-4°C, y explican que este aumento predispondria al dafio cromosomatico y
asi la muerte celular (Dinning et al,1991). Para entender mejor este proceso, analizaremos

. . . .y . +.
el mecanismo celular donde interviene el 16n potasio (K").

2.4.1 Potasio Celular

El potasio es el cation mas abundante en el liquido intracelular del organismo humano.
Esté involucrado en el mantenimiento del equilibrio normal del agua, el equilibrio osmético
entre las células y el fluido intersticial y el equilibrio acido-base, determinado por el pH del
organismo (Campbell, Neil 1987). Dicha homeostasis se mantiene gracias a la actividad de
la llamada bomba de sodio y potasio (Na" y K') que transporta activamente estos iones en
contra de su gradiente de concentraciéon y a veces en contra también de su gradiente de

potencial.

La bomba de sodio y potasio controla el volumen celular al regular el flujo de éstos iones.
El gradiente generado produce un potencial eléctrico que aprovechan todas aquellas
sustancias que debe atravesar la membrana plasmatica en contra del gradiente de
concentracion (fig. 4). A medida que sale sodio de la célula, el liquido extracelular adquiere
un mayor potencial eléctrico positivo, lo que provoca atraccion de iones negativos (cloro,
bicarbonato) intracelulares. Al haber mas iones de sodio y cloruros (Na" y CI') en el medio
extracelular, el agua tiende a salir de la célula por efecto de la 6smosis (Alberts et al, 1998).
Estos cambios se producen en la célula como consecuencias de la accion de la radiacion

ionizante de manera directa o indirecta con respecto al ntcleo celular (fig. 5).

2.5 Efectos Celulares Radioinducidos

El ntcleo celular es la estructura sensitiva de la célula. En ¢l se almacena la informacion
genética dentro de la molécula de ADN. De ningiin modo quiere decir esto que fuera del
nucleo no haya otras estructuras celulares sensibles a los efectos radioinducidos. Tal el caso
de los organelos vinculadas con el metabolismo aerobio, asi como el sistema de

endomembranas y la membrana celular.



Cuando la radiacion ionizante causa excitacion o ionizacién en un sistema bioldgico, en
particular en el nivel de molécula critica (ADN), las modificaciones ocurridas en esta

molécula se deben a la accidn directa de la energia entregada (efecto directo).

El efecto indirecto supone la interaccion con una molécula adyacente (agua en la mayoria
de los casos) que, al ionizarse, producira un efecto de radiolisis generando moléculas
intermediarias con gran reactividad quimica (radicales libres), ademas el oxigeno molecular
disuelto en el agua puede reaccionar con los radicales hidrogeno para formar radicales
hidroperdxido, o con los electrones libres para formar aniones superdxido. Dichos radicales
libres reaccionan con el material genético proximo provocando, al igual que el efecto

directo, algln tipo de lesion segun el componente del ADN alcanzado, tales como:

Ruptura de cadenas. Las rupturas pueden ser simples o dobles. Las simples pueden
sobrevenir a nivel de la union fosfodiéster entre el fosfato y la desoxirribosa con mas
frecuencia, aunque también sobre la ligadura base-desoxirribosa. Una ruptura doble es la
pérdida de continuidad de dos cadenas de ADN, a niveles distantes a menos de tres bases

nucleotidicas promedio.

Alteracion de bases. Las bases pueden ser destruidas o parcialmente modificadas, sufren

sobre todo hidroxilacion (por radical hidroxilo OH") con formacion de hidroperdxidos.

Alteracion de los azicares. Los azucares son oxidados y luego hidrolizados con liberacion

de la base.

Otras lesiones. Pueden formarse distintos tipos de puentes entre las cadenas (cross links) o

formacion de dimeros.

Existen en la célula mecanismos de reparacion del daio radioinducido. La complejidad de
estos mecanismos nos obligard sélo a enumerarlos, recordando que implican la

participacion de numerosas enzimas. Los mecanismos son:
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Figura 4. Bomba de Sodio Potasio. Esquema tridimensional idealizado de un fragmento
de membrana con su bicapa de fosfolipidos y proteinas integrales que van de lado a lado y
forman canales por los que fluye potasio idnico (circulos claros con signos +). Las cargas
negativa (circulos negros) estan fijas a proteinas que se esquematizan como ovillo. Las
proteinas y sus cargas no pueden fluir a través de la membrana pero ejercen atraccion sobre
los iones de potasio que tienden a escapar de las células siguiendo su gradiente de
concentracion (esquema de la derecha). Las dos fuerzas (gradiente de concentracion y
eléctrico), que se simbolizan con flechas en sentidos opuestos, se oponen y cancelan entre

si.
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e Escision y Resintesis: mecanismo principal en moléculas de ADN que no estan en
fase de replicacion. La lesion es reconocida y escindida. El nuevo fragmento es
resintetizado tomando como modelo la cadena complementaria con participacion de

enzimas reparadoras (endonucleasa, ADN polimerasa y ligasa).

e Reparacion postreplicativa: se observa en células en vias de replicacion (fase S). Se

ha evidenciado en células procariotes pero no aiin en eucariotes.
e Reparacion SOS: (no ha sido demostrada su presencia en células eucariotas).
e Transquilacion: hay enzimas que convierten los grupos alquilos en alcoholes.

e Fotorestauracion: demostrada también en eucariotes, se trata de enzimas

fotosensibles que transforman los dimeros de pirimidina en mondémeros.

e Mecanismos reparadores de rupturas dobles: la reparacion de rupturas simples es
eficaz y rapida en células de mamifero, y se efectia por escision resintesis. Las
rupturas dobles pueden ser reparadas en bacterias, levaduras y células eucariotes. Es
admisible un mecanismo de reparacidn por recombinacion con la molécula

homologa de ADN, pero no ha sido atin del todo demostrado.

Después del dafio nuclear, el dafio directo de las membranas celulares (tanto de la
plasmatica como de los orgénulos) es la segunda via en importancia de lesion celular. De
hecho, independientemente de sus causas las células lesionadas muestran alteraciones

funcionales y morfoldgicas similares.

2.5.1. Mecanismo de Destruccion Morfologico Celular

La generacion de radicales libres es quizas el mecanismo mas comun de dafio celular y

trae como consecuencia cambios morfoldgicos y funcionales sobre la célula.

Membrana celular. La desagregacion y degranulacion del reticuno endoplasmico rugoso
(RER), causada presumiblemente por la peroxidacion lipidica, puede interferir directamente

con la interaccion de los ribosomas y el RNAm. La radiaciéon provoca dichso cambios,



seguidos de la actuacion del Ca sobre las mitocondrias y exacerbacion de los efectos sobre
la célula. A consecuencia se produce una reduccion en la sintesis de proteinas,
especificamente de la apolipoproteina, sintetizada en los hepatocitos. Esta proteina utilizada
en la sintesis en la exportacion de los triglicéridos conduce a un acumulo de lipidos en el
interior del hepatocito, conduciendo a una lipidosis. De hecho, el acimulo de lipidos es una

de las causas comunes de muchas formas de dano celular.

En orden cronologico de los eventos desencadenados en la célula, podemos citar:

0-15 minutos: primeros cambios en las mitocondrias.

e 15-30 minutos: distorsion de la membrana plasmatica, continua la condensacion de

la matriz mitocondrial, aparente dilatacion del reticulo endoplasmico.

e 30-1 hora: degranulacion de los polirribososmas del RER, distension del

compartimento interno mitocondrial, dep6sitos amorfos densos.

e 2-4 horas: tumefaccion mitocondrial exagerada gran incremento de volumen,
tumefaccion del RER y fragmentacion, rotura de la membrana plasmatica,

condensacion de la cromatina y manifiesta cariolisis.

e Mayor a 4 horas: fragmentaciéon de todas las organelas, figuras de mielina de la

membrana, rotura de lisosomas al citosol e inicio de la autolisis.

Los cambios en la estructura mitocondrial y en sus funciones son los primeros indicadores

de la lesion celular hipdxica.

Inicialmente la mitocondria sufre una condensacion de la matriz, y a continuacidon una
tumefaccion mitocondrial, con disminucion de la altura de las crestas mitocondriales. Hasta
este momento la lesiéon celular es de tipo reversible. Si progresa la tumefaccion, los
granulos de la matriz desaparecen y esta conserva una apariencia aclarada. Se forman unas
condensaciones densas de depositos amorfos correspondientes a lipoproteinas y proteinas
desnaturalizadas. Asimismo, la entrada del ién Ca"™ provoca depésitos de sales insolubles.

Se forman megamitocondrias, mitocondrias de menor tamatfio (fig. 6).



La membrana plasmatica. Es también uno de los primeros organulos que suftre los
cambios hipoxicos celulares. Se manifiesta morfoldgicamente por hinchamiento y pérdida

de las estructuras especializadas.

Estas distorsiones se acompaian de cambios en el citoesqueleto, ya que son especialmente

sensibles a las concentraciones de iones y especialmente al calcio.

Sus funciones:

e mantenimiento de la concentracion de iones y agua conservando el volumen celular

y la permeabilidad celular.
e receptora de estimulos.
e proteccion fisica.

e Reticulo endoplasmico rugoso (RER). En los primeros estadios sufre una
dilatacion y fragmentacion. Producida por el acumulo de agua e iones de sodio en
su interior, al atravesar la membrana hacia la luz cisternal, a continuacion se
produce una degranulacion y desagregacion de los polirribososmas. Mas tarde
aparecen consecuencias sobre las proteinas ribosomiales y los acidos nucleicos.

e Lisosomas. Contienen potentes enzimas hidroliticos capaces de digerir todos los
componentes del citoplasma. La evacuacion enzimatica provoca con toda seguridad

la muerte celular y por supuesto supone una exacerbacion de la lesion.



Figura 6. Cambios morfologicos mitocondriales
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Sin ninguna duda la tumefaccion lisosomial es el primer cambio debido al flujo de iones
yagua antes de que la lesion celular sea irreversible. La evacuacion de los enzimas al citosol
celular antes de que se vuelva irreversible la lesion es dificil demostrar. Esto contrasta con

lo que ocurre con los neutréfilos y macrofagos, en los que se secretan en la célula viva.
Nicleo. Entre los cambios radioinducidos en el ntucleo se describen los siguientes:

e Alteraciones del tamafo (anisocariosis)

e Alteraciones de la forma (anisomorfia)

e Alteraciones de la localizacién

e Marginacion del nucleo

e Centralizacion del nacleo

e Alteraciones del nimero (células multinucleadas)

e Alteraciones de la division (anisodiéresis)

e Alteraciones de la estructura

e Alteraciones de la cromatina

e Hipercromatosis parietonuclear

e Picnosis (retraccion del nticleo con condensacion de la cromatina).

e (Cromatorrexis/cromatolisis (degeneracion y desaparicion de la cromatina nuclear);

cariorrexis/cariolisis (destruccion del ntcleo)
e Alteraciones de los cromosomas
e Alteraciones del nucleolo
e Marginacion nucleolar

e Segregacion nucleolar



e Alteraciones de la membrana nuclear
Mitocondrias. Entre las lesiones provocadas en las mitocondrias se encuentra:
e Alteraciones del tamario
e Mitocondrias tumefactas o degeneradas
e Megamitocondrias
e Mitocondrias de menor tamafo
e Alteraciones del numero
e Aumento/disminucion
e Alteraciones en la localizacion:

e Presencia de inclusiones en la Matriz.

Alteraciones del RER (reticulo endopliasmico rugoso) y ribosomas
e Aumento/disminucion de RER y ribosomas.
e Degranulacion del RER.
e (Condensacion y acumulacion de proteinas en el interior de cisternas.

e Fragmentacion o rotura de cisternas de RER.

Alteraciones del reticulo endoplasmico liso (REL)
e Aumento del numero de cisternas.
e Dilatacion y vesiculacion difusa de cisterna.

e Fragmentacion o rotura de cisternas.



e Inactivacidn de enzimas detoxicantes.

La radiacion ionizante inactiva a las células alterando algunas de las estructuras criticas
para su supervivencia; la mayoria de las veces el material genético, como se ha comentado
anteriormente. El dafio a la doble hélice afecta a la expresion de algunos genes y a la
biosintesis de varias enzimas que interfieren con la division celular, tanto en células
procariotas como eucariotas; por ello, la irradiacion es tan util para impedir la proliferacion
de algunas células, especialmente los linfocitos debido a su alta radiosensibilidad y el rol

que juegan en la respuesta inmunitaria.

Por lo tanto, en nuestro estudio evaluamos a mayor detalle el mecanismo intrinseco de
., . o, . . . 60

destruccion celular en leucocitos (de muestras de sangre periférica irradiadas con ~"Co a

dosis de 25 y 50Gy) con respecto a los cambios moleculares y morfologicos debidos a los

aumentos del potasio celular.

3. MATERIALES Y METODOS

En este trabajo se realiz6 un estudio experimental en muestras de sangre periférica de
individuos del sexo masculino aparentemente sanos de Hermosillo, Sonora, México. Se
empleo el muestreo incidental para elegir sujetos mayores de 18 afios que no hubieran
estado expuestos a fuentes radiactivas (en los tltimos 6 meses para medicina diagndstica;
en los ultimos 2 afios en caso de radioterapia; y en ninguna ocasion por exposicion
accidental). Se excluyeron los sujetos que durante la toma de muestra cursaban alguna
patologia o condicion que altera los valores normales de la CH; y aquellos que se
presentaron a la toma de muestra sin ayuno y/o con ingestion de bebidas alcohdlicas en las
ultimas 8 horas. Una vez incluidos en el estudio, y solicitada su autorizaciéon por escrito en
el consentimiento informado. Fueron eliminados del estudio aquellos sujetos cuyo volumen

de muestra fuera insuficiente para realizar adecuadamente las pruebas.
Las técnicas utilizadas fueron las siguientes:

21



3.1 Obtencion de la Muestra

La toma de muestra se realizo por la mafiana en ayunas y cumpliendo los requisitos para la
extraccion de sangre desde una vena periférica, procedimiento también conocido como
flebotomia. La muestra de sangre (aproximadamente 8 mL) fue extraida a los sujetos en
tubos Vacutainer de tapon lila anticoagulado con EDTA para realizar los analisis de CH; y
alrededor de 5 mL en un tubo Vacuntainer rojo para separar las muestras de suero
sanguineo. Una vez etiquetados los tubos, y separando un control, se irradiaron las

muestras.

3.2 Método para Irradiacion de la Sangre

Inicialmente se calculo el tiempo de exposicion que las muestras de sangre requerian en
el GC-E220 para alcanzar dosis deseadas (tabla I). Esta cifra (tiempo) fue ingresada
manualmente en la cdmara de operacion y una vez colocadas las muestras en la camara de
muestras se inicio el proceso. Después de la irradiacion se practico un extendido sanguineo
con una gota obtenida de las muestras irradiadas y control. Dicho frotis fue tefiido usando el

colorante Giemsa.

3.3Tincion de Giemsa

El extendido sanguineo se fijo con metanol al 95% de 3 a 5 minutos antes de iniciar la
tincion. Se coloco colorante Giemsa sobre el portaobjetos hasta cubrir la superficie del
frotis dejando actuar por 15 minutos. Se realizo un lavado del portaobjetos con flujo suave
de agua corriente y se dejo secar al aire. Finalmente los frotis fueron observados al

microscopio Optico sobre el objetivo de 100x, con la opinion de expertos en el area.

3.4 Citometria Hematica

La citometria hematica (CH) es un estudio de laboratorio destinado a informar sobre el
numero y las caracteristicas de las células sanguineas (Ruiz-Argiielles, 2001). La
interpretacion correcta de toda la informacion que ofrece una CH permite establecer

sospechas diagnosticas definidas sobre la enfermedad que causa las alteraciones de la



misma. La interpretacion de la CH supone el andlisis detallado de cada uno de los
parametros que informa, los cuales pueden dividirse en tres grandes grupos: datos de la

serie roja, de la serie blanca y de la serie trombocitica.

El analisis de CH se realizo en el LACIUS utilizando el BK Coulter Act Diff. Inicialmente
los tubos Vacutainer de tapa lila se colocaron en agitacion lenta. Después se coloco el
capilar del Coulter, a cada tubo individualmente, el cual aspiro una pequefia porcion de la

muestra.

3.5 Reaccion Tetrafenilborato de Sodio

El tetrafenilboro sédico reacciona con los iones de potasio en un medio alcalino libre de
proteinas para producir una suspension tirbida de tetrafenilborato de Sodio. La cantidad de
turbidez producida es proporcional a la concentracion de potasio (Hillman y Beyer, 1967).
El método utilizado para la determinacion de potasio se basé en la técnica turbidimétrica
publicada por Hillman y Beyer en 1967, siendo modificada a través del uso de TCA como

reactivo precipitante.

El procedimiento inicia con la preparacion del sobrenadante libre de proteinas. Para ello se
anadieron 0.05 mL de suero a tubos previamente etiquetados. Enseguida se agregaron 0.5
mL de Reactivo TCA precipitante gota a gota a cada tubo mezclado vigorosamente. Se dejo
en reposo por Sminutos, después centrifugo a alta velocidad durante 5 a 10 minutos. El

patron de trabajo viene preparado por Randox.

El patrén y el sobrenadante claro se afiadieron en el medio de la superficie del reactivo de
trabajo, se produjo una turbidez homogénea. Se mezclo cuidadosamente y se dejo reposar 5
minutos. Finalmente se midid la absorbancia del patrén y la muestra frente al reactivo
blanco. De acuerdo a estas determinaciones se calculo la concentracion de potasio
siguiendo la siguiente formula: Absorbancia de la muestra entre absorbancia del patrén
multiplicado por 5 es igual mmol/L de Potasio. Se utiliz6 el medidor automatizado Vitalab

Selectra.
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Tabla 1. Dosis suministradas.

| Dosis (Gy) | Tiempo necesario (s)
en el GC-220E
| 10 | 1.9
| 15 | 4.7
| 20 | 7.4
| 25 | 10.2
| 30 | 12.9
| 35 | 15.7
| 40 | 18.4
| 45 | 21.2
| 50 | 23.9
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3.5 Técnica de Inmunohistoquimica (ABP)

Expresion de marcadores moleculares en linfocitos (apéndice 7.3). Se utilizo el método
inmunohistoquimico ABP a las muestras irradiadas y control. Para valorar Ia
inmunorreactividad de la proteina p53 se considerd un grupo positivo de tejido de mama;
mientras que para el linfocito T se usé como autotestigo tejido de ganglio CD3+, y tejido de

amigdala CD20+ para el linfocito B.
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

En nuestro estudio, las pautas para proponer el disefio de un protocolo de irradiacion de
sangre se basaron en dos puntos fundamentales: primero la estandarizacion del método de
irradiacion descrita en los aspectos técnicos del procedimiento, y la segunda enfocada en la
evidencia clinica (bioquimica y molecular de linfocitos) local de irradiar la sangre con el
GC-E220 ubicado en el Centro blindado del Laboratorio de Fisica de Radiaciones de la

Universidad de Sonora.
4.1Aspectos Técnicos del Procedimiento

Como punto de partida en la propuesta de nuestro protocolo de irradiacion de sangre
humana hemos ajustado por medio de calculos logico-matematicos dependientes de la ley
de decaimiento exponencial el método més adecuado para calcular tiempo de dosis para el

GC-220E, considerando las caracteristicas particulares de esta fuente.

En la tabla II podemos observar los datos sobresalientes acerca de las caracteristicas fisicas

de la fuente de Cobalto-60 del GC-220E, tales como:

Fecha inicial. La fecha inicial corresponde al dia exacto en que fue fabricada la porcion de
%Co entregada al Laboratorio de Fisica de Radiaciones para su posterior incorporacion en
la camara de muestra del GC-220E. Esta fuente contenia una actividad de dosis

determinada y certificada por el fabricante a partir de esa fecha.

Tasa de dosis inicial. Este valor representa la concentracion de la fuente (actividad inicial)

determinada en funcion del tiempo transcurrido desde el depdsito inicial.

Lambda (A). Es la constante de desintegracion radiactiva, es la probabilidad de

desintegracion por unidad de tiempo.

Dosis de transito. Representa la dosis que adquiere la muestra en su recorrido desde la
parte superior de la cdmara de muestra hasta llegar a la cdmara central de irradiaciéon donde

se suministra la dosis pre-establecida.

Para facilitar el proceso de calculo de dosis o tiempo requerido, dias transcurridos y

decaimiento de la actividad de la fuente con respecto a su dosis inicial, se establecié una



Tabla II. Caracteristicas de Fabrica de la Fuente de *°Co del GC-220E.

Caracteristica

Fecha inicial 05 de Octubre de 2004

Actividad inicial

11,6100 KGy/h

Tasa de Dosis 11,610 Gy/h

193.5 Gy/min

3.225Gy/s

Lambda (1) (1/dia) 3.60E-04

Dosis de transito
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tabla automatizada en hoja de Excel que nos permite calcular una incédgnita, ya sea el
tiempo en segundos o la dosis deseado de exposicion a la radiacion con nuestra fuente,

colocando en una de las celdas el valor deseado.

En la figura podemos observar un ejemplo de calculo de dosis. Suponiendo que nuestra
dosis deseada es de 25Gy. En el recuadro morado (dosis real recibida en Gy), colocamos la
dosis deseada. En este caso fueron 25Gy y para corregir de antemano el aumento de dosis
de 6.21Gy debidos al proceso de transito de la muestra, a éstos 25Gy deseados le restamos
la dosis de transito 6.21, dando como resultado la dosis resaltada en color rosa (18.97Gy),
es decir la dosis sin la correccion de transito. Entonces, de acuerdo a la hoja de Excel se
requieren 10.88 segundos (4rea azul), para alcanzar 18.97Gy, que si sumamos los 6.21Gy

de dosis recibida en el transito la dosis real que recibird nuestra muestra equivale a 25Gy.
Finalmente, podemos resumir el proceso manual de irradiacion en los siguientes puntos

1. Calcular el tiempo necesario para alcanzar la dosis deseada corregida de
irradiacién considerando el tiempo de transito usando la hoja de calculo pre-

establecida en Excel.

2. Etiquetar adecuadamente las muestras (uso de etiquetas radtag para que sea
identificada como tejido irradiado) y preparar previamente el contenedor de
la muestra (asimétrico de preferencia), en caso de irradiar en un contenedor

distinto a las bolsas de sangre.

3. Colocar la muestra (bolsa de sangre o contenedor) en la camara de
muestras e ingresar la cifra exacta en segundos calculada por el programa en
el Excel del paso 1. Nota: Cabe sefialar que este procedimiento sera

realizado por el técnico y/o encargado del equipo POE certificado; esto
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1

FUENTE DE COBALTO-60 DEL GC-220E

2 Fechas (Gammacell 220 Excell) Dosis (KGy/hr) | Dosis (Gy/hr) Dosis (Gy/min)| Dosis (Gy/s)
3 Inicial 05/10/2004 11.61 11610.00 193.50 323
¢ Hoy 07/07/2009 621 6214.82 103.58 1.73
s | Dias transcurridos 1736

s Lambda (1/Dias) 3.60E-04

7 Dosis Requerida sin correccion (Gy) : 18.79 Tiempo requerido| 0.00302342 0.18 10.88
3 Dosis de transito (Gy): 621

5 Dosis real recibida (Gy): 25.00

10 Correccién de Trinsito

11| Dosis [Requerida - Transito] (Gy) 12.58 0.00202342 0.12

12| Dosis recibida corregida por transito (Gy) 18.79 728
13 Actividad Inicial 14268.00

14 Actividad Actual 7637.64

15

Figura 7. Ejemplo de calculo de tiempo-dosis.
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nos asegura la maxima proteccion (uso de dosimetro personal) tanto para el

manipulador de la muestra como para el uso del equipo.

4. Retirarse del irradiador y esperar a que el proceso termine, (unos segundos o
minutos dependiendo de la dosis suministrada). El GC-220E nos indicara

por medio de una alarma que el proceso ha finalizado.
5. Retirar la muestra de la cdmara de muestras y almacenar a 4°C.

A partir del momento que la sangre irradiada se almacena para su conservacion se procede
a realizar las pruebas de investigacion deseadas, y/o es proporcionada al servicio médico

para su uso terapéutico.

4.2 Efectos en la Estabilidad y la Calidad de la Sangre Irradiada

Para enfocarnos en los efectos celulares de estabilidad de calidad y estabilidad de la
sangre irradiada para uso terapéutico consideramos, dado el hecho de que para prevenir la
EICH-PT se persigue la eliminacion de la capacidad mitotica de los linfocitos, el monitoreo

de los efectos radioinducidos en las células linfocitarias especialmente.

4.2.1 Estabilidad Cuantitativa en linfocitos de Sangre Irradiada

Para analizar la estabilidad cuantitativa de los linfocitos al almacén, se monitorearon las
concentraciones de dichas cé€lulas en las muestras de sangre irradiada y control durante los
primeros tres dias. Las concentraciones de linfocitos en las muestras sin control (sin
irradiar y sin tiempo de almacén) se encontraron dentro de los rangos de referencia, 20.5-
51.1%, considerados en el equipo utilizado (Manual Beckman Coulter, 1990). Este
fenomeno se observo incluso para las diez dosis suministras, solo mostrando ligeras

variaciones dentro del rango sefalado.

En la figura 8 se observan las diferentes variaciones en el porcentaje de linfocitos presentes
en sangre periférica dentro del rango considerado normal o de referencia (4rea punteada), y
¢éstas se mantienen incluso después de irradiarse a altas dosis (50Gy). Las concentraciones

en el sujeto A oscilan entre 27.1 y 26.6% manteniéndose como el caso que mas se acerca al



limite inferior de referencia; contrario a lo que se observé en el sujeto B cuyos porcentajes
entre 42.6 y 42.8 representan el mas cercano al limite superior. Por su parte los
determinaciones en los sujetos C, D y E se mantienen como el rango ideal o promedio, sin
embargo las concentraciones linfocitarias el sujeto C (que después de le flebotomia mostro
debilidad y mareo) mostraron variaciones inestables en las diferentes dosis dentro de estos

rangos (31.5-36.4%,).

El comportamiento promedio del grupo control (sin irradiar a tiempo 0) se mantuvo
oscilando alrededor del 36%. Las lineas punteadas con rojo representan los limites
superiores e inferiores considerados como los valor estdndar de referencia, 51.1 y 20.5%

respectivamente (fig. 9).

En el mismo sentido, para evaluar el comportamiento general, se determind por medio de la
CH el comportamiento promedio de la concentracion linfocitaria en los sujetos de estudio a

dosis de 0, 10, 15, 25, 30, 35, 40, 45 y 50 Gy y después de su almacén de tres dias a 4°C.

Con este andlisis encontramos una tendencia creciente de células linfocitarias detectadas
por el Coulter dosis-dependiente e independiente del tiempo de almacén (fig. 10), en
contraste con los resultados reportados por otros autores que reportan el decaimiento
linfocitario utilizando otros métodos de conteo como el ADVIA-120 previa separacion

magnética de linfocitos (Dynabeads M-450 CD14 Beads) (Grace et al., 2006).
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Sin embargo, el equipo utilizado en este trabajo, el Beckman Coulter Cell Analyzer, basa su
deteccion en relacion a la impedancia eléctrica que produce cada célula al atravesar una
corriente de cierto voltaje, es importante sefialar que en esta deteccion no se distingue entre
células vivas y muertas; por ello en nuestro estudio esperabamos encontrar decremento en
el conteo linfocitario debido a la respuesta celular temprana post-irradiacion basada en el
Coulter (Santacruz et al., 2007), pero no asi después de su almacén. Estos valores
inesperados nos siguieren que el equipo confundié a otras células sanguineas, como los
monocitos cuyos efectos morfologicos debidos a la radiacion (aumento del volumen

celular) le otorgo una bioimpedancia muy parecido al de los linfocitos.

Por lo tanto, sistemas de conteo celular como el Coulter son utiles para diferenciar grandes
cambios en conductividad, que para medir cambios estructurales en un solo grupo de

tejidos (Othman et al., 2001).

Uno de los puntos importantes a conocer gracias a estos resultados es que los linfocitos
inactivados por la radiacion, presentan caracteristicas electroquimicas diferentes del resto

de las células vivas, en especial una impedancia muy alta.

Estos resultados asombrosos nos sugieren en un futuro enfocar una parte importante de
nuestro estudio a técnicas que pongan en evidencia la viabilidad celular tras el proceso
radioinductivo de transformacion morfolégica. Del mismo modo, estudiar a mayor detalle
el rol de las propiedades electroquimicas de las células transformadas por la radiacion
utilizando medidores especiales para bioimpedancia tales como la medida en puente, la
medida de I-V, el puente autobalance o la reflectometria (impedance measurement

handbook, 2006).

De manera adicional, con el analisis morfologico y molecular realizado en este estudio
pretendemos complementar a mayor detalle las variaciones en el conteo celular

determinado por el Coulter.
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4.2.2 Estabilidad Morfologica en Linfocitos

Los mecanismos de destruccion morfologica leucocitaria (Santacruz-Gomez et al, 2008)
fueron estudiados considerando dos posibles factores causantes de estrés celular
radioinducido: a) el incremento en la concentracion de potasio celular y b) la sefializacion

molecular de lesion y muerte celular.

El analisis morfologico mostr6 evidencia de tres mecanismos bioldgicos inducidos por la
irradiacion y. Dentro de los cuales, cada uno present6 sus evoluciones, su poblacion blanco
y su aparicion caracteristicas. El primer fenémeno, caracterizado por presentar inestabilidad
nuclear y citoplasmatica a dosis de 3.21 a 10.29Gy. La mas leve manifestacion de este
mecanismo fué la condensacion del nucleo dandole la apariencia de hendido a 3.21Gy. Esta
irregularidad se clasifica como subtipo 1 (De acuerdo al Laboratorio Nacional de
Referencia de Hematologia, 2005). A dosis de 5.57 a 7.93Gy el efecto evolucion6 a
anormalidades en la estructura del citoplasma y condensacion del nticleo. Estas
caracteristicas morfoldgicas coinciden con la descripcion de una célula en fase de muerte
programada, tales como: condensacion de la cromatina nuclear, disminucion y/o
desintegracion nuclear, alteraciones del citoesqueleto y aspecto de burbuja de la membrana
(Wyllie AH, 1984, Cohen J, 1993). En nuestro estudio en la tltima etapa de este fenomeno
se observo condensacion del citoplasma y liberacion de restos nucleares a los 10.29Gy (fig.

11, a).

El segundo mecanismo, la fragmentacion celular, se caracterizo por el rompimiento nuclear
y citoplasmatico en linfocitos a dosis desde 12.65 a 24.45Gy. En este fenomeno las células
afectadas mostraron mayor volumen celular (relacionado con el incremento de potasio),
condensacion de nucleo y consiguiente fragmentacion, inicialmente del citoplasma y
evolucionado después a nucleo (fig. 1, b). En etapas moderadas de este dafio
(aproximadamente de los 15 a los 20Gy), evidenciada la ruptura del ntcleo en dos o mas
fragmentos, para finalmente a dosis cercanas a los 25 Gy, observar el nucleo plenamente
seccionado y a su vez, en el exterior de la célula, desprendimiento de inclusiones nucleares

como granulos azurofilos o subtipo 4 (LNRH, 2005)
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Figura 11. Mecanismos de destruccion morfoldégica radioinducia en leucocitos.

a) Inestabilidad estructural linfocitaria caracterizada por el aumento del volumen celular a
dosis de 3.21 a 10.29Gy; b) fragmentacion celular (nuclear y citoplasmatica) a dosis desde

12.65 a 24.45Gy; y c) disociacion lobular en neutrofilos a 50Gy.
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Las dosis que abarcan este mecanismo son especialmente importantes para el estudio de la
calidad de la sangre irradiada para fines terapéuticos en particular la culminante de esta

etapa, es decir, los 25 Gy (GGIBC, 2003).

De los 25 a los 50Gy, se observaron pocos linfocitos los cuales mostraron etapas severas de
los mecanismos descritos anteriormente. Sin embargo, a partir de los 52.77Gy se observo el
tercer mecanismo morfologico inducido post-irradiacion y en leucocitos, clasificado en este
trabajo como de disociacion lobular en neutréfilos. En este caso los 16bulos del nucleo, que
habitualmente se mantienen unidos por un filamento de cromatina, se observaron separados
entre si (fig. 1, ¢). Dichos hilos de cromatina estan formados por ADN y proteinas, por lo
cual es muy probable que el material genético haya sido afectado de manera directa al ADN
y/o que las proteinas contenidas hubieran sido disociadas en el proceso de formacion de

radicales libres por accion indirecta de la radiacion ionizante.

La presencia de los defectos morfoldgicos de destruccion celular incluidos en estos tres
mecanismos varid con respecto a la dosis y el tiempo post-irradiacion. Para el caso de la
pérdida de la integridad celular, la frecuencia de estos defectos aument6 con respecto a la
dosis (se triplicé a los 50Gy con respecto a los 25Gy). La frecuencia de los defectos
caracteristicos del segundo mecanismo descrito, se intensifico fuertemente a pocas horas de
almacén hasta alcanzar su punto maximo 24 horas post-irradiacion, seguido por un
decremento casi total a las 48 horas siguientes. Finalmente, los defectos observados de
disociacion lobular en neutrofilos fueron poco frecuentes a los 25Gy sin mostrar grandes
incrementos debidos al almacén, sin embargo a los 50Gy aumento6 la frecuencia de este

defecto morfoldgico hasta las 48 horas post-irradiacion (fig. 12).

En el mecanismo de pérdida de la integridad celular se observd que no existe diferencia
significativa entre la muestra control y la irradiada a 25Gy, sin embargo en las muestras
irradiadas a 50Gy este fenomeno predomina incluso a partir de las 24 horas post-

irradiacion.

38



a)Pérdida de la integridad celular

b) Fragmentacion Leucocitaria

z k|
2 =
= = 14
8 4
E 30 —4—Control {sin E 0 —4— Cantral {sin
‘E ;3 irradiar) ‘E " irradiar)
! "
i“ i - 25 Gy -] 6 =i 25Gy
2 £
g 10 E 4
E 5 4 v —d— 50 Gy g ——50Gy
T 0 T
g 5"
& 0 20 40 60 &0 B 20 a0 60 &0
Tiempo post-irradiacion (h) Dosis (Gy)
c)Disociacién en Neutrdfilos

K|

2 B

8 7 —#—Control (sin

o L

g 5 irradiar)

S,

E ]

¥4 —B-75Gy

.E 3

g

g 2

a 1 —4—50 Gy

o & a A

|£ 0 v v v

& o 20 40 80

Dosis (Gy)

Figura 12. Frecuencia de defectos morfologicos en 100 células.




En el caso del mecanismo de fragmentacion leucocitaria se encontré que tanto para la
muestras irradiadas a 25 como 50Gy se alcanzaron niveles elevados de ocurrencia a las
pocas horas post-irradiacion, siendo a las 24 horas el punto maximo, seguido por un
decaimiento a las 48 horas post-irradiacion hasta alcanzar estabilidad a partir de las 72
horas post-irradiacion. La aparicion del efecto de disociacion lobular en neutrofilos
incremento al poco tiempo post-irradiacion alcanzando su maxima expresion a las 24 horas
post-irradiacion para continuar disminuyendo a los 25Gy, sin embargo para los 50Gy este
defecto aumento a las pocas horas post-irradiacion alcanzando su punto maximo a las 48

horas post-irradiacion.

Por su parte, para evaluar la gravedad de la lesion celular debida a estos mecanismos
morfoldgicos radioinducidos, se estudio la expresion de la proteina p53 por medio de la

técnica inmunohistoquimica ABP.

4.2.3 Estabilidad Molecular en Linfocitos: Evidencia de Apoptosis

En nuestros resultados, en las muestras irradiadas a 25Gy se observo disminuida la
expresion del marcador de superficie CD3, por lo tanto la poblacién de células T habia
disminuido notablemente con respecto a la muestra control. Por otro lado, las células B se
expresaron moderadamente con respecto al control sin irradiar, pero mayoritariamente con
respecto a las células T a la misma dosis. El gen p53, para esta dosis, se expresod

fuertemente con una intensidad mayor al 30% (tabla IIT).

A los 50Gy no se observo la presencia del antigeno CD3, mientras que en los pocos
linfocitos que permanecian a esas dosis se mostraba la expresion del CD20 en una
intensidad de 10%, lo cual nos indic6 que los linfocitos sobrevivientes a elevadas dosis son
principalmente las células B. Finalmente el gen p53 se expresd fuertemente con una
intensidad mayor al 60% (tabla III). Estos resultados coinciden con datos de otros estudios

sobre lesion celular que demuestran que las células altamente radiosensibles
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Tabla III. Expresion de marcadores en linfocitarios post-irradiacion

I .
I .

I .
I .
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Morfologicamente se visualizaron las diferentes etapas de destruccion de las células
blancas por medio de la tincion Giemsa. A su vez, la IHQ nos permitié corroborar como
genéticamente la célula se habia programado para morir debido a la magnitud de la lesion

irreversible ocasionada en el ADN de la célula por la radiacion .
4.3 Calidad de la Sangre Irradiada

Del mismo modo, en nuestro estudio se demostrdé que las lesiones debidas a estos
mecanismos morfoldgicos radioinducidos se encuentran estrechamente relacionadas con la
pérdida de la homeostasis celular debida a los incremento de potasio intracelular.
Cualitativamente esto se manifestd con el aumento progresivo en las concentraciones de
potasio sérico (fig. 13), donde se observa que incluso en el control sin irradiar la
concentracion de potasio aumenta con respecto al tiempo de almacenaje. Sin embargo, en
las muestras irradiadas a 25 y 50Gy estas concentraciones se duplican y cuadruplican
respectivamente. En el recuadro que se muestra arriba de la figura se puede observar el
cambio temprano (2 y 4 horas post-irradiacion), donde se demuestra incrementos notables

en ambas dosis.

En las primeras 4 horas de almacenaje las concentraciones de potasio aumentan de forma
similar tanto para las muestras irradiadas a 25 y 50Gy como para el control sin irradiar. Sin
embargo, a partir de las 24 horas post-irradiacion, las concentraciones de potasio crecieron
en mas de 1 mmol/L en el caso de los 25Gy hasta alcanzar una concentraciéon promedio de
8.57mmol/L. En las muestras irradiadas a 50Gy se observd un incremento temprano mas
acelerado de las concentraciones de potasio con respecto a la muestra irradiada a 25Gy y a

la muestra control (tabla IV).
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Figura 13. Determinacion de Potasio sérico en muestras de sangre irradiada.
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Tabla I'V. Concentracion de Potasio sérico en sangre irradiada a 72 horas de almacén

a 4°C.

Tiempo Control sin

irradiar

post-irradiacion y (h)

4.19+0.543 4.31+0.53 4.39+0.52

4.30+0.56 4.45+0.49 4.70+£0.53

4.24+0.53 4.97+0.49 5.37+0.58

5.11+0.80 5.99+0.73 6.56+1.08

5.62+0.93 6.96+0.83 7.38%1.15

6.51+0.74 8.57+0.66 9.25+1.09

Valores promedios, + DE (desviacion estandar). Rango de referencia: 3.6-5.5mmol/L
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Estos incrementos de las concentraciones de potasio estan relacionados con el aumento en
la permeabilidad membranal y como consecuencia la fragmentacion citoplasmatica. Al ser
la célula mas permeable esta pierde el control tanto del flujo de los liquidos extracelulares
al interior como del intercambio catatonico de la bomba sodio-potasio, provocando influjo
pasivo de agua y un notable aumento de las concentraciones de algunos iones como el CI,
K', Na". El paso de potasio al interior de los leucocitos desde el plasma contribuye a que

ocurran los mecanismos morfologicos descritos inicialmente.

La permeabilidad membranal para cada i6n depende de que la membrana celular contenga
los canales apropiados y de que éstos estén abiertos en la situacion adecuada. Por otra parte,
algunos canales i6nicos son especificos, es decir, s6lo permiten el paso de una especie
i6nica o una especie fluye a través de ellos con mayor facilidad que otras. Otros canales, sin

embargo, permiten el paso de mas de una especie en proporcion semejante.

Para que el K+ pueda fluir libremente a través de la membrana es necesario que ésta,
ademas de ser permeable para este cation, también lo sea para su contraion o pareja ionica,
ya que ambos miembros de la pareja se atraen mutuamente por tener cargas eléctricas de
signos opuestos. La pareja idnica del K+ mas abundante en el liquido intracelular son

proteinas aniconicas (A-) que no pueden atravesar la membrana por su gran volumen.

Por ello, se produciria un proceso osmético, consistente en el paso de agua a través de la
membrana plasmatica hacia el interior de la célula, que aumentaria de volumen y diluiria
sus componentes. Las consecuencias serian catastroficas ya que se reduciria la probabilidad
de colision molecular, e incluso es posible que la célula llegara a reventar (proceso

conocido como lisis).
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5. CONCLUSIONES
Nuestros resultados muestran que:

1. Es posible establecer un manual de uso técnico con instrucciones acerca del proceso
de irradiacion. Ademas el Laboratorio de Fisica de Radiaciones de la Universidad
de Sonora se cuenta con el personal autorizado, la infraestructura, y el material

necesario para llevar a cado dicho procedimiento.

2. Los linfocitos inactivados por la radiacion, presentan caracteristicas electroquimicas

diferentes del resto de las células vivas, en especial una impedancia muy alta.

3. La estabilidad morfolégica leucocitaria se puede evaluar por medio de la tincion
Giemsa de muestras de sangre periférica. En este punto se observaron sorprendentes
efectos de destruccion morfoldgica leucocitaria radioinducidos que no se encuentran
reportados en la literatura cientifica. En nuestro estudio fueron descritos como: (1)
pérdida de la integridad celular en linfocitos a dosis de 3.21 a 10.29Gy, (2)
fragmentacion leucocitaria especialmente a los 20Gy, y (3) disociacion lobular en
neutrofilos a dosis de 50Gy y maés. Estos mecanismos ademds se encuentran

estrechamente vinculados con los aumentos de potasio intracelular.

4. La expresion de la proteina p53 incrementan significativamente en las muestras
irradiadas directamente proporcional a la dosis de irradiacion y el tiempo de
almacén. Esto se encuentra fuertemente relacionado con las lesiones morfologicas
radioinducidas en aquellas células con poca o nula probabilidad de reparacion. En el

caso del linfocito T la radiosensibilidad es mas grande con respecto a las células B.

5. La calidad de la sangre irradiada puede ser monitoreada determinando la
concentracion de Potasio sérico usando el Vitalab Selectra. Asi mismo, es
importante notar que la sangre irradiada a 25Gy excede la concentracion de potasio
limite considerada de referencia (3.6 — 5.5 mmol/L) a las 48 horas posteriores a su
almacén a 4°C, por lo cual si esta sangre es usada en medicina transfusional se
recomienda transfundirla con el minimo tiempo de almacenaje sin exceder estas 48

horas.



6. Finalmente, es posible establecer un protocolo de irradiacion de sangre humana para
el GC-220E que contengan aspectos técnicos del procedimiento, asi como el estudio

de la calidad y estabilidad del producto irradiado.
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7. APENDICES

7.1 Dosimetros termoluminisentes

Los dosimetros termoluminiscentes son substancias, como el fluoruro de litio (LiF) o el
fluoruro de calcio (CaF,), que al recibir radiacion muchos de los electrones producidos
quedan atrapados en niveles de energia de larga vida, generalmente debidos a defectos en la
red cristalina. Cuando posteriormente son calentados estos cristales, los electrones
atrapados vuelven a caer a sus estados originales, al mismo tiempo emitiendo luz (de alli el
nombre de termoluminiscencia). La cantidad de luz emitida es proporcional a la dosis

acumulada desde la ultima vez que se calent6. Se mide con un fotomultiplicador.

Estos dosimetros son de costo moderado, resistentes y pueden ser usados varias veces. Son
mas precisos que los de placa fotografica, pero se requiere de un equipo especial para

efectuar las lecturas, las cuales no son inmediatas.

7.2 Contador Geiger-Miiller

Un contador Geiger es un instrumento que permite medir la radiactividad de un objeto o
lugar. Esta formado por un tubo metalico herméticamente cerrado, en cuyo interior se ubica
un conductor aislado (filamento de tungsteno), en la misma direccion del eje del tubo. Ese
filamento es el anodo. El catodo es una capa fina de acero inoxidable que cubre la cara
interior del cilindro y que sirve de catodo. El catodo esta conectado a la tierra. En el interior
del tubo se encuentra el gas argon a una presion de 260 mmHg, mezclado con algunos

vapores organicos.

La alta tension entre el catodo y el anodo ocasiona en las cercanias del filamento un campo
eléctrico de gran intensidad. La tension debe elegirse de manera de que no se produzca
descarga espontanea. Una resistencia de 100 MW a 1000 W limita la corriente en caso de

producirse una descarga a través del gas enrarecido (fig. 14).



La descarga luminiscente que dentro de poco tiempo rodea el filamento anddico debe
producirse solamente a causa de la incidencia de particulas ionizadoras (alfa o beta) o rayos
gamma. La descarga origina la existencia de una corriente a través de la resistencia, lo que
provoca una caida de potencial entre sus extremos. Esto hace bajar la tension entre el
conductor central y las paredes del tubo de modo que la descarga cesa. A continuacion la
tension adquiere nuevamente su valor inicial. Después de transcurrido el tiempo necesario
para este proceso (tiempo muerto) el tubo se encuentra preparado para recibir nuevas

particulas.

7.3 Marcadores de Superficie en Linfocitos

Los linfocitos y otros leucocitos, asi como sus precursores hematopoyéticos, presentan
patrones caracteristicos de moléculas de superficie, que pueden ser aprovechadas como
marcadores para distinguir y caracterizar distintas poblaciones celulares. Esta
caracterizacion se realiza mediante anticuerpos monoclonales (AcMo); cada anticuerpo
monoclonal distingue un solo tipo de molécula, e incluso partes especificas y variantes de
cada tipo de molécula. La nomenclatura de estos anticuerpos se basa en los llamados
grupos de diferenciacion (CD, cluster of differentiation), los cuales consisten en todos los

AcMo que reconocen una determinada molécula de membrana leucocitaria.

Cada célula T o B tiene alrededor de 1x10° moléculas en su superficie. Las células B estan
cubiertas con CD19, CD20, CD21, CD35, CD40, y CD45, ademas de otras moléculas no
CD. Las cé¢lulas T tienen CD2, CD3, CD4, CD8, CD45R y otras moléculas no CD en su
superficie (fig.15).
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Figura 14. Modo de deteccion del Geiger-Miiller.
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Figura 15. Marcadores de superficie en linfocitos

NK: natural killers por sus siglas en inglés, asesinos naturales; T helper (T cooperadoras); T

supressore/cytotoxic (T supresoras/citotoxicas).
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El gran nimero de moléculas en la superficie de los linfocitos permite una variabilidad en
la forma de los receptores. Ellos son producidos en configuraciones aleatorias en sus
superficies. Hay alrededor de 1x10' receptores distintos diferentes estructuralmente.
Esencialmente, un antigeno puede unirse muy perfectamente con una muy pequeia

cantidad de linfocitos, quizas tan pocos como uno solo.

La union del antigeno a receptores especificos de las células T o B inducen las respuestas
efectoras en dos etapas. Primero, el antigeno es presentado a y reconocido por una célula T
o B lo que lleva al cebamiento o preparacion, activacion y diferenciacion, lo cual
normalmente ocurre dentro de compartimentos especializados del tejido linfoide. En
segundo lugar, la respuesta efectora tiene lugar debido a células T activadas que dejan el
tejido linfoide y vuelven al sitio de la enfermedad o debido a la liberacion de anticuerpos
por células B activadas (plasmocitos) a la sangre o los fluidos tisulares y, de este modo, a

los focos de infeccion.
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