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SINTESIS

La determinacion de la concentracion de acidos nucleicos es un indicador que
aporta datos importantes en la estimacién de dosis en situaciones de exposicion
accidental a las radiaciones ionizantes. Esta técnica desarrollada por primera vez
en Cuba consiste en una determinacion espectrofotométrica, rapida, econémica y

sencilla, facil de implementar en laboratorios convencionales.

En el sindrome agudo, la relacion dosis-efecto se evidencido a las 24 horas
posteriores a la irradiacion, y este efecto es medible por espacio de 21 dias. Los
valores de referencia obtenidos en poblacion cubana resultaron de utilidad para
el desarrollo de investigaciones del dafio biologico radioinducido en situaciones de
exposicion accidental. . El valor pronéstico de sobrevida al sindrome radiacional,
indicador temprano del restablecimiento del compromiso sistémico
hematopoyético, radico en la presencia de un pico abortivo observado entre el

décimo o quinceavo dias.

La experiencia con los nifios de Chernobyl, sugiere que la integridad cuantitativa
del indicador pudiera ser un evaluador de la capacidad de respuesta adaptativa en
el sindrome cronico, que mostré6 un comportamiento similar a otros indicadores

biolégicos novedosos, empleados en la misma muestra.

La metodologia descrita fue incluida en los protocolos del Manual de Asistencia a
Radioaccidentados de América Latina y del Organismo Internacional de Energia
Atémica (OIEA).
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1. INTRODUCCION
Antecedentes

Durante la ocurrencia de accidentes radiolégicos es importante determinar lo
antes posible la magnitud de las dosis que recibieron las personas afectadas. La
dosimetria bioldégica aporta frecuentemente criterios importantes en la
investigacion del accidente y consiste en la cuantificacion del dafio ocasionado
por las radiaciones ionizantes sobre las células del propio individuo. Dicho dafio
se compara con curvas dosis-respuestas de referencia realizadas in vitro o in
vivo, obteniéndose de esta forma criterios importantes en la investigacion del

accidente?.

El desarrollo de la dosimetria biolégica, se fundamenta en los efectos inducidos
por las radiaciones ionizantes en los seres vivos, constituyendo una medida del

grado de exposicion a las mismas? .

Los métodos citogenéticos reflejan exactamente las alteraciones bioldgicas
radioinducidas, pero no cumplen en su totalidad con los requerimientos del
dosimetro bioldgico ideal: simplicidad, precocidad, rapidez, estabilidad,
reproducibilidad, relacion dosis-respuesta, especificidad, sensibilidad vy

fiabilidad®.

El desarrollo de la dosimetria biolégica tiene gran importancia en la actualidad ya

que el riesgo de exposicion nuclear® o radiolégica sigue vigente , debido a la



posibilidad de fallas en reactores nucleares o accidentes en plantas de energia
y al naciente potencial de terrorismo utilizando dispositivos nucleares
improvisados (DNI), dispositivos de dispersion radiolégica (DDR), o dispositivos
de explosion radiologica (DR). La dosimetria citogenética, conocida como
“estandar de oro”, tiene su fuerza en su especificidad para radiaciones (IAEA

2001)°, pero tiene que cumplimentar requerimientos normativos descritos en:

U Manuales que establecen criterios de servicios de laboratorios en
dosimetria citogenética” (ISO 2004) La ISO (International Organization for
Standarization) editd recientemente la norma 19238:2004 “Criterio de
desempefo para los laboratorios que realizan dosimetria biologica
mediante técnicas citogenéticas” cuyo objetivo es proveer los criterios de
garantia de calidad y control de calidad, evaluacion del desempefio y la
acreditacion de la dosimetria biolégica para los laboratorios de servicio
de dosimetria citogenética®. El laboratorio de dosimetria biolégica de la

ARN ha participado en la discusién y votacion de esta norma.

U “Criterios de servicios para accidentes masivos” en cuanto a estandares

y ademas cumplir con la norma (ISO 21243 del 2008)’

Los nuevos tipos de exposicion radiolégica o nuclear (DDI, DDR, DER) crean la
necesidad de desarrollar en la dosimetria bioldégica técnicas de respuestas
rapidas, evaluativas y precisas, que identifiquen y clasifiguen dafios, dando

enfoques acertados en cuanto a tratamientos.



(Martin et al 2007)%, propone automatizar el servicio citogenético con
seguimientos electronicos de las muestras para aumentar la eficiencia, la
velocidad y el rendimiento. Este proceder reduce al minimo los errores de
transcripcion de datos, por lo que sin lugar a dudas su implementacion
representa una contribuciéon importante para la aplicacion de este tipo de

indicadores.

El reconocimiento de las limitaciones de los indicadores citogenéticos condiciona
la necesidad de incursionar en la busqueda de una dosimetria de respuesta

rapida que permita dar un enfoque acertado en cuanto al proceder terapéutico.

Bertho® , Giovanetti’® y Blakely™ representan estas nuevas tendencias que
integran la dosimetria fisica con otros marcadores bioldgicos y sugieren cual es
la respuesta radioinducida en el caso de exposicion. Estos autores implementan

el siguiente esquema:

1. Signos y Sintomas clinicos.

2. Respuesta hematopoyeética.

3. Quimica clinica de rutina.

4. Muestreo para la dosimetria citogenética.

5. Muestreo de biomarcadores de respuesta rapida complementada con la

biodosimetria molecular (analisis rapido de los acidos nucleicos).



Se necesita un enfoque multiparamétrico que combine la dosimetria fisica con
la citogenética y garantice de esta manera, la adecuada seleccion del indicador

genético’>*3,

Sin embargo, la biodosimetria molecular resulta Gtil en caso de accidente
radiologico masivo por la rapidez de la respuesta y su amplia sensibilidad

radiobioldgica que abarca tanto los dafios ligeros, moderados como los severos.

Como técnica de biodosimetria molecular, la determinacion de la variacidén
porcentual de la concentracién de &cidos nucleicos en leucocitos de sangre

periférica*® cumple con los requerimientos del dosimetro biolégico ideal®.

La aplicacion o utilizacion en individuos sobreexpuestos requiere del estudio de

los valores de referencia en poblacién sana**°.

Se ha mostrado que la variacion porcentual de los &cidos nucleicos
leucocitarios®’ en relacién con el valor de base o rangos de referencias, es el
mismo en animales de experimentacion y en humanos, resultando facilmente

extrapolables los resultados en ambas poblaciones*®.

La utilidad de esta técnica radica en que el efecto biolégico, provocado por la
exposicién se manifiesta en un periodo largo (1, 3, 7, 10 ,14 y 21 dias),
desapareciendo el efecto en dias posteriores®®. La variacién porcentual de la

concentracion de los &cidos nucleicos es util en todo tipo de radiaciones



ionizantes y no ionizantes, con una relacion dosis-respuesta en rangos que van

desde 0,1 Gy hasta dosis de 8 Gy®.

La curva dosis- efecto®® obtenida en animales de experimentacién, evidencia un
marcado descenso de la concentracion de los acidos nucleicos en relacion con
el aumento de la dosis de exposicion, mostrando una tendencia lineal
decreciente, que comienza a manifestarse a las 24 horas, siendo mas marcada
alas 72, pero la recta de mejor ajuste se logra con los puntos tomados a las 24
horas. En caso de sobrevida, este parametro, los dias 7 y 10, experimenta un
incremento brusco (por encima del valor de base o rango de referencia), lo cual
tiene un valor prondstico de gran utilidad y que fue constatado en estudios
realizados en animales de experimentacion a diferentes dosis *'. Estos efectos
biologicos originados por la exposicion a las radiaciones ionizantes han sido

22,23

ampliamente documentados y resultan de la interaccion de las radiaciones

con las macromoléculas biologicas como por ejemplo, los acidos nucleicos.

Segln investigaciones epidemioldgicas®* realizadas, las radiaciones ionizantes
pueden inducir mutaciones somaticas e incrementar la frecuencia de aparicion

de muchos tipos de tumores®?

, asi como generar un gran numero de dafos
estructurales en la molécula de DNA, entre los que se destacan: modificaciones
de bases, rupturas de enlaces fosfodiéster de la hélice, uniones covalentes intra
e intercatenarias entre bases y proteinas. Muchas de estas alteraciones estan

directamente implicadas en eventos mutacionales y recombinogénicos y se les

atribuye un papel determinante en la génesis de los procesos carcinogénicos y

5



de envejecimiento celular, por lo que la busqueda de técnicas diagnosticas para

la estimacion de la dosis y la evaluacion del dafio para exposiciones agudas o

crénicas sigue siendo un tema de relevancia cientifica®’.

Limitaciones asociadas al estado actual

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, las limitaciones del estado del arte

gue seran abordadas en esta tesis se fundamentan en:

1.

La escasa disponibilidad de datos validados que permitan aplicar la
cuantificacion de los &cidos nucleicos leucocitarios como marcador
biodosimétrico de respuesta rapida en caso de dafio biolégico inducido por

las radiaciones ionizantes en sujetos sobre-expuestos.

La no existencia de rangos de referencia de los &cidos nucleicos
leucocitarios para la poblaciéon cubana que puedan aplicarse a situaciones
de exposicidon accidental a partir de datos obtenidos en modelos animales de

experimentacion.

La limitada disponibilidad de resultados que muestren el valor de los acidos

nucleicos leucocitarios en las exposiciones accidentales.



Problema de I nvestigacion

Carencia de una metodologia biodosimétrica validada de respuesta rapida
basada en la cuantificacion de los acidos nucleicos leucocitarios aplicable a

situaciones de exposicion accidental a las radiaciones ionizantes.

Objetivo General

Desarrollar una metodologia biodosimétrica de respuesta rapida basada en la
cuantificacion de los acidos nucleicos leucocitarios aplicable a situaciones de

exposicién accidental a las radiaciones ionizantes.
1.11. Objetivos especificos

1. Validar el dafio biolégico radioinducido en modelos de animales de
experimentacion irradiados con el gammatron Rokus a diferentes dosis a
partir de la cuantificacion de los acidos nucleicos leucocitarios.

2. Determinar el rango de referencia de los acidos nucleicos leucocitarios en
sujetos sanos seleccionados de la poblacién cubana aplicable a situaciones
de sobre-exposicion a las radiaciones ionizantes.

3. Establecer el valor pronéstico evolutivo de los &cidos nucleicos en el
sindrome agudo en pacientes sometidos a trasplante de médula ésea.

4. Evaluar la capacidad de respuesta adaptativa en el sindrome crénico
mediante la integridad de los valores cuantitativos de los acidos nucleicos a

partir de la experiencia con los nifios de Chernobyl.



Hipotesisdela lnvestigacion

La cuantificacion de los acidos nucleicos leucocitarios en sangre periférica
permite la clasificacion del dafio bioldgico radioinducido y establecer el
prondstico evolutivo en las exposiciones agudas, asi como evaluar la capacidad

de respuesta adaptativa en las exposiciones cronicas.

Materialesy M éodos

Como materiales de investigacion se emplearon modelos animales conformados
por ratas Wistar producidas por el Centro de Produccion de Animales de
Laboratorio (CENPALAB) para modelar las diferentes condiciones de irradiacion.
Se emplearon cajas de plexiglas de 3 plazas para la inmovilizacion de las ratas
durante el tiempo de irradiacion. Las ratas se irradiaron con el gammatrén
Rokus instalado en el Instituto de Oncologia y Radiobiologia (INOR) empleando

los siguientes parametros:
Distancia fuente superficie de la caja: 60 centimetros

Abertura de los colimadores: 22 x 26 centimetros.
Potencia de dosis en tejido: 1,58X 10 2 Gy/seg.
Las dosis impartidas a los animales se verificaron mediante el uso de una

camara de ionizacién adecuadamente calibrada en el Laboratorio Secundario del

Centro de Proteccion e Higiene de las Radiaciones (CPHR).



Se seleccionaron sujetos sanos que requieren con periodicidad de examen
medico de control de salud, con criterios clinico-humorales para la determinacion
de cifras de referencia en poblacion sana. A los sujetos seleccionados se les
solicitd el consentimiento informado, para afiadirle a la bateria de

complementarios la determinacion de acidos nucleicos leucocitarios.

Se seleccionaron pacientes del Servicio de Hematologia del Hospital “Hermanos
Ameijeiras” que serian sometidos a trasplante de meédula ésea y nifios
provenientes de las areas afectadas por el accidente de Chernobyl, Ucrania. A

todos se les solicitd consentimiento informado.

Para las determinaciones en sangre periférica se empled el equipo de
hematologia KX21 y para la bioquimica clinica se empleé el equipo

automatizado Hitachi 704, ambos de la firma Roche.

La lectura espectrofotométrica de los acidos nucleicos se realizd6 en un

espectrofotometro de la firma Pye UNICAM.

Se utilizé una fuente de Co-60 con tasa de dosis de 0,08 Gy/min para irradiar a

los pacientes sometidos a trasplante de la médula 6sea.

Los métodos generales empleados para desarrollar esta investigacion fueron
los métodos histéricos-l6gicos y analisis-sintesis para el estudio exploratorio de

la situacion actual del objeto de investigacion en base a la informacién cientifica
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publicada (revisibn y actualizacion bibliografica). Se utiliz6 el método
hipotético-deductivo para identificar el problema cientifico sobre la base del

estudio exploratorio realizado del objeto de investigacion.

Se utilizaron métodos estadisticos descriptivos que se seleccionaron de

acuerdo con los grupos estudiados. Estos métodos fueron los siguientes:

Prueba de medias pareadas para comparar si existen diferencias

significativas entre los grupos estudiados.

Método de los percentiles para la definicion de rangos de referencia en los

grupos estudiados.

Método de correlacion de Pearson para la correlacion entre variables de los

grupos estudiados.

Método de Spearman que permite clasificar los datos segun la
homogeneidad de las variables de las dinamicas temporales en los grupos
estudiados, para variable homogénea permite realizar gréficos punto a punto

y para las variables dispersas permite determinar la tendencia.

Método de minimos cuadrados para ajustar la recta de regresion lineal de

concentracion porcentual de acidos nucleicos vs dosis.

Se emplearon métodos especificos para solucionar el problema cientifico

planteado: Los métodos empleados fueron los siguientes:

10



Método de Kryskii y Alexndrov que permite determinar la concentracion de

los &cidos nucleicos mediante una técnica espectrofotométrica ™.

Método para la determinacion de la bioquimica sanguinea automatizada

mediante el empleo de juegos de reactivos de la firma Roche.

Método para la determinacion de la hematologia clinica con diferencial

empleando el Contador de Células Sanguineas KX21 de la firma Roche.

Método para la determinacion de radicales libres de Jentzsch Axel M., Heint

Bachmann, Peter Forst,and Hans K. Biessalski 2.

Método espectrofotométrico para la determinacion de la capacidad

antioxidante®.

Método de planificacion de dosis corporal en animales de experimentacion

empleando el Gammatron Rokus.

Método de planificacion de dosis corporal en pacientes con proteccion
pulmonar mediante Teleterapia con Co-60 segun protocolo del Servicio de

Radioterapia del Hospital “Hermanos Ameijeiras”.

Método de clasificacion de acuerdo con los niveles de contaminacion
superficial por Cs-137 segun UNSCEAR aplicado a los nifios de Chernobyl

segun la localidad de procedencia®>®!,

11



Beneficios esper ados

Contar por primera vez en el pais con una metodologia biodosimétrica de
respuesta rapida, sencilla y aplicable en laboratorios convencionales basada en
la cuantificacion de los acidos nucleicos leucocitarios, que pueda aplicarse a

situaciones de sobre-exposicion a las radiaciones ionizantes.

Limites del alcance delainvestigacion

La técnica de cuantificacion de los acidos nucleicos no permite establecer si el
dafio ocasionado por la exposicién a las radiaciones ionizantes es directo o
indirecto, si existieron errores o no durante la sintesis del acido ribonucleico, y
por tanto no se pronostica si existiran o no mutaciones derivadas de las mismas.
El estudio de las mutaciones inducidas por exposicion a las radiaciones

ionizantes no es objeto de estudio en este trabajo.

Esta investigacion limita su alcance al estudio de las curvas dosis-efecto para
radiaciones gamma solamente. Otros tipos de radiaciones no forman parte del

objeto de estudio de esta tesis.

12



2. DESARROLLO

Biodosimetria molecular aplicable a situaciones de exposicion

accidental a lasradiacionesionizantes

2.1.1. Valoracion del contexto local, nacional y mundial

El objetivo de este capitulo es hacer una evaluacion del estado actual de los
aspectos biodosimétricos aplicables a sujetos expuestos a radiaciones
ionizantes y su impacto en la radiobiologia, a partir de estudios publicados por la
comunidad cientifica internacional y el propio autor que permitan dar una vision

integral de la importancia®° del desarrollo de este tema.

La utilizacion creciente de las radiaciones ionizantes y de la energia nuclear en
diversos sectores como son medicina e industria, aporta un riesgo adicional para
la ocurrencia de accidentes radiologicos. Por otro lado si la respuesta a esos
sucesos no es adecuada (prevencion secundaria), las consecuencias médicas,

humanas, sociales, econdémicas y financieras pueden ser alin mas acentuadas.

Un antecedente muy importante considerado para desarrollar dosimetros
biologicos de respuesta rapida y efectiva en la region de nuestro pais, America
Latina y el Caribe fue la no existencia de indicadores de este tipo para
diagnéstico, evaluacion y tratamiento del expuesto a radiaciones, de manera

inmediata.
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Debemos afadir que las personas expuestas en muchos casos no poseen
dosimetros fisicos, y esto conllevdé a la comunidad cientifica en el contexto
nacional, regional e internacional, a utilizar las alteraciones metabdlicas y
estructurales producidas en las células, (fundamentalmente en los acidos
nucleicos), los tejidos o en el organismo en general de las personas irradiadas,

en funcion de estimacion y clasificacion del dafio radiacional,

En el 1985 se cred el CPHR, como institucion rectora en materia de seguridad

radiolégica y nuclear en el pais.

En sus instalaciones se comienzan a desarrollar investigaciones en el campo de
la radiobiologia y se disefia y organiza un conjunto de estudios para el desarrollo
de la dosimetria biologica. Los objetivos iniciales trazados para esta actividad
fueron: introduccidon de la dosimetria citogenética y asimilar indicadores
bioquimicos de respuesta rapida Utiles para evaluar exposiciones accidentales a
radiaciones ionizantes que no fueran rutinarios en hospitales del pais,
introduciendo indicadores especificos, para el desarrollo de esta linea

investigativa.

Se tomaron experiencias mediante convenios e intercambios con paises de
Ameérica Latina, representada por la Autoridad Reguladora de Buenos Aires que
tenia un potencial desarrollo en radipatologia clinica y en inicios se trabajé con

dicha institucion en indicadores citogenéticos*>**,

14



Se incluyé el desarrollo de la linea indicadores bioquimicos de respuesta rapida
mediante convenios con instituciones de Alemania y Bulgaria, que fueron paises
gue empleaban instrumentos de medicion existentes en nuestros laboratorios
convencionales. De esta manera, se incorporaron a la linea : alfa-amilasa,
indice creatina/creatinina, taurina y acidos nucleicos leucocitarios, siendo este
altimo el que mejor resultado aportd por su aplicabilidad tanto a exposiciones
cronicas como agudas, amplia sensibilidad radiobiologica vy la larga
permanencia dosis-efecto que pudiera aplicarse a cualquier trasmision lineal de
energia. Los autores Krittskii y Alexandrov, Minkova M., y Tenchova B,
desarrollaron profundamente este indicador, en investigaciones vinculadas a la

sintesis de radioprotectores en experimentacion animal.

En nuestro ambito se desarroll6 primero en experimentaciéon animal lo que
permitid validar los resultados en humanos con la finalidad de aplicar sus
cualidades potenciales en exposiciones accidentales, cumpliendo asi

recomendaciones dictadas ademas por la OMS y la UNSCEAR?

2.1.2. Estado actual del conocimiento del problema deinvestigacion
Efectos biol 6gicos causados por exposicidon a las radiacionesionizantes

Aunque los seres humanos®® hemos evolucionado en un ambiente de

radiaciones ionizantes, al que contribuyen los rayos césmicos, el radon y otros

15



radionucleidos terrestres, los efectos nocivos de las radiaciones ionizantes no

fueron conocidos hasta el desarrollo de las fuentes fabricadas por el hombre

Descubrimiento de los rayos X: La era de las radiaciones comienza en 1895,
cuando Roentgen anunci6 el descubrimiento de “un nuevo tipo de rayos” que
podia penetrar el cuerpo humano y mostrar huesos fracturados. La primera

radiografia fue tomada a su esposa, en enero de 1896.

Descubrimiento de la radiactividad natural del uranio: Antoine Henri Becquerel
descubrio la radiactividad natural del uranio (1896), por lo que compartio el
Premio Nobel de Fisica con Marie y Pierre Curie en 1903. En 1901, se reporto el
primer efecto nocivo de la radiacion: una grave quemadura atribuida al vial de
radio, obtenido por Madame Curie, y transportado en el bolsillo del chaleco de

Becquerel.

Primeros reportes de los efectos nocivos de la radiacion:

* En 1902 se reporta el primer cancer de piel inducido por la radiacion en la

mano de un radiélogo.

* La primera leucemia radioinducida fue descripta en 1911.

* En la década de 1920, varios casos de cancer de hueso fueron asociados con
la ingestion de grandes cantidades de radio por mujeres que pintaban esferas de

relojes de pulsera y pared.
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* En los 1930s, Thorotrast, una solucion coloidal de dioxido de torio, fue
comunmente utilizada como un agente de contraste para diagnostico,
particularmente para angiografia cerebral. Thorotrast permanece en el
organismo, se acumula en higado provocando el desarrollo de cancer de higado

y leucemia.

* Los primeros reportes de excesos de leucemias entre los radidlogos
aparecieron en los afios 1940s y excesos de cancer atribuibles a irradiacion

meédica fueron reportados en estudios analiticos en los afios1950s.

Segun los conocimientos actuales, menos del 5% de los canceres podrian tener
relacion directa con la exposicion laboral. Las pruebas obtenidas en numerosos
estudios, tanto experimentales, como clinicos, indican que una gran proporcion
de los canceres humanos se asocian a los habitos de consumo de alimentos,

bebidas y tabaco.

En la actualidad no hay un Unico mecanismo que expligue adecuadamente la
manera en que se desarrolla un tumor. Sin embargo, existe un consenso
generalizado respecto a que ciertos canceres evolucionan a partir de la

clonacion de una unica célula genéticamente modificada.

En la causa y desarrollo del cancer parecen intervenir una serie de pasos
esenciales, clasicamente conocidos como las etapas de iniciacion, promocion y

progresion.
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La conversion neoplasica se inicia con la alteracion del ADN cromosémico en
una unica célula, alteracion que se deberia a la agresion directa provocada por
una forma reactiva del cancerigeno o a una agresion indirecta, a través de la

generacion de radicales hidroxilo.
Los agentes carcindgenos pueden ser de naturaleza:

Quimica (Entre ellos se incluyen las especies reactivas del oxigeno o

radicales libres, como el radical hidroxilo, entre otros.

Fisica (radiaciones ionizantes, no ionizantes y la radiacion UV)

Biologica (ciertos virus oncogenicos)

La mayoria de los cancerigenos humanos son genotoxicos. Por lo tanto, cuando
se establece que un determinado agente es genotoxico, se esta indicando un
riesgo potencial de cancer para el hombre, siempre que la dosificacion y la

cronicidad de la exposicion sean las apropiadas.

Se ha demostrado que ciertos productos quimicos y la radiacion ionizante, asi
como los factores relacionados con los habitos de vida, interaccionan con el
Acido Desoxirribonucleico (ADN) contenido en los cromosomas, y que esta

reaccion puede tener importantes consecuencias funcionales.
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Otros productos, que no interaccionan con el ADN -agentes promotores, no
genotoxicos- ejercen un efecto “catalizador” de la induccion del cancer,

facilitando ciertos mecanismos o efectos epigenéticos.

Todas las moléculas y macromoléculas que constituyen la materia viva son
susceptibles de ser ionizadas y provocar con esto algun tipo de efecto bioldgico.
Una molécula de gran relevancia, por su abundancia en la composicién de los
seres Vivos es el agua y entre las macromoléculas, el acido desoxirribonucleico
(ADN) por su caracter de portador de la informacién genética codificada (un
triplete de nucledtidos por cada aminoacido de la proteina codificada) para

comandar las funciones de mantenimiento vital y reproduccién celular?.

Las macromoléculas restantes, (proteinas, lipidos e hidratos de carbono)
pueden sufrir ionizacion y provocar algun tipo de dafio biolégico, aunque

centraremos nuestra atencion en el ADN.
M ecanismos de accién directos eindirectos

Las particulas cargadas eléctricamente, tales como las particulas alfa y beta,
pueden ionizar directamente los atomos del material con el que interactian y se

denominan "radiaciones directamente ionizantes”,

Las radiaciones electromagnéticas y los haces de neutrones, que no poseen
carga eléctrica, al interactuar con la materia liberan particulas cargadas
(electrones) que son las que a su vez ionizan a los atomos del material biol6gico.
A estas radiaciones se les denomina "indirectamente ionizantes”.
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EFECTO INDIRECTO
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Figura 1. Efectos directos e indirectos de las radiaciones ionizantes

La Fig. 1 muestra el efecto directo cuando las radiaciones ionizantes acttan
directamente sobre el DNA y el efecto indirecto, cuando sobre el DNA actuan
los radicales producidos durante la radidlisis del agua. En ambos casos puede

producirse alguno o varios de los siguientes efectos 232°;

1- Ruptura de cadenas (centraremos la atencion sobre este efecto): La ruptura
puede producirse en una cadena, o en las dos de la doble hélice, en general

en la unién fosfodiéster.

2- Alteracion de las bases: Pueden ser destruidas, produciéndose la pérdida, o
modificadas, conduciendo a una sustitucion. Cualquiera de estos hechos
acarrea la alteracion de la secuencia normal de nucleétidos en un gen que

pasara a codificar una proteina diferente (o directamente no se expresara).
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3- Alteracion de los azucares: La oxidacion de los azucares puede conducir a

su desprendimiento, acompafnado de la liberacion de la base unida a él.

4- Formacion de puentes: El efecto indirecto tal como se muestra en la Fig.1,
aparece mediante la accion de las radiaciones ionizantes sobre el agua,
ocasionando una radidlisis, la que trae aparejada la formacién de especies
reactivas del oxigeno o formacion de radicales libres, los cuales interactian

sin necesidad de energia de activacion, por lo que son altamente reactivos.

Los radicales libres R- son especies quimicas con electrones desapareados en
su orbital externo por lo cual presentan una alta reactividad quimica (gran
tendencia a “secuestrar’ e-). Su vida media es muy corta y no s6lo son el
resultado de factores exdgenos (como la radiacién) sino que resultan de los
procesos celulares fisiologicos. La célula cuenta con mecanismos (enzimaticos y

no enzimaticos) para eliminar los radicales libres producidos.

La serie de eventos desencadenados por la radidlisis del agua puede resumirse:

Radiacion:

H,O—HO+ + e

H 20+ + H, O—>H3++ OH-

H, O + e-—H- + OH-

21



OH-+OH-—H,0,

e + H,O—e- ag (electrén acuoso)

En sistemas aerobios:

02 + e-aq —0,

H- + O, - HO>-

El efecto mas toxico estara generado por el radical hidroxilo (OH.)

TH+ OH- —»T- + H,O

En resumen el balance entre dafios y reparacion puede tener 3 posibles
resultados: la célula sobrevive inalterada (reparacion completa y correcta),
muere con mayor probabilidad al entrar en division (no reparacion o reparacion
incorrecta) o sobrevive transformada (reparacion incorrecta que conserva
“mutaciones” o cambios en un sentido amplio que son compatibles con la vida y

la divisién celular) 232,

Efectos deter ministicos de las radiaciones ionizantes

La mayoria de los 6rganos vy tejidos del cuerpo no ve afectada su funcionalidad
por la muerte de un escaso numero de células pero, si la pérdida es lo
suficientemente elevada se producira un dafio susceptible de ser observado. La
probabilidad de que se produzcan tales efectos es nula a dosis pequefias, pero
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por encima de un determinado nivel de dosis denominado umbral aumenta su

frecuencia y severidad.

100 —— "
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Figura 2. Efectos deterministicos asociados a situaciones patologicas

Tal como se ha visto, los cambios iniciales a nivel molecular y celular se
producen esencialmente de forma aleatoria, pero el hecho de que se requiera un
namero minimo de células afectadas que implique un dafio clinicamente
observable, le confiere a este tipo de efectos un caracter deterministico. Con
dosis inferiores al umbral, pueden tener lugar efectos sub-clinicos que no

implican afectacion de la funcionalidad del tejido en cuestion.

La frecuencia y severidad de un efecto deterministico caracterizado por una
determinada condicion patolégica, aumenta en funcion de la dosis en una
poblacion de individuos con variada sensibilidad. Los individuos que presentan

una mayor radiosensibilidad pueden manifestar un efecto dado con dosis
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menores que las necesarias para producir el mismo efecto en individuos menos

radiosensibles® 2 2027,

Los efectos deterministicos pueden ser tempranos o tardios. El tiempo post-
irradiacion a partir del cual se puede detectar un efecto deterministico depende,
entre otros factores, de la cinética de proliferacion del tejido irradiado. Los tejidos
de renovacion rapida como la médula 6sea y la epidermis manifiestan el dafo a
corto plazo (dias, semanas). Los tejidos de renovacion lenta como el tejido
conectivo y el vascular, evidencian clinicamente el dafio radioinducido en forma

tardia (meses o afios después de la irradiacion).

Estos efectos pueden ocurrir como consecuencia de una irradiacion externa o
interna, instantanea o prolongada, sobre todo el cuerpo o parte de él (global,
parcial o localizada), provocando la muerte de una cantidad de células tal, que
no pueda ser compensada por la proliferacion de células viables. La pérdida

resultante de células puede comprometer la funcién de un érgano o tejido 2.

Efectos estocasticos de las radiacionesionizantes

24 (“mutaciones” en su sentido mas

Cuando existen modificaciones celulares
amplio) compatibles con la supervivencia de la célula modificada, se expresan

en los llamados efectos estocasticos.

Si la célula modificada pertenece a la estirpe germinal, el efecto sera observable

en los descendientes: y estos son los efectos estocasticos hereditarios.
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Si la modificacion se produce en una célula somatica constituye una
transformacion neoplasica y la progenie derivada de esta célula constituird un
clon que puede conducir al cancer como efecto estocastico somatico, en el
mismo individuo. Los efectos estocasticos (que conservan su aleatoriedad
original dado que son expresion de lo sucedido a “una sola célula”), se
caracterizan por la ausencia de umbral, tiene un largo periodo de latencia (caso
de los efectos hereditarios) y probabilidad de ocurrencia en afios, antes de que

se exprese el cancer, 0 en las generaciones posteriores.

Sindrome agudo por exposicion alasradiacionesionozantes (SAR)

2324 (SAR), al conjunto de sintomas

Se define como sindrome agudo de radiacién
y signos consecutivos a una irradiacion de todo el cuerpo, cuya severidad
depende de la magnitud de la dosis absorbida y de su distribucién temporo-
espacial. El SAR es una manifestacion del tipo deterministico, esto es,

solamente se desarrolla si se alcanza un cierto umbral de dosis. Para

exposiciones agudas y Unicas, este umbral se encuentra entre 0,8 y 1 Gy.

El Sindrome Agudo de Radiacion (SAR) tiene diferentes manifestaciones

clinicas en dependencia de la dosis recibida:

Hematopoyética: para dosis comprendidas entre 1-10 Gy

Gastrointestinal: dosis entre 10-20 Gy

Neurovascular: con dosis superiores a los 20 Gy.
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A su vez, cada una de estas 3 formas del SAR evoluciona clinicamente en 4

fases sucesivas: Prodromal, .Latencia, Critica o de Estado y Recuperacion o

Muerte.

Tanto la severidad como la cronologia de aparicion de las manifestaciones

clinicas del SAR dependen de la dosis y se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Manifestaciones clinicas en relacion con las dosis.

Dosis en Gy. Manifestaciones Clinicas

0.25 Gy No hay manifestaciones clinicas solo puede detectarse un
aumento en la frecuencia de aberraciones cromosoémicas, en
los linfocitos, pérdida de acidos nucleicos en un 10% a 20 %

0.25alGy Sin sintomas o0 nauseas transitorias, disminucion de linfocitos
acompafiada en ocasiones con reduccién leve en el nimero de
plaguetas. En algunos pacientes cambios en el
Electroencefalograma. Tratamiento sintomatico con vigilancia
médica. Pérdida de &cidos nucleicos entre 20% y 30%.

la2Gy Grado leve de la forma hematopoyética del SAR,
presentandose nauseas y vomitos en las 1" horas. Entre las
6 y 8 semanas hay una discreta disminucién del nimero de
neutrofilos y plaquetas que no compromete el prondéstico vital.
Hay recuperacion sin tratamiento acompafiada de seguimiento
hematologico. Pérdida de acidos nucleicos: 30%-50%

2a4 Gy Grado moderado de la forma hematopoyética del SAR,

presentandose nauseas y vomitos entre las 2 horas posterior

al incidente..Entre las 3 y 4 semanas hay la disminuciéon mas

baja del nimero de neutrofilos que se acompafian de fiebre y

hemorragia. Estos pacientes se pueden recuperar. Perdida de
acidos nucleicos: 30%-50%.

4a6Gy Grado severo de la forma hematopoyética, presentandose
nauseas y vémitos entre las 0.5 al hora posterior al incidente.
Entre las 2 y 3 semanas hay la disminucion mas baja del
namero de neutréfilos que se acomparfian de fiebre y eritema
en piel y mucosas y persisten 2 semanas. Estos pacientes se
pueden recuperar con tratamiento de sostén. Perdida de los
acidos nucleicos :50% - 70%
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6 al0 Gy Grado extremadamente severo de la forma hematopoyética,
presentandose diarrea en 1 o 2 horas. Los niveles méas bajos
del nimero de neutrdéfilos y plaquetas se detectan entre los
10 y 14 dias. Sin el tratamiento correspondiente la mortalidad

alcanza el 100%. Si la terapia es apropiada una fraccién de los
sobreexpuestos se puede recuperar. La mortalidad esta dada
por la grave insuficiencia hematopoyética y lesiones en otros

organos tales como el tracto gastro- intestinal y el pulmon.
Pérdida de acidos nucleicos mayor al 70%.

Sindrome cronico por exposicion a lasradiacionesionizantes

El sindrome crénico® por radiacién ionizante, es una manifestacién del tipo
estocastico, esto es, se desarrolla sin umbral de dosis, en exposiciones cronicas,
a lo largo del tiempo con un largo periodo de latencia y sin manifestaciones

clinicas.

Las personas estan expuestas a la radiacion natural a diario. La radiacion
natural proviene de muchas fuentes, como los mas de 60 materiales radiactivos
naturales presentes en el suelo, el agua y el aire. El radén es un gas natural que
emana de las rocas y la tierra y es la principal fuente de radiacion natural.
Diariamente inhalamos e ingerimos radionuclidos presentes en el aire, los

alimentos y el agua.

Asimismo, estamos expuestos a la radiacion natural de los rayos cosmicos,
especialmente a gran altura. Por término medio, el 80% de la dosis anual de
radiacion de fondo que recibe una persona procede de fuentes de radiaciones

naturales, terrestres y césmicas. Los niveles de la radiacion de fondo varian
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debido a diferencias geoldgicas. En determinadas zonas la exposicion puede ser

mas de 200 veces mayor que la media mundial.

La exposicion humana a la radiacion proviene también de fuentes artificiales que
van desde la generacion de energia nuclear hasta el uso médico de la radiacion
para fines diagnésticos o terapéuticos. Hoy dia, las fuentes artificiales mas
comunes de radiacion ionizante son los aparatos de rayos X, radiofarmacos y

otros dispositivos médicos®* %.

Tipos de exposicion.

La exposicion a la radiacion puede ser interna o externa, y puede tener lugar por

diferentes vias.

La exposicion interna a la radiacion ionizante se produce cuando un
radionuclido es inhalado, ingerido o entra de algin otro modo en el torrente
sanguineo (por ejemplo, inyecciones o heridas). La exposicion interna cesa
cuando el radiondclido se elimina del cuerpo, ya sea espontaneamente (por

ejemplo, en los excrementos) o gracias a un tratamiento.

La contaminacion externa se puede producir cuando el material radiactivo
presente en el aire (polvo, liquidos, aerosoles) se deposita sobre la piel o la
ropa. Generalmente, este tipo de material radiactivo puede eliminarse del

organismo por simple lavado.
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La exposicion a la radiacion ionizante también puede resultar de la irradiacion
externa (por ejemplo, la exposicion médica a los rayos X). La irradiacion externa
se detiene cuando la fuente de radiacion esta blindada o la persona sale del

campo de irradiacion.

Efectos de las radiaciones ionizantes en la salud

El dafio que causa la radiacion en los érganos y tejidos depende de la dosis
recibida, o dosis absorbida, que se expresa en una unidad llamada gray (Gy). El
dafio que puede producir una dosis absorbida depende del tipo de radiacion y de

la sensibilidad de los diferentes 6rganos y tejidos?>%33°,

El sievert (Sv) es una unidad de dosis de radiacion ponderada, también llamada
dosis efectiva. Es una manera de medir la radiacion ionizante en términos de su
potencial para causar dafo. El sievert tiene en cuenta el tipo de radiacion y la
sensibilidad de los tejidos y 6rganos. El sievert es una unidad muy grande, por lo
gue resulta mas practico utilizar unidades menores, como el milisievert (mSv) o
el microsievert (uSv). Ademas de utilizarse para medir la cantidad de radiacion
(dosis), también es util para expresar la velocidad a la que se entrega esta dosis

(tasa de dosis), por ejemplo en pSv/hora o mSv/afo.

Mas alla de ciertos umbrales, la radiacion puede afectar el funcionamiento de
organos Yy tejidos, y producir efectos agudos tales como enrojecimiento de la
piel, caida del cabello, quemaduras por radiacion o sindrome de irradiacion

aguda. Estos efectos son mas intensos con dosis mas altas y mayores tasas de
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dosis. Por ejemplo, la dosis subliminar para el sindrome de irradiacion aguda es

de aproximadamente 1 Sv (1000 mSv).

Si la dosis es baja o se recibe a lo largo de un periodo amplio (tasa de dosis
baja) hay mas probabilidades de que las células dafiadas se reparen con éxito.
Aun asi, pueden producirse efectos a largo plazo si el dafio celular es reparado,
pero incorpora errores, transformando una célula irradiada que todavia conserva
su capacidad de divisibn. Esa transformacion puede producir cancer
transcurridos afios o incluso decenios. No siempre se producen efectos de este
tipo, pero la probabilidad de que ocurran es proporcional a la dosis de radiacion.
El riesgo es mayor para los nifios y adolescentes, ya que son mucho mas

sensibles que los adultos a la exposicion a la radiacion.

Los estudios epidemiolégicos de poblaciones expuestas a la radiacion®
(sobrevivientes de la bomba atdmica o pacientes sometidos a radioterapia)
muestran un aumento significativo del riesgo de cancer con dosis superiores a

100 mSv.

La radiacion ionizante puede producir dafios cerebrales en el feto tras la
exposicion prenatal aguda a dosis superiores a 100 mSv entre las 8 y las
15 semanas de gestacion y a 200 mSv entre las semanas 16 y 25. Los estudios
en humanos no han demostrado riesgo para el desarrollo del cerebro fetal con la

exposicion a la radiacion antes de la semana 8 o después de la semana 25. Los

30



estudios epidemioldgicos indican que el riesgo de cancer tras la exposicion fetal

a la radiacion es similar al riesgo tras la exposicion en la primera infancia.
Exposicion alaradiacion en emergencias nucleares

Durante los accidentes en plantas de energia nuclear puede liberarse material
radiactivo al medio ambiente®*. Los radionlclidos mas preocupantes para la

salud humana son el yodo-131 y el cesio-137.

Durante la respuesta a esas emergencias es probable que se produzca
exposicion ocupacional, interna o externa, de los rescatadores, del personal de
primeros auxilios y trabajadores de las centrales nucleares. Las dosis de
radiacion pueden ser suficientemente altas como para causar efectos agudos,

tales como quemaduras en la piel o sindrome de irradiacién aguda.

Quienes viven muy cerca de centrales nucleares pueden sufrir exposicion
externa a los radionuclidos presentes en unas nubes radiactivas o depositadas
en el suelo. También se pueden contaminar externamente por particulas
radiactivas depositadas en la piel o la ropa. También puede haber exposicion

interna si los radionuclidos se inhalan, ingieren o introducen en heridas abiertas.

La poblacion en general no es probable que se vea expuesta a dosis
suficientemente altas para causar efectos agudos, pero si a dosis bajas,

padeciendo de exposiciones cronicas, que podrian aumentar el riesgo de efectos
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a largo plazo, como el cancer. El consumo de agua o alimentos contaminados

contribuye a la exposicion global a la radiacion?2°.

Los efectos mas conocidos por exposiciones crénicas son las carcinogénesis,
aunque no son estas las Unicas patologias presentadas ya que estudios

recientes demuestran la aparicion en el tiempo de:

Isquemias cardiovasculares y cerebrovasculares®®>®

Canceres s6lidos®’.
Dafio hematopoyético, acompafiado de linfocitopenia, o leucopenia®’.

Apariciones de aberraciones cromosémicas y mutaciones en linfocitos,

no acompafiados de una correcta respuesta de reparacion de dafio >®.

Cambios funcionales moderados o0 severos en tejidos radiosensibles,
como por ejemplo: leucopenia, neutropenia, linfopenia, aplasia medular,
astenia, lesiones organicas del sistema nervioso central, o trastornos en

el ciclo menstrual®®.

Es importante sefalar que otros autores observaron un incremento en la
frecuencia de micronucleos, cromosomas dicéntricos , mutaciones somaticas
mostrando una marcada disminucién del sistema antioxidante frente al estrés

oxidativo, comprobado por el deterioro manifestado en cambios somaticos y
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aberraciones cromosoémicas, indicando el descenso de la defensa antioxidante

que condiciona la inestabilidad genémica®’.

Carcinogénesis radioinducida.

Carcinogénesis.

Se denomina carcinogénesis a la sucesion de eventos que llevan a la aparicion
de un céancer. Se incluyen bajo esta denominacion a un conjunto de
enfermedades que pueden afectar distintos 6rganos, que tienen como elemento
comun el crecimiento celular ilimitado, invasivo, potencialmente letal. La
manifestacion clinica de un cancer es el resultado final de una serie de cambios
celulares producidos a lo largo de un tiempo muy prolongado (afios),
denominado periodo de latencia. Los agentes capaces de inducir este tipo de

cambios en las células se llaman carcindgenos.

La carcinogénesis es un proceso complejo, de etapas multiples, que tiene su
origen en mutaciones relativamente simples a nivel del ADN de una célula. Si el
dano radioinducido en el ADN no es reparado de manera adecuada pero la falla
resultante (mutacion) es compatible con la vida de la célula, ésta célula
transformada puede dar origen a una familia de células idénticas (“clon”) con
potencialidad para resultar en un cancer clinicamente manifiesto. Cuando un

tumor es clinicamente evidente contiene alrededor de 10° células.

Desde el punto de vista biologico, el cancer radioinducido no presenta

diferencias respecto del cancer que aparece espontaneamente en una poblacion
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dada: es decir que, hasta el momento no existe ningun indicador que permita
demostrar con certeza que un cancer determinado ha sido o no inducido por la
radiacion. Es por eso que la cuantificacion del riesgo de cancer radioinducido en
humanos se basa fundamentalmente en los denominados estudios
epidemioldgicos que comparan riesgos entre poblaciones expuestas y no

expuestas®,
Distribucion temporal dela dosis

Cuando la dosis total es impartida en varias fracciones el efecto observado es
menor que cuando esta se imparte en una sola fraccién®. Esto obedece a varios
factores, entre otros: reparacion del dafio subletal, reparacion del dafio
potencialmente letal y repoblacion de las células sobrevivientes, redistribucion

de las células en el ciclo mitético y reoxigenacion de células hipdxicas.

Radiosensibilidad La radiosensibilidad se define como la mayor o menor
afectacion celular de los diferentes tejidos organicos por las radiaciones
ionizantes. Desde 1906 se aceptan las leyes descritas por Bergonié y
Tribondeau que afirman que la radiacion ionizante es mas eficaz sobre las
células que son activamente mitéticas (0 sea que se dividen mucho), que no
estan diferenciadas (0 sea que no han alcanzado un elevado grado de
especializacion en su forma y funciones) y que tienen por delante un largo futuro
de divisiones. Asi, por ejemplo, en el testiculo, el espermatozoide es la célula

madura y las espermatogonias son las células madre o indiferenciadas, y son
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por tanto mas radiosensibles. En el sistema hematopoyético (responsable de la
formacion de sangre circulante, es la célula sanguinea), el hematie o eritrocito
gue existe en la sangre circulante, es la célula madura diferenciada, y el
eritroblasto, localizado en la médula 6sea, es la célula madre no diferenciada y
mas radiosensible. Existen excepciones como la del linfocito (un tipo de glébulo
blanco, formado a expensas de la célula madre: el linfoblasto) que aunque muy
diferenciado, es muy radiosensible. A nivel de tejidos y organos, su
radiosensibilidad dependera del tipo de células que los constituyan. Los tejidos y
organos estan formados por el parénquima (que contiene las células
caracteristicas del tejido u 6érgano) y el estroma (tejido conjuntivo y vascular que
actia como estructura de soporto) y generalmente se dafa primero el
parénquima. La respuesta celular a la radiacion se puede modificar por factores
externos a la propia célula como serian algunos productos quimicos (que
alteraran el efecto de los radicales libres producidos) o la propia LET y tasa de

dosis como ya se ha indicado.

Respuesta celular a la radiacion. La respuesta celular a la radiacion se suele
estudiar con la curvas de supervivencia celular (numero de células
supervivientes en funcion de la dosis) que presentan casi siempre forma
exponencial mas o menos complicada en funcién de que se suponga la célula
muerta con un solo impacto, como podria ser el caso de los virus, 0 con varios

impactos, como seria el caso de las bacterias®*.
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Una posible respuesta a la radiacion es la muerte celular antes de que la célula
entre en mitosis. Los linfocitos, por ejemplo, la presentan a dosis menores de 0,5
Gy (caso especial, ya que la dosis es muy baja). Se supone que este efecto es
consecuencia de cambios bioquimicos. Otro posible efecto es el retraso mitético
gue como su nombre indica, es un retraso de la evolucion normal hacia la
mitosis y que suele dar lugar a una sobrecarga mitética en el periodo
postirradicion ya que llegaran a la mitosis las células que les corresponde en
evolucion normal mas aquellas que se habian retrasado. Normalmente se define
el indice mitético como el cociente entre el numero de células que estan en
mitosis en cada instante y el nUmero total de células. El tercer tipo de efecto que
se observa es el llamado fallo reproductivo que consiste en la incapacidad de las
células para experimentar divisiones repetidas después de la irradiacion (sélo se
pueden dividir una o dos veces pero no mas, por tener parte de su estructura
dafiada). La respuesta celular a la radiacion se suele estudiar con las curvas de
supervivencia celular (nUmero de células supervivientes en funcion de la dosis).
Las curvas de respuesta resultan ser exponenciales debido al caracter
probabilistico de la interaccidén de la irradiacion con la materia. Asi, si se irradia
una poblacion celular de n blancos, (siendo n>1 con una dosis dada, algunas
células de la poblacion sufrirdn impactos en solo algunos blancos (lesion
subletal) y otras no sufrirdn ningun impacto. A medida que aumenta la dosis, hay
mayor probabilidad de que se produzca la ionizacion en zonas previamente
impactadas resultando la dosis altas, mas eficaces para producir la muerte

celular.
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Factores que influyen la respuesta: (fisicos, quimicos y biologicos) Como ya
se ha indicado con anterioridad, existen distintos tipos de factores que son
capaces de afectar la respuesta celular a la radiacion. Los factores fisicos mas
importantes son la LET (transferencia lineal de energia) y la tasa de dosis. Las
radiaciones con mayor transferencia lineal de energia provocan mayor efecto
biologico y las tasas de dosis altas, provocan también mayor efecto biolégico
que las bajas. La ICRP® (Comisién Internacional de Proteccién Radiolégica)
considera aceptable utilizar un factor 2 para comparar la respuesta a bajas tasas
de dosis frente a las altas tasas de dosis. Algunos agentes quimicos pueden
actuar como radiosensibilizantes (como el oxigeno, que aumenta la eficacia de
la radiacion debido a que potencia la formacion de radicales libres y hace
irreversibles muchos de los dafios causados por la radiacion) o radioprotectores
(deben estar presentes en el momento de la irradiacion) que suelen ser
compuestos quimicos que contiene el grupo sulfhidrilo (SH) como la cisteina y la
cisteamina. Se supone que los radioprotectores actuan reduciendo el numero de

radicales libres generados en la accion indirecta de las radiaciones.

El efecto del oxigeno como radiosensibilizante es tan importante que se ha
definido una relacion de potenciacion del oxigeno (OER = oxigen enhacement
ratio) como el cociente entre la dosis de radicacion que produce un determinado
efecto bioldégico en ausencia de oxigeno (células hipoxicas) y la dosis de
radiacion que produce la misma respuesta biologica en presencia de oxigeno.

Para las células de los mamiferos, la OER es del orden de 2,5 si se irradia con
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baja LET y disminuye mucho si se irradia con alta LET. Finalmente, los factores
biologicos que afectan la respuesta celular a la radiacion son: a) el momento del
ciclo celular cuando se produce la irradiacion (las células son mas radiosensibles
justo antes de la mitosis y durante la mitosis que después de la misma o durante
la sintesis del DNA), y b) capacidad de la células para reparar las radiolesiones.
Si los impactos se producen con un cierto intervalo de tiempo, pueden actuar los
mecanismos de reparacion. La falta de oxigeno entorpece la capacidad de

reparacion.

Respuesta sistémica a la radiaciéon Al hablar de respuesta sistémica a la
radiacion nos referimos a la respuesta de un sistema que dependera de los
organos que lo constituyan y la de éstos, de sus tejidos (tanto el parénquima
como el estroma) y de las poblaciones celulares de estos tejidos. La referencia a
dosis bajas, moderadas o altas se hace con 6rdenes de magnitud inferiores a 1
Gy, entre 1y 10 Gy y superiores a 10 Gy, respectivamente, y suponiendo que se
reciben de una sola vez y en un solo érgano. La respuesta a la radiacion de un
sistema u organo se define como el conjunto de cambios morfolégicos y/o
funcionales detectables, producidos por una dosis de radiacion en un cierto
tiempo y estara funcion de la dosis y del tiempo post-irradiacion que transcurre
hasta la valoracion del efecto. Evidentemente los cambios que se observan no
son caracteristicos de las radiaciones ionizantes y pueden ser producidos por

otros agentes. La respuesta morfologica se produce en dos fases:
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1. Cambios iniciales (durante los primeros seis meses) que pueden ser
reversibles o irreversibles. Son alteraciones iniciales tipicas (debidas sobre todo
a modificaciones en la permeabilidad celular) las inflamaciones, edemas
(acumulaciones andmalas de liquido organico intra o extracelular) vy

hemorragias.

2. Cambios tardios que pueden ser permanentes, irreversibles y/o progresivos.
La curacion de los efectos de las radiaciones ionizantes sobre un 6rgano o mas

sistemas se puede dividir en:

a) regeneracion, cuando la sustitucion de las células dafiadas se hace por el
mismo tipo de células que ya existian antes de la irradiacion; supone una

restitucion total de la funcion;

b) reparacion, cuando la sustitucion de las células se limita a tapar la ruptura de

la doble hélice (por ejemplo, una cicatrizacion por tejido conjuntivo).

Las alteraciones tardias mas tipicas son: fibrosis (acumulacion inferior a lo
normal o funcion disminuida), ulceraciones, necrosis, etc. Se podria hacer una
breve descripcion de los efectos y radiosensibilidad de los 6rganos y tejidos mas
importantes del cuerpo humano concretandolos en los siguientes términos:
Sistema hematopoyético; formado por médula 6sea /muy radiosensible), sangre
circulante (radiorresistente excepto los linfocitos), ganglios linfaticos, bazo y timo
(muy radiosensibles). El efecto primario de la radiacion sobre la médula es

disminuir el numero de células madre (célula STEM) y por tanto la posterior
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disminucién del numero de células circulantes: hematies o eritrocitos (también
llamados globulos rojos), los granulocitos o leucocitos, también llamados
glébulos blancos (neutrdéfilos, eosinodfilos y basofilos) y las plaguetas o
megacariocitos formadas a partir de las células madre eritroblastos, mieloblastos
y megacarioblastos, respectivamente situados fundamentalmente en la médula
O0sea. Los linfocitos y los monocitos formados a partir del linfoblasto y
monoblasto que se sitian fundamentalmente en glanglios linfaticos, timo y bazo.
Piel, en la epidermis, las células mas radiosensibles son las de la capa basal,
indiferenciadas y en continua division para producir células que reemplazan a las
gue se pierden en la superficie de la piel (capa cérnea). Se observan efectos
iniciales que de menor a mayor gravedad seran el eritema, depilacion y
pigmentacion y los diferentes tipos de radiodermitis (seca o descamativa,
himeda o ampollosa y necrotizante o radionecrosis), con irradiaciones agudas
en el orden de los 10 a 20 Gy. Sistema digestivo, formado por cavidad bucal,
eso6fago, estomago, intestino delgado, intestino grueso, recto, glandulas
salivares, higado y pancreas. La parte mas radiosensible es el intestino delgado
debido al gran numero de formaciones linfaticas que contiene. Sistema
reproductor, en el aparato genital masculino, el érgano mas radiosensible es el
testiculo que como se sabe esta constituido por un primer tipo de células
(espermatogonias y espermatozoides) con misién reproductora, y un segundo
tipo de células cuya misién es la produccion de hormonas masculinas; siendo
este segundo tipo muy resistentes a la radiacion es por lo que se explica que en

la castracion del varon se suprima la actividad reproductora sin afectacion de
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sus caracteres sexuales masculinos. Se produce esterilidad temporal con 2,5 Gy
y permanente con 5 Gy. Con respecto al aparato genital femenino, el ovario es el
organo mas radiosensible y de forma distinta que en el vardn, al producir la
destruccion de las células ovulares, se va a originar no solamente una castracion
o esterilidad sino también una pérdida de los caracteres sexuales femeninos
secundarios, ya que la produccion de las hormonas femeninas se debe a las
células de la teca y de la granulosa que rodean al 6évulo dentro del foliculo y que
también se afectan a esa dosis. En la mujer, el nUumero de évulos es fijo en el
momento del nacimiento (alrededor de 500.000 en cada ovario) y llegada la
pubertad y hasta la menopausia se produce la maduracion de uno de estos
ovulos en cada ciclo (por lo general). De esta forma, la dosis necesaria para
producir una castracion permanente en una mujer joven sera mayor en una
premenopausica al tener ésta menor numero de ovulos (de 3 a 5 Gy). De los tres
posibles efectos a considerar en goénadas: introduccion de tumores malignos,
esterilidad y efectos hereditarios para los descendientes, son estos ultimos los

mas importantes®’.

En el sistema ocular, el cristalino tiene células que se dividen, activamente y no
existe mecanismo para sustituir las células dafiadas. Se forman cataratas
(opacidad del cristalino) por coagulacion de proteinas a partir de los 2 Gy. La
ICRP diferencia entre opacidades detectables y cataratas. Se consideran
diferentes umbrales en funcidén de que se trate de una exposicion Unica, o de

exposiciones muy fraccionadas en un cierto momento de la vida o de
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exposiciones muy fraccionadas recibidas durante muchos afos. El desarrollo de
cataratas depende de la dosis, de la edad del individuo, y si se irradia todo el
cristalino o tan sélo una parte del mismo. Los umbrales citados por la ICRP son
los siguientes: Opacidad: 0,5-2,0 Sv (en exposicion Unica) y Detectable: 5 Sv (en

exposicion fraccionada) > 0,1 Sv/afo (tasa anual continuada).

El sistema cardiovascular, formado por los vasos sanguineos y el corazén. Las
lesiones de los vasos pueden significar la oclusion de los mismos. El corazén se
creia que era radiorresistente aunque hoy se duda de su radiorresistencia.
Huesos y cartilagos, se consideran radiorresistentes, excepto si estan en
crecimiento. Sistema respiratorio, formado por laringe, traquea y pulmon. Los
pulmones presentan respuesta observable para dosis del orden de 10 Gy. Se
produce una inflamacién denominada neumonitis por radiacion. Sistema urinario,
formado por riflones, uréteres, vejiga y uretra. Los riflones tienen sensibilidad
analoga a la del pulmon. Las lesiones (nefritis por radiacion), son consecuencia
de lesiones vasculares. Sistema nervioso central (SNC), formado por cerebro y
meédula espinal; es muy radiorresistente (esta formado por células bien
diferenciadas que no se dividen — neuronas-). El nivel umbral de las lesiones en
SNC se suele situar entre 20 y 40 Gy. Por alteracion vascular, se produce
edema cerebral con hipertension intracraneal y muerte. Si la dosis no es tan alta,

se produce una meningoencefalitis o una mielitis (afectacién en médula) ?>2>%.

Técnicas biodosmétricas moleculares
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Los Gltimos reportes de la UNSCEAR?® (Comité Cientifico de Naciones Unidas
sobre los efectos de la radiacion atdmica) recomiendan trabajar varios
indicadores del campo de la dosimetria citogenética’® y paralelamente
desarrollar dosimetria fisica, evaluacién enzimatica® y la biodosimetria
molecular, representada por los acidos nucleicos como indicadores de respuesta
rapida, que son menos costosos y de facil implementacion en laboratorios
convencionales, y evaluar asi de forma multiparamétrica las sobreexposiciones o
emergencias radioldgicas'**>*°. Esta estrategia ha sido seguida en el contexto

nacional.

15,16,22,23 citados

Los indicadores mas actuales y novedosos de respuesta rapida
en la literatura internacional son: la citrulina, el ligando Fls, y la glucoporfirina A,

teniendo en comun, que son costosos Yy evaluadores de sistemas de organos.

1. Citrulina, evaluadora del estado del tracto gastro digestivo que utiliza el

meétodos de cromatografia HPLC.

2. Ligando Fl3, refleja cambios en el sistema hematopoyético y requiere de un

meétodo de inmunoensayo por Kit de ELISA.

3. Resonancia paramagneética, en los dientes y uiias fundamentados en que la

radiacion provoca una sefial estable de resonancia localizada.

Estos nuevos indicadores tienen la limitante que solamente responden a efectos

deterministicos, puesto que evallan dafios en sistemas de Organos. La
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adquisicion del equipamiento para la

implementacion de los mismos lleva

implicita una inversion costosa tal como se muestra en la Tabla 2, y en el caso

de la resonancia paramagnética no hay simplicidad en la toma de muestra.

La muestra empleada en los métodos 1 y 2 mencionados anteriormente es de

plasma, y en el método 3 el material a analizar consiste en un raspado de

dientes o ufias. También sefialan util el empleo del método de Resonancia

Paramagnética electronica en la cuantificacion de dioxido de carbono, en forma

radical combinado con el test de mutacion de glucoporfirina A que se realiza por

citometria de flujo.

Tabla 2. Costo de los andlisis segun Baklely

11

Método Permanencia Muestra Método de Costo
del efecto empleada. andlisis
radiacional
Acidos nucleicos Aparece a las 1.5mL de Espectrofotométrico 1 délar.
24 horas y es sangre
util, hasta el dia  heparinizada.
21.
Dosimetria Aparece a las 3 mL de sangre Citogenético 500-3000
citogenética. 24 horas, en heparinizada. dolares.
dependencia de
la técnica
empleada y la
utilidad
depende de la
dosis de
exposicion.
Conteo Aparecen alas 3 mL de sangre Contador Para ambos
hematoldgico o 24 horas. para el conteo hematologico, y no es superior
Actividades hematologicoy  espectrofotdmetro. a 2 ddlares.

enzimaticas.(TGO;
TGP, amilasa,
LDH, CK)

1 mL de suero
para las
enzimas.
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Estos nuevos indicadores no cumplen con los requerimientos estratégicos del
sistema nacional de salud que su primera tarea es la prevencion, y el tema que
nos ocupa pretende mejorar los examenes médicos de control de salud que se
le realiza sujetos sobre-expuestos, incorporando indicadores que puedan ser de
utilidad para evaluar la radiosensibilidad y evitar las patologias referidas como

consecuencia de exposiciones crénicas®®®.

Se selecciond como indicador de biodosimetria molecular los acidos nucleicos
en leucocitos de sangre periférica*®, puesto que el material necesario® (sangre
total heparinizada), para esta técnica es facilmente accesible, y cumple con los
requerimientos de un buen dosimetro. EI método emplea una técnica
espectrofotométrica aplicable en laboratorios convencionales y por su
simplicidad, es corto el tiempo requerido para realizar el analisis. Esta técnica
requiere solamente de una muestra de sangre total heparinizada de 1,5 mL y el
resultado de la determinacion no excede las 2 horas. Las lecturas se realizan en
la region ultra violeta UV, a 230 y 265 nm. El lavado de la sangre total se realiza
con una solucion de saponina, que se centrifuga y el paso final es la extraccion
de los acidos nucleicos con acido perclérico efectuandose las lecturas antes
mencionadas contra un blanco que lo conforma la propia solucién de acido

perclérico™®.

El empleo de esta técnica por primera vez en el pais requirié del estudio de
valores de referencia en poblacién sana'®?%% |a validacién de la clasificacién de

dafio radioinducido, de correlacion dosis respuesta en animales de
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17-21

experimentacion y en pacientes oncologicos sometidos a irradiaciones

39-47,60

terapéuticas Ambos modelos son validos para estos fines por ser

poseedores de las siguientes cualidades: la variacion porcentual de los acidos

nucleicos!*??

en relacion con el valor de base o rangos de referencias es el
mismo en animales de experimentacion y en humanos, resultando facilmente

extrapolables los resultados en ambas poblaciones.

El efecto biolégico, provocado por la exposicion radiacional, y medido por esta
técnica se manifiesta en un periodo largo, teniendo variaciones en los dias 1, 3,
7,10 ,14 y 21'"%° desapareciendo el efecto en dias posteriores. Este indicador
es util en todo tipo de trasmisiones lineales de energia, con relacion dosis-
respuesta en rangos que van desde 0,1 Gy hasta dosis de 8 Gy, cualidad que lo
hace util tanto para evaluar efectos estocasticos como deterministicos. Ademas

41-47

es util el indicador en exposiciones agudas , en diferentes exposiciones

54,55,61,62 34-40

cronicas y aplicables en sobreexposiciones accidentales

Los parametros de estrés oxidativo, son potenciales indicadores evolutivos de la
radiosensibilidad y respuesta adaptativa, mientras que la expresion de la
concentracion de acidos nucleicos leucocitarios, instrumentos de deteccion de
recuperacion medular, indicadores de rapida implementacion en la practica
hematolégica y en la potencial evaluacion para seguimiento de personas

sobreexpuestas a radiaciones ionizantes, no ionizantes y de alta frecuencia®®>?.
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Ocurrido un accidente radiologico, la dosimetria bioldégica conjuntamente con la
biodosimetria molecular complementa las estimaciones dosimétricas realizadas

por métodos fisicos y en ciertos casos constituye la Unica evaluacion posible.

Al presente, la cuantificacion de aberraciones cromosomicas inestables
(dicéntricos y anillos) es el método mas ampliamente utilizado en dosimetria
biologica para la evaluacion dosimétrica inmediata de situaciones de presunta o
confirmada sobreexposicion aguda a todo o gran parte del cuerpo, por
irradiacion externa y/o contaminacion interna con radionucleidos de distribucion
uniforme en el organismo tales como Cesio-137, pero tiene la limitante
caracterizada porque su frecuencia decrece en el tiempo y los resultados a
demas de ser muy demorados como se ha debatido anteriormente son muy

costosos.

2.1.3. Carenciaquesequierellenar con lainvestigacion

Disponer de una biodosimetria molecular validada que pueda aplicarse a
situaciones de exposicion accidental a las radiaciones ionizantes de facil

implementacion en laboratorios clinicos convencionales.
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Validacion del dafio bioldgico radioinducido aplicable a situaciones

de sobrexposicion a las radiaciones ionizantes

2.1.4. Determinacion delosvaloresdereferencia dela concentracion de acidos nucleicos

leucocitarios en ratas Wistar

La radiacion ionizante esta en todas partes. Llega desde el espacio exterior en
forma de rayos cOsmicos. Esta en el aire en forma de emisiones del radon
radiactivo y su progenie. Los isétopos radiactivos que se originan de forma
natural entran y permanecen en todos los seres vivos. Es inevitable. De hecho,
todas las especies de este planeta han evolucionado en presencia de la
radiacion ionizante. Aunque los seres humanos expuestos a dosis pequefias de
radiacion pueden no presentar de inmediato ningun efecto bioldgico aparente, no
hay duda de que la radiacion ionizante, cuando se administra en cantidades
suficientes, puede causar dafios. Para determinar los efectos nocivos que
pueden causar las radiaciones ionizantes en el organismo humano, clasificarlo y
protocolizar las medidas terapéuticas pertinentes es necesario realizar
experimentos en animales con un amplio rango de dosis en condiciones que
puedan extrapolarse a humanos***”%. Teniendo en cuenta lo anterior se realiza
el siguiente estudio de valores de referencia en ratas Wistar para evaluar
posteriormente la respuesta radioinducida para diferentes rangos de dosis en

estos animales®°.

Universo
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El universo de estudio quedd constituido por ratas Wistar machos producidas

por el Centro de Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB).
Criterios de inclusion

Peso comprendido entre 170 y 220 g que garantiza la madurez en su

desarrollo (ratas adultas).
Criterios de exclusion

Ratas que no cumplan los criterios de inclusion.
Seleccion de la muestra

La muestra (n) quedd conformada por 100 ratas con peso corporal en el rango
de 170 a 220 gramos. Las ratas fueron separadas aleatoriamente para formar 10
grupos de 10 animales por grupo. De estos grupos se selecciond un grupo
control no irradiado y el resto de los grupos se irradié con la siguiente secuencia
de escalado de dosis: 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5y 6 Gy. Los valores reportados

son el promedio de los todos los animales estudiados en cada grupo.
Método

Se realizaron dos experimentos: uno en invierno y otro en verano teniendo en
cuenta reportes anteriores que muestran que las estaciones del afio influyen en

19-22 an la determinacion de los valores de referencia de

los resultados obtenidos
concentracion de los acidos nucleicos en sangre periférica. Cada grupo de
animales con excepcion del grupo control fueron sometidos a irradiacion corporal

total en correspondencia con el escalado de dosis mencionado anteriormente. A
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las 24 horas de la irradiacion los animales fueron sacrificados para la toma de

muestra de sangre total por duplicado.

Las muestras en heparina fueron refrigeradas hasta el momento de su analisis
para la determinacion de la concentracion de los acidos nucleicos leucocitarios

mediante el método de Kryskii y Alexandrov**.

Se empled el método estadistico de los Percentiles para establecer el rango de
valor referencia en el grupo control. Este valor se utilizd para determinar el valor
porcentual de la concentracion de los acidos nucleicos respecto a la referencia
en los animales irradiados. Los resultados de cada experimento fueron

evaluados independientemente.
Resultados

La Tabla 3 muestra los valores de la concentracion de acidos nucleicos en
leucocitos de sangre periférica en los grupos controles (verano e invierno). De
acuerdo con la prueba de Medias Pareadas, no existen diferencias significativas
en los valores encontrados en los dos grupos controles, de tal manera que los
resultados de ambos grupos se integraron para conformar la cifra de valores de
referencia en ratas Wistar, obteniéndose como resultado el valor de 6,40 + 0,62
mg/100 mL de sangre total."?*%3® E| 100% qued6 conformado por este valor
de concentracion de los acidos nucleicos leucocitarios de los animales sin

irradiar (grupos controles), el cual se emple6 como valor de referencia para
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determinar la variacion porcentual de los acidos nucleicos en los animales

irradiados.

Tabla 3. Valores de referencia de la concentracion de acidos nucleicos en

leucocitos de sangre periférica (ANLSP) en ratas en ambos experimentos.

Grupos Control Rango de Valores mg/100 mL
Promedio = DS

Verano 6,20 + 0,38

Invierno 6,40 = 0,17

En correspondencia con la prueba estadistica de medias pareadas no se
observan diferencias significativas en los resultados obtenidos en ambos
experimentos. De acuerdo con lo anterior, se seleccionaron los resultados
obtenidos en el experimento de invierno que muestra el mejor ajuste por el
meétodos estadistico de minimos cuadrados con un coeficiente de regresion de

r=0,9736 1! ver Figura 3. Los datos se ajustaron a la expresién siguiente:
v=a—blog D 1)

donde “a = 54.84" es el intercepto en el eje de las ordenadas, “b = —45.91" la

pendiente de la curva, “D” es la dosis, “¥” representa la concentracion de acidos

nucleicos leucocitarios expresada en porciento.

La Tabla 4 muestra el valor porcentual de la concentracién de acidos nucleicos
en sangre periférica a diferentes dosis de irradiacion corporal a las 24 horas
post-irradiacion.
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Tabla 4. Variacion de la concentracion de los acidos nucleicos a diferentes dosis

de irradiacion corporal total gamma aguda en ambos experimentos.

Dosis Verano Invierno

(Gy) % acidos nucleicos % acidos nucleicos
0.00 (Control) 100 100
0.10 91 96
0.25 80 86
0.50 71 72
1.00 55 51
2.00 46 44
3.00 36 40
4.00 29 24
5.00 30 26
6.00 26 14
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y=-45.915x + 54.54
R* = 0.9736

20 4

Valor porcentual acidos nucleicos
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Figura 3. Relacion dosis-efecto en animales de experimentacion sometidos a

irradiacion gamma aguda.

Discusioén

El valor de referencia de concentracion de acidos nucleicos obtenido en nuestros
experimentos fue comparado con los obtenidos por Minkova y Tenchova'’?! en
diferentes estaciones del afio mediante la prueba estadistica de medias
pareadas que mostraron diferencias significativas de estos valores para tres
estaciones del afio, no observandose diferencias Unicamente con el resultado

correspondiente al verano?325:6364,

Como puede apreciarse en la Tabla 4, con el aumento de la dosis disminuye la
concentracion porcentual de los acidos nucleicos. Similarmente, estos resultados
17-19

fueron comparados con los obtenidos por los autores Minkova y Tenchova :

mediante un analisis de varianza de dos vias (disefio factorial), que evidencio
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gue no existieron diferencias estadisticamente significativas entre las curvas
dosis-efecto de irradiacion gamma obtenida en el Instituto de Bulgaria, y la
realizada en el gammatron Rokus del Instituto de Oncologia vy
Radiobiologia’’?%®, Estos resultados muestran que la disminucién porcentual
de los acidos nucleicos respecto a la dosis en los animales irradiados muestra
un comportamiento reiterativo frente a otras investigaciones realizada por otros

autores &2

, lo cual permiti6 arribar a conclusiones importantes para la
clasificacion del dafio inducido por las radiaciones ionizantes. De acuerdo con lo
anterior, se estableci6 que el dafio ligero ocurre cuando la disminucion
porcentual de los acidos nucleicos leucocitarios se encuentra entre el 10 - 50% y
corresponde a dosis menores de 1Gy, el moderado que se corresponde con una
disminucién entre 50 — 80% para valores de dosis entre 1 — 4 Gy, el severo que
corresponde a una disminucion porcentual mayor del 80% para dosis mayores
de 4Gy. Estos resultados se corresponden con las tendencias actuales
protocolizadas en los Manuales de Asistencia a radioaccidentados vy

documentada en la reunion final de coordinadores del Proyecto RLA

19/03/XXXVII 2940

La Figura 4 muestra la clasificacion del dafo radioinducido obtenida a partir de
los animales irradiados en nuestros experimentos. Esta grafica permite estimar
los rangos de los sobreexpuestos accidentalmente mediante la disminucion que

porcentual del parametro.
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Figura 4. Clasificacion de dafios en relacion a la cuantificacion porcentual de

acidos nucleicos.

Cuando esta disminucién esté con respecto al valor basal o de referencia entre
un 10% y un 50 %, podemos decir que la dosis recibida provocé dafios ligeros,
menores de 1 Gy, si por el contrario los porcientos de disminucion estan
comprendidos en rangos de 49% al 30% los rangos de dosis de exposiciéon
deben estar comprendidos en rangos mayores de 1Gy y hasta 4 Gy debiéndose
tomar las medidas protocolizadas para dafios moderados y la clasificacién es de
dafios severos cuando la pérdida de porcentual de los acidos nucleicos es

mayor del 80 %.

Este es uno de los aportes mas importante de esta investigacion porque de ella

se deriva la utilizacion de esta técnica para evaluar sujetos que han sufrido

34-40

exposiciones accidentales® " a las radiaciones ionizantes, a diferencia de otros
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autores, que emplearon los resultados obtenidos con esta técnica para evaluar

sustancias radioprotectoras™**" %,

2.1.5. Dinamicavariacional delos &cidos nucleicos leucocitarios posterior alairradiacion

Para evaluar la respuesta radioinducida durante todo el tiempo en que el dafio
se manifiesta (generalmente 21 dias después de la irradiacién) deben realizarse
estudios de la dinamica variacional de los los acidos nucleicos leucocitarios.
Para ello se realiz el siguiente ensayo con ratas Wistar con el mismo escalado
de dosis empleado en el estudio dosis-respuesta a las 24 horas post-

irradiaciont*17-22,

Universo

El universo de estudio quedd constituido por ratas Wistar machos producidas

por el Centro de Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB).
Criterios de inclusion

Peso comprendido entre 170 y 220 g que garantiza la madurez en su

desarrollo (ratas adultas)
Criterios de exclusion

Ratas que no cumplan los criterios de inclusion
Seleccién de la muestra

Los animales para cada una de las dosis estudiadas fueron sacrificados los dias
1,3,710,17,21,24,27y 30
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La muestra (n) quedd conformada por 700 ratas con peso corporal en el rango
de 170 a 220 gramos. Las ratas fueron separadas aleatoriamente para formar 7
grupos de 100 animales por grupo. De cada uno de estos 7 grupos se
selecciond un grupo control no irradiado integrado por 10 animales y con el resto
se formo otro grupo de 90 animales, los cuales fueron sometidos a una dosis de

radiacion unica en dependencia del grupo al que pertenecieran.
Método

Aleatoriamente se selecciond uno de los 7 grupos de 100 animales para
irradiarlos con una dosis Unica. Los animales irradiados de cada grupo se
sacrificaron aleatoriamente de 10 en 10 los dias 1, 3, 7, 10, 17, 21, 24, 27 y 30
para la toma de muestra de sangre total por duplicado. Este experimento se
repitié de la misma manera para los 6 grupos restantes, teniendo en cuenta el
siguiente escalado de dosis: 0.10, 0.25, 0.50, 1,00, 2,00, 3,00, 4,00, 5,00 y 6,00

Gy.

Las muestras en heparina fueron refrigeradas hasta el momento de su analisis
para la determinacion de la concentracion de los acidos nucleicos leucocitarios

mediante el método de Kryskii y Alexandrov**.

Se empleo el método estadistico de los Percentiles para establecer el rango de
valor referencia en los controles de cada uno de los 7 grupos de animales. Este
valor se empleo para determinar el valor porcentual de la concentracién de los
acidos nucleicos respecto a la referencia en los animales irradiados. Los

resultados de cada experimento fueron evaluados independientemente.
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Resultados

Los resultados de estos experimentos se muestran en la Figuras 5 donde puede
observarse la variacion temporal del valor porcentual de los acidos nucleicos a
niveles de dosis no letales y en la Figura 6 se muestra la variacion temporal del

valor porcentual de los acidos nucleicos a niveles de dosis letales.
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Figura 5. Estudio de la respuesta temporal de la concentracion de los acidos

nucleicos a dosis de 0.5, 2,0, y 4,0 Gy, en 30 dias

Numerosos estudios han sefialado a la produccion de radicales libres como el
principal mecanismo indirecto de dafio radioinducido con baja transferencia
lineal de energia (TLE) en sistemas biol6gicos®®**°®. El estrés oxidativo, se
produce como la ruptura del equilibrio entre la generacion de especies reactivas

y la capacidad neutralizante de los sistemas antioxidantes, que pueden ser
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formados por mecanismos de accion directa o indirecta de las radiaciones
ionizantes, 3243839

Este estado definido como el aumento de la concentracion estacionaria de
especies reactivas, aparece en aquellos animales sometidos a irradiacion
corporal total a altas dosis y se expresa como un incremento pronunciado de
ERO (especies reactivas del oxigeno) y lipoperoxidos (LP) durante los primeros
dias posteriores a la irradadiacion y con un incremento tardio de las condiciones

defensivas sistémicas antioxidantes***°:°,
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Figura 6. Estudio de la respuesta temporal de la concentracion de los acidos
nucleicos a la dosis letal de 8 Gy.
Discusion

La observacion del comportamiento de la dinamica variacional en los estudios

realizados se aprecia que a las 72 horas aparece la disminucion porcentual mas
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marcada de los acidos nucleicos y en caso de los animales que sobreviven se
alcanza el valor mas alto de toda la dinamica temporal entre los 7 y 10 dias
posteriores a la irradiacion, incluso puede llagar a ser mayor que los valores
mostrados por los controles. A este punto se le llama pico abortivo y desde el
punto de vista clinico representa un indicador temprano de recuperacion del
dafio ocasionado por la exposicion radiacional. Debido a esto, la presencia de
este punto en la dinamica variacional tanto para dosis no letales, moderadas y
severas es un indicador del pronostico de la evolucion favorable después de una
exposicion aguda a las radiaciones ionizantes®?*?°. Este indicador de
recuperacion aparece antes que los indicadores hematologicos y bioquimicos
convencionales alcancen la normalidad. Debido a que la variacion porcentual de

los &cidos nucleicos es extrapolable a humanos 2427313

, €s posible aplicar
estos resultados a sujetos sometidos a exposiciones agudas a las radiaciones

ionizantes.

La magnitud del dafio dependera del tipo de radiacion, de su energia, de la dosis
absorbida y del tiempo de exposicion. Como en cualquier otro tipo de lesion,
este dafio organico en ciertos casos puede recuperarse. Esto dependera de la
severidad del dafio, del tipo de tejido afectado y del poder de recuperacion del

individuo.

En su posible recuperacion, la edad y el estado general de salud del individuo

son factores importantes, ya que estos influyen de manera decisiva en la

capacidad de respuesta antioxidante >+,
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En casi cien aflos de uso de las radiaciones, ha sido posible observar la
respuesta de diferentes organismos sometidos a tratamiento médico, 0 sujetos
gue han tenido accidentes con radiaciones, lo cual ha proporcionado elementos

para prevenir futuros riesgos convencionales.

2.1.6. Determinacion delosrangos dereferencia de acidos nucleicos en leucocitos de

sangre periférica (ANL SP) en la paoblacion cubana

Debido a que no es posible someter a sujetos sanos a estudios de sobre-
exposicion con radiaciones, es necesario combinar los estudios de disminucién
porcentual de los acidos nucleicos y su dindmica variacional realizados en
animales de experimentacion con el valor de referencia de la poblacion sana
para poder aplicar los criterios de dafio radiacional a sujetos sobreexpuestos. Se
ha recomendado por la OMS? realizar estudios en sujetos sanos para regiones
geograficas diferentes debido a que la exposicion ambiental varia en
dependencia de la zona geogréfica, lo cual pudiera introducir variaciones en los
rangos de normalidad. Por esta razon se justifica realizar el siguiente estudio en

sujetos sanos de la poblacion cubana!#223¢7,

Universo

El universo de este estudio quedd constituido por sujetos sanos, con igual

régimen de alimentacion, descanso Y ejercicio fisico de acuerdo a la edad.

Criterios de inclusién
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Sujetos sanos por criterio clinico-humoral

Firma de acta del consentimiento informado para el estudio
Criterios de exclusion

Sujetos no sanos por criterio clinico-humoral
Seleccion de la muestra
La muestra quedo6 conformada por 405 individuos sanos que fueron divididos en
2 grupos de edades, teniendo en cuenta que el envejecimiento y los cambios de
estilos de vida asociados a la edad disminuyen la capacidad de defensa

antioxidante, lo cual pudiera influir en los resultados referenciales que se

obtendrian de estos individuos sanos?*:

Grupo [: Sujetos comprendidos entre 16 y 23 afios de edad

Grupo II: Sujetos comprendidos entre 45 y 55 afios de edad

Método

Los sujetos seleccionados se les realiz0 una bateria diagnostica en los
laboratorios del Hospital Hermanos Ameijeiras en equipo multianalizador Hitachi
704 que incluia examenes bioquimicos de glucosa, creatinina, transaminasas,
fosfatasa alcalina, creatinina, urea, acido Urico, colesterol, triglicéridos, ademas

de la hematologia basica, realizada en un contador celular automatizado de la
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Roche, para verificar que clinicamente eran sanos, y sus valores estaban dentro

de los valores de referencia.

El método estadistico empleado para determinar los rangos de referencia de los

acidos nucleicos fue el de los percentiles.

Resultados

La Tabla 5 muestra los valores de referencia de los acidos nucleicos obtenidos

en la poblacion estudiada.

Tabla 5. Valores de referencia de acidos nucleicos en poblaciéon cubana

estudiada.

Rango de Edad Valor de referencia
16-23 afnos 2,16 - 5,65 mg/100 mL de sangre total
45-55 afios 1,64 - 4,02 mg/100 mL de sangre total

La prueba t de comparacion de medias fue empleada para evaluar si existian
diferencias estadisticamente significativas en ambos grupos. El resultado de
esta prueba arroj6 una p < 0,05, que muestra que no existen diferencias
significativas con una distribucion normal en ambos grupos, por lo que se pudo
unificar los resultados en uno solo. De esta manera el valor de referencia de
concentracion de acidos nucleicos obtenido en la poblacion estudiada fue de
2,34 - 5,65 mg/100 mL de sangre total.
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Discusion

Debido a que por primera vez se aplica en nuestro pais una técnica
radiobiologica para la determinacion de acidos nucleicos, se hizo necesaria la
determinacion de los valores de referencia de la concentracion de &cidos
nucleicos en leucocitos de sangre periférica en sujetos sanos con criterios
clinicos humorales. Se siguié la recomendacién de Violeta Tenchova®® %4 de
estudiar solamente hombres para que la variable objeto de estudio no
presentara variaciones debidas a cambios hormonales, como ocurre en el sexo
femenino y ademas se escogieron sujetos con igual régimen de ejercicio fisico y

alimentacion, que garantizan la homogeneidad en la muestra por el régimen de

vida a que estan sometidos.

Estudiamos diferentes grupos etareos, porque el envejecimiento debilita la
respuesta antioxidante y los estilos de vida en los grupos de edades escogidos
cambian con la edad, pero tal como sefalan los autores de Violeta Tenchova y
Minkova M, y Krittskii y Alexandrov***"?! los valores no se afectan con la edad,

tal como evidencio la prueba estadistica aplicada.

En este estudio realizado en poblacién sana se encontraron valores similares a

Bl7-21

los reportados por Minkova M y Tenchova que estudiaron sujetos que

viven en zonas geograficas con diferentes condiciones a las nuestras.

Se realizé un andlisis de regresion multiple selectiva entre las variables objeto

de estudio y el resto de las variables bioquimicas y hematologicas estudiadas
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gue mostré que no existian dependencia entre ninguna de ellas y los acidos

nucleicos, lo cual confirma su utilidad con fines radiobiolégicos 3922,

La cifra de acidos nucleicos en leucocitos de sangre periférica en nuestra
poblacion quedoé definida en el rango, de 2,34 - 5,65 mg/100 mL de sangre
total, y sirvio de referencia para ser aplicada en las evaluaciones médicas a

sujetos sobre-expuestos®’*°

, proponiéndose este indicador como dosimetro
biologico de respuesta rapida a emplear en nuestro pais. Este indicador, se
seleccioné como referencia en América Latina siendo incluido en el manual de

radioaccidentados de la region>°.
2.1.7. Conclusionesparciales

1. No se observaron diferencias significativas en los resultados experimentales
realizados en ratas Wister en las épocas del afio correspondiente a verano e

invierno en nuestro pais.

2. Los resultados de disminucién porcentual de los acidos nucleicos muestra
una tendencia reiterativa similar a la obtenida en otras investigaciones que
permite la clasificacion del dafio radioinducido en correspondencia las

tendencias actuales protocolizadas en el manual de radioaccidentados.

3. Los experimentos realizados en la evaluaciéon del comportamiento de la
dindmica variacional de los acidos nucleicos en los animales que sobreviven
a una irradiacion aguda muestran una marcada recuperacion de sus valores

entre los 7 y 10 dias.
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4. El rango de los acidos nucleicos obtenido en poblacion cubana puede ser
empleado como referencia para la estimacion del dafio biolégico en sujetos

sobre-expuestos.

Valor delos acidos nucleicos leucocitarios en situaciones de

exposicion accidental
2.1.8. Sindrome agudo. Trasplante de médula

El sindrome agudo por radiaciéon (SAR) se encuentra categorizado en diferentes
cuadros que pueden poner en riesgo la vida de las personas sobreexpuestas a
radiaciones ionizantes. Si bien cada sindrome presenta una clinica diferenciada,
dos hechos resultan constantes e interrelacionados: la afectacién del sistema
hematopoyético y el compromiso sistémico. La secuencia de eventos asociados
al SAR plantea importantes desafios en los aspectos prondsticos y evolutivos.
En el estudio de la dinamica de acidos nucleicos mostrada en el capitulo anterior
se observo que los animales de experimentacion sometidos a dosis letales,
mostraron la existencia de un pico abortivo entre el 7M° y 10™° dia posterior a la
irradiacion en los animales que sobrevivian, lo cual fue considerado como un
indicador temprano de recuperacién del dafio causado por las radiaciones "*2.
Este resultado abre la posibilidad de utilizar este pardmetro como un indicador

de recuperacién en seres humanos sometidos a altas dosis de radiacion en

situaciones accidentales o de otra indole. Para evaluar el valor prondstico de los
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acidos nucleicos leucocitarios en el sindrome agudo por radiacion (SAR) en
humanos, se realizo el siguiente ensayo empleando un modelo de irradiacion

corporal total (TBI) en pacientes sometidos a trasplante de médula ésea (TMO)

32-47

Universo

El universo en este estudio quedd constituido por todos los pacientes del
Servicio de Hematologia del hospital Clinico Quirargico “Hnos. Ameijeiras”,
seleccionados segun protocolo del propio hospital para efectuarsele el trasplante

de medula 6sea (TMO).

Criterios de inclusioén

Pacientes aprobados por el equipo de Hematologia del Hospital “Hermanos
Ameijeiras” para ser sometidos a trasplante de la médula 6sea que firmaran

consentimiento informado.

Criterios de exclusion

Los pacientes que por determinadas razones no se les pueda realizar el
proceder de trasplante de médula o6sea (incompatibilidad genética,

descompensacion hematoldgica, etc.).

Seleccion de la muestra

Se seleccionaron 30 pacientes del servicio de Hematologia del Hospital Clinico

Quirargico “Hermanos Ameijeiras” que fueron sometidos a irradiacion corporal
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total para trasplante de médula 6sea (TMO). Las edades oscilaron entre 18 y 56
afios y el 60 % del total pertenece al sexo masculino. La Tabla 6 muestra las
caracteristicas principales de los pacientes y los diagnosticos. Cinco de los

trasplantes fueron alogénicos y 25 autélogos.
Método

Las muestras se tomaron de las extracciones que se le realizaron al paciente
para su control hematolégico rutinario. Se consideré como 0 el dia del trasplante.
El valor de base de los acidos nucleicos se tomo6 entre los dias -2, -3, y se
tomaron muestras sistematicamente los dias +1,+2,+3,+4,....etc., hasta el alta

de los pacientes que se producia alrededor de los dias +30.

Los parametros que se analizaron en cada extraccion fueron: hemograma con
diferencial, acidos nucleicos, glicemia, transaminasa oxaloacética (TGO) y la
transaminasa oxalopiravica (TGP), amilasa, fosfatasa alcalina, creatina
fosfokinasa, proteinas totales, lipidos, manoaldehido plasmatico (MAD, o
TBARS) y las hormonas T3, T4 y TSH. El valor porcentual de los &acidos

nucleicos se determiné por el método de Krittskii y Alexandrov**,

La glicemia se dosificO por el método de la glucosa oxidasa en un analizador
automatico Hitachi704, y las demas variables por los micro-métodos
colorimétricos en el mismo analizador. El hemograma se realiz6 en un contador

celular automatico KX 21 y los diferenciales por microscopia.
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Resultados

Los resultados se incluyeron en una base de datos cuyo registro facilita el
analisis estadistico de Spearman, que permite clasificar los datos segun la
homogeneidad de las variables (para las homogéneas los gréaficos punto a punto
y para las muy dispersas los de tendencias). Para la mejor comprension de los
resultados se emplearon las variables explicativas siguientes: edad, peso, raza,

sexo y diagnostico. Estos datos se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas fisicas y diagnosticos de los casos a los que se les

realizaron el TMO y fueron incluidos en el estudio.

Paciente Edad Peso(kg) Sexo/Raza Diagnostico
1 29 72 F/B* Leucemia mieloide aguda variedad M3.
2 45 64 M/M** Leucemia mieloide crénica.
3 18 54 M/N*** Leucemia mieloide aguda variedad M4.
4 30 76,3 M/B Leucemia mieloide aguda.
5 27 70 M/B Enfermedad de Hodking estadio (Il B E)
6 27 49,5 F/IB Leucemia mieloide aguda variedad M4.
7 34 77,8 M/B Leucemia mieloide crénica
8 18 48,5 F/IB Linfoma no Hodking.
9 50 83 M/B Leucemia mieloide aguda variedad M2.
10 26 53,5 F/B Leucemia no Hodking alto grado estadio

Il A Tipo Bulky.

11 30 49 F/B Enfermedad de Hodking variedad mixta.
12 18 52,5 F/B Linfoma no Hodking estadio 1V -B
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13 30 78,1 M/B Linfoma no Hodking.

14 40 76 M/B Linfoma no Hodking alto grado estadio
V.

15 30 76,8 F/B Leucemia mieloide aguda.

16 20 49,5 M/B Leucemia mieloide aguda variedad M4

17 56 53,6 F/IB Linfoma no Hodking alto grado estadio Il
A.

18 50 83 M/B Leucemia mieloide cronica.

19 50 83 M/B Leucemia mieloide aguda variedad M2

20 25 68 M/M Leucemia mieloide aguda.

21 40 66,6 F/B Leucemia mieloide croénica.

22 19 44 M/B Linfoma no Hodking alto grado

23 28 60 F/B Leucemia promielitica aguda.

24 36 70 FIM Linfoma no Hodking alto grado

25 23 45 F/B Enfermedad de Hodking.

26 27 86 M/B Leucemia promielitica aguda.

27 21 48.3 M/B Linfoma no Hodking

28 34 54,9 M/B Leucemia mieloide aguda

29 34 59,9 M/B Linfoma no Hodking linfoblastica

30 18 52,5 M/B Linfoma no Hodking linfoblastica.

Leyenda:

*B =Blanco, *M =Mestizo, ***N=Negro

El tratamiento condicionante antes del trasplante incluyd en sintesis el suministro
de citostaticos y la aplicacion de dos o tres fracciones de radiacion que en
conjunto sumaban 10/10,5Gy, aplicadas de cubito lateral con bloqueo de

pulmén. En los TMO autdlogos el numero de fracciones fue 2 y en los alogénicos
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3. Se utilizé una fuente de Co-60 con una tasa de dosis de 0,08 Gy/min. Los

detalles de las variables explicativas para este proceder se muestran en la Tabla

7.

Tabla 7. Tratamiento previo y posterior al trasplante.

Dosis NGmero de Dosis por Tratamientos con citostaticos
Paciente  Total ) fraccion
(Gy) fracciones (Gy) Previo al TMO Posterior al TMO

1 10 2 51 C.F* 5 mg-g. No

2 10 2 5 CFy VP-16 No

3 NR** C.F No

4 10 3 3,34 CFy VP-16** No

5 10 4,6 CFy VP-16 Ciclos Ay

Metrotex**

6 10 2 4,6 C.F No

7 NR C.F

8 10 2 4,6 CFy VP-16 No

9 10 2 55 C.F No

10 10 2 4,6 C.F No

11 10 2 4,6 C.F No

12 10 2 4,6 C.F No

13 10 3 3,3, 4 C.F Ciclos Ay
Metrotex

14 10 2 4,6 C.F No

15 10 2 4,6 C.F No

16 10 2 4,6 C.F No

17 10 2 4.6 C.FyVP 16 No

18 10 2 4,6 C.F No
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19 10 2 4,6 C.F No.

20 10 2 4.6 C.F No.

21 10 2 4,6 C.F No

22 10 2 4,6 C.F No

23 NR C.F

24 10 3 3,3,4 C.FyVP 16 Ciclos Ay
metrotex.

25 10 2 4,6 C.F No.

26 10 3 3,3,4 C.FyVP 16 Ciclos Ay
metrotex.

27 10 2 4,6 C.F No

28 10 3 3,3,4 C.F Ciclos Ay
metrotex.

29 10 2 4,6 C.F No

30 10 2 4,6 C.F Ciclos Ay
metrotex.

Leyenda:

* CF: Ciclofosfamida
** NR: No radioterapia
***% Ciclos A y Metrotex: Citostatico e inmunomodulador

**x* \/P 16: Citostatico sin otro nombre comercial

Los resultados obtenidos en los casos estudiados muestran comportamientos
diferentes en las dinamicas variacionales de los acidos nucleicos y de los
leucocitos en los pacientes que muestran una recuperacion satisfactoria al

trasplante y los que no muestran una recuperacion satisfactoria.
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En los casos con una recuperacion satisfactoria, se observa la presencia de un
pico abortivo entre los dias 10 — 15 dias posteriores al trasplante, este pico no
va acompafado de un aumento significativo del numero de leucocitos, que
muestra una tendencia discreta al aumento sostenido en el tiempo, logrando
acercarse al valor de base entre los 20 y 30 dias posteriores al trasplante. La
Figura 7 muestra un ejemplo de la dinamica variacional observada en un
paciente que sobrevivio a un trasplante

alogénico.
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Figura 7. Dindmica variacional de los acidos nucleicos y los leucocitos en un

sujeto sometido a trasplante alogénico que sobrevivié al procedimiento.

En los casos que no se recuperan del trasplante de médula G6sea, este pico

abortivo est4d ausente, con un comportamiento oscilante en la dinamica

73



variacional de los leucocitos. En estos casos nunca se alcanzan el 50% del valor

de base de los leucocitos tal como se muestra en la Figura 9.

100 r 100

E = & =Acidos nucleicos

I \ 2
2 BD —¥— | eucocitos - 80 £
=

w g
=] =
= 2
S 60 - p
z E
S 40 - =
E 8
: 8
a 20 - E
z (]
C s
=

0
0 5 10 15 20 25

dias

Figura 8. Dinamica variacional de &acidos nucleicos y los leucocitos en un

fallecido sometido a trasplante alogénico de médula Gsea.

En la Figura 9 se promedia el valor porcentual de los acidos nucleicos
correspondientes a los dias posteriores al transplante en los fallecidos y en los
gue sobreviven. La curva muestra que las tendencias en ambos grupos tienen

pendientes con signos contrarios.

Este comportamiento variacional de los acidos nucleicos es independiente del
tipo de trasplante aplicado y solamente se correlaciona con la evolucién

observada.
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Figura 9. Tendencia promedio de los acidos nucleicos en la muestra estudiada

incluyendo ambos tipos de trasplantes

Discusion

El trasplante de médula 6sea (TMO) es un procedimiento que ha logrado, bajo
ciertas condiciones, un cambio en la historia natural de la enfermedad
hematolégica maligna y los regimenes condicionantes para TMO generan

mielotoxicidad a través de diferentes mecanismos de accion.

En este trabajo se estudia por primera vez la dinamica variacional de los acidos
nucleicos en 30 pacientes que recibieron altas dosis de radiacibon como
tratamiento condicionante para el TMO. Los resultados obtenidos de la dinamica

variacional de este indicador muestran una tendencia marcada y reiterativa en
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los casos que sobreviven al procedimiento, observandose un pico abortivo entre
el 10mo y 15vo dia, que nunca aparece en los casos que no sobreviven al
proceder. Este pico abortivo aparece antes de que observe restablecimiento de
los valores hematologicos y bioquimicos convencionales dando un prondstico

favorable aun cuando el prondstico clinico convencional es reservado.

Similarmente a lo reportado por los autores Alonso C.*” y Dubner D.®°, nuestros
resultados muestran que el indicador de ANLSP, de igual tendencia evolutiva
gue el indice de madurez reticulocitaria, puede ser considerado un parametro de
refuncionalizacion medular que se eleva tempranamente después de la aplasia
radioinducida, permitiendo detectar el momento de la refuncionalizacién medular
(“engraftmen”). El pico abortivo de los ANLSP, pudiera ser considerado como

indicador de la reactivacién hematopoyética total >°#24°,

Como se puede constatar en la Figura 7 aparece el pico abortivo de los acidos
nucleicos entre los dias 10 y 15 que pronostica una evolucién favorable tanto al
SAR como al TMO, estos incrementos aparecen antes de la recuperacion
hematoldgica y la estabilizacion del resto de los parametros. Sin embargo en la
Figura 8 no aparece un incremento significativo del parametro que pronostica

una evoluciéon no favorable.

Como se muestra en la Figura 8, en los casos de fallecimiento la aplasia
medular radioinducida no es superada en dias siguientes al proceder por lo que

no hay una subida del parametro simbolizando la mala evolucién de estos
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pacientes, mientras que en los que sobreviven siempre aparece la subida de los

acidos nucleicos después del 10mo dia.

Los resultados experimentales obtenidos muestran que la variacion porcentual
de los acidos nucleicos es un indicador temprano de la recuperacion del
organismo de los efectos de las radiaciones ionizantes y que puede emplearse

como valor pronadstico en situaciones accidentales de sobre-exposicion.

El MDA es un compuesto aldehidico que permite medir el nivel de oxidacion en
el que se encuentran los lipidos de la membrana, mientras mayor sea este valor
mayor sera el grado de afectacion de esta, entendiéndose esto por un aumento
en la peroxidacion lipidica producido por la no activacion de los sistemas de
respuesta antioxidante, por lo que ocurre la desestabilizacion de las membranas
biologicas y de sus componentes. El estadio en el cual el organismo es incapaz
de estimular sus sistemas antioxidantes con el fin de eliminar los radicales libres
circulantes en exceso, y estos afectan células, 6érganos e incluso sistemas, se ha
dado en llamar estrés oxidativo. Este término es actualmente muy utilizado en
clinica para identificar un conjunto de sintomas comunes a enfermedades muy
diferentes, que comprenden casi siempre el desplazamiento del metabolismo
hacia la hipercatabolia, acumulacion de compuestos dafiinos derivados de la
peroxidacion lipidica, y con estos la activacion de otros como las
prostaglandinas, trombroxanos y leucotrienos, que son capaces por si solos de
continuar y amplificar esta cascada de peroxidacion y ocasionar dafios

irreparables, incrementar la aterosclerosis, y acelerar los procesos de
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envejecimiento tisular*®*’. En correspondencia con lo anteriormente expuesto se
observa que en los fallecidos el incremento de las especies reactivas se
mantiene estable en tiempo contribuyendo al deterioro de la salud del paciente
por la acumulacion de estos compuestos dafinos que no son neutralizados por
las defensas antioxidantes. La Figura 10 muestra en el caso de un fallecido el
incremento de las especies reactivas se mantiene de manera sostenida mientras
gue en los casos de evolucion favorable el incremento es mucho menor con

tendencia a alcanzar sus valores de base.
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Figura 10 Valores de malonlaldehido (TBARS o radicales libres) comparando un

sobreviviente y un fallecido

Como puede apreciarse en la Figura 11, durante los 10 dias posteriores a la
irradiacion corporal total se observa un aumento de la concentracion
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estacionaria de especies reactivas, que se expresa en un incremento
pronunciado de ERO (especies reactivas del oxigeno) que tiende a estabilizarse
en el tiempo acercandose a su valor de base, mientras los acidos nucleidos
después de su caida brusca por la aplasia medular radioinducida aparece la

recuperacion del parametro a sus valores de basales?**+.
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Figura 11. Valores de malonaldehido (TBARS o radiales libres) y é&cidos

nucleicos en un sobreviviente.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la irradiaciéon corporal total produce
un incremento de las especies reactivas del oxigeno y de los radicales libres
como resultado de la accién de las radiaciones ionizantes sobre la materia viva
gue en los casos de fallecimiento este dafio se torna irreversible mientras que en
los que sobreviven hay una recuperacion debido a la accion de las defensas

antioxidantes que permite el restablecimiento de los niveles de base de los
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acidos nucleicos indicando la refuncionalizacion medular por lo que la dinamica
del estrés oxidativo puede considerarse como una importante herramienta

evolutiva en pacientes sobre-expuestos.

2.1.9. Sindrome cronico. Experiencia con los nifios de Chernobyl

Este trabajo ofrece los principales resultados del programa de evaluacion
radiobiol6gica empleando la técnica de los acidos nucleicos leucocitarios en 445
nifos procedentes de 43 localidades que sufrieron diferentes niveles de sobre-
exposicién a las radiaciones ionizantes como consecuencia del accidente de
Chernobil. Los nifios se agruparon de acuerdo a los niveles de contaminacion
superficial con Cesio-137 existente en las localidades de procedencia

inmediatamente después del accidente%3!,

Universo

Los nifios de Chernobyl que fueron atendidos en las areas Tarard y citados para
la realizacion del estudio dosimétrico correspondiente.
Criterios de inclusion

Todos los nifios sanos, por criterios clinicos humorales que fueron estudiados
dosimétricamente en Tarara, y que vivian en areas contaminadas de Cesio-137
incluidas dentro del los niveles que propuestos por la UNSCEAR para el estudio

y que sus representantes legales firmaron el consentimiento informado.

Criterios de exclusioén
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Los nifios que no cumplieron lo expresado en el criterio de inclusion.

Seleccion de la muestra

La muestra para este estudio quedd conformada por 445 nifios seleccionados
aleatoriamente de las diferentes areas contaminadas, que fueron agrupadas en

4 grupos de acuerdo a los niveles de contaminacién de Cs-137 en KBg/m?, tal

como se muestra en la Tabla 8.
Los grupos quedaron conformados de la siguiente manera:

Grupo 1. 165 nifios de 20 localidades con contaminacion superficial entre O-

37 KBg/m?.

Grupo 2: 135 nifios de 15 localidades con contaminacién superficial mayor de

37 KBg/m? y menor de 185 KBg/m?.
Grupo 3: 85 nifios de 7 localidades con contaminacién superior a 296 KBg/m 2.

Grupo 4. 60 nifios de una localidad con contaminacion superficial

desconocida®.

Método

Las variables explicativas seleccionadas en el estudio fueron la edad y el
numero de pueblos agrupados por el nivel de contaminacion superficial de Cs-

137 en KBg/m®*.
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Los nifios fueron encuestados para conocer el lugar de procedencia siguiendo

los criterios clasificatorios recomendados por UNCEAR.%3!

La zona limpia quedd conformada por el primer grupo proveniente de Kiev y de

ellos se estimaron los valores de referencia de los ANLSP para este estudio.

Tabla 8. Caracteristicas de los nifios provenientes de diferentes areas de

contaminacion agrupados en diferentes grupos.

Grupos Contaminacion Numero Total de Intervalos de
Cs-137 KBg/m? Pueblos Niflos edades
Grupo 1 0-37 20 165 6-14
Grupo 2 37-187 15 135 9-14
Grupo 3 =296 7 85 7-14
Grupo 4 Desconocido 1 60 9-12
Totales 43 445
Resultados

En la Tabla 8 se muestran las cantidades de nifios provenientes de las
diferentes zonas clasificatorias y los porcientos que representan en relacion al
total estudiado. Se separaron los nifios totalmente sanos de los que tenian

hiperplasias tiroideas (HT).

Tabla 9. Grupos de nifios estudiados por zonas y diferenciados los sanos de los

gue presentaron hiperplasias tiroideas
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Zonas segun | Numerode % de nifios sanos Nifilos % de nifios con HT
clasificacion | nifios sanos  respecto al total con HT respecto al total
UNSCEAR

Zonal 82 49.7% 83 50,3%
Zona 2 51 37.8% 84 62,2%
Zona 3 66 77,6% 19 22,4%
Zona 4 52 86,7 8 13,3%

Para conocer si las hiperplasias tiroideas que presentaban los nifios, incidian en
el valor porcentual de los acidos nucleicos en cada grupo, se diferenciaron los

gue presentaron esta patologia del resto, tal como se muestra en la Tabla 9.

La distribucién fue normal en todos los grupos y las diferencias por edades y
entre los nifios con hiperplasia tiroidea y los sanos no fueron estadisticamente
significativas (p<0.05), lo que permitié6 unir ambos grupos y hacer un solo valor

de referencia para cada zona utilizando los percentiles 332,

La Tabla 10 muestra los valores promedios de los acidos nucleicos por zonas
segun la clasificacion de UNSEAR. Estos resultados coinciden con los reportes
del UNSCEAR 2008, 2010, y 2012 en relacion a las consecuencias del accidente

de Chernobyl.

Tabla 10. Resultados de los valores de &cidos nucleicos en los grupos

estudiados.
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Grupos | Valor medio de Acidos Intervalo de  Numero de Numero de
Nucleicos DS Confianza casos en % casos en %
Bajos Altos
Grupo 1 3,00 £0,90 1,20-4,80 1(0,61) 6(3,60)
Grupo 2 3,04 0,94 1,16 - 4,92 3(2,20) 5(3,60)
Grupo 3 3,18 0,95 1,28 - 5,08 0 6(5,80)
Grupo 4 3,61 £1,37 0,87 -6,35 0 7(11,80)

Como se puede apreciar en este estudio no obtuvimos diferencias significativas
en ninguna de las zonas estudiadas con respecto a los valores de referencia

obtenidos de la zona limpia®®®*.

Discusion

Los resultados obtenidos en los nifios de Chernovil muestran que no existen
cambios en los sistemas hematopoyéticos, poli sindromes neurolégicos u
osteocondrosis relacionadas con la exposicion después de transcurrido un

periodo de 10 afos.

En la muestra estudiada tampoco se observaron variaciones en las cifras
referenciales de los acidos nucleicos. Estos resultados coinciden con los
obtenidos en el servicio de dosimetria del CPHR, aplicando otro indicador
bioldgico a esta misma muestra: las aberraciones cromosémicas®°®. En ninguna
de las localidades estudiadas aparecieron aberraciones cromosomicas,
evidenciandose que los niveles de dosis recibidos por los nifios en sus

respectivas localidades no indujeron dafios genomicos.
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Recientemente se evalud la posible afectacion al ADN por la contaminacion
interna con Cs-137. Para ello se aplico el ensayo cometa a los linfocitos de 27
nifos seleccionados de la muestra estudiada con contaminacion interna
demostrada en los estudios de dosimetria interna, y a 29 nifios que no estaban
contaminados internamente (grupo control). Los resultados obtenidos
evidenciaron que no se han producido alteraciones detectables en el ADN*’, lo
cual corrobora los resultados de la técnica de acidos nucleicos leucocitarios

obtenidos en este trabajo en la poblacion estudiada®*°.

Un estudio preliminar realizado por la autora con los pilotos de las lineas aéreas
DC10 de Cubana de Aviacion, sujetos a un programa de control dosimétrico
como trabajadores ocupacionalmente expuestos, empleando la técnica de
acidos nucleicos como parte del examen médico de control de salud de estos
trabajadores no encontr6 evidencias de alteraciones en la cifras normales de los
acidos nucleicos®* . Estudios realizados por otros autores en pilotos empleando
otros indicadores biolégicos®: aberraciones cromosémicas, microntcleos, no
encontraron alteraciones en las cifras normales de los mismos. Estos hallazgos
corroboran que en el caso de las exposiciones crénicas los efectos estocasticos
se manifiestan ligeramente a partir de los 20 afios y que los indicadores
biologicos existentes no expresan cuantitativa ni cualitativamente los cambios

que pudieran estar ocurriendo en el organismo debido a estas exposiciones °®"*

Un estudio realizado por Aklelev® sobre los efectos provocados por las

exposiciones cronicas durante mas de 20 afios de seguimiento muestra que las
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manifestaciones clinicas del sindrome cronico son desapercibidas y estan
ausentes en la mayoria de los exadmenes clinicos, por ser los sintomas muy
leves y los trastornos que producen retornan a la normalidad en un periodo de
tiempo corto. Esto hace que se pierdan datos para una mejor relaciéon dosis-

efecto.

Los reportes de las UNSCEAR 2010%, plantean que la exposicion crénica trae
aparejada sintomas muy leves que aparecen de manera natural en la poblacion
y carecen por tanto de relevancia, por lo que se constata un pobre avance en el

tema en relacion a:

1. Falta de especificidad en el tipo o las caracteristicas de la enfermedad

inducida por las radiaciones.

2. Periodos muy largos que lleva mas de decenios, entre la exposicion cronica

y la aparicion de estas enfermedades.

En la actualidad segun UNSCEAR, se considera que la respuesta adaptativa
correcta vinculada a la exposicion a bajas dosis es aquella en la que los
sistemas defensivos existentes en las células reconocen y reparan el dafio que
la radiacién provoca sobre los acidos nucleicos sin variaciones cualitativas ni

cuantitativas®.
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La correcta reparacion de esos complejos dafios en el ADN resulta dificil, e
incluso a bajas dosis de radiacion, es posible que haya una probabilidad muy

reducida, aunque no nula de que se produzcan mutaciones en el ADN.

Por tanto a bajas tasas de dosis 0 exposiciones cronicas, la mejor respuesta
adaptativa ante el riesgo de exposicion radiacional es aquella que permite
mantener la integridad de los valores cuantitativos de los acidos nucleicos, lo
cual esta vinculado en parte por la capacidad de repuesta de las células para

reparar el dafio provocado en el ADN debido a la exposicion a las radiaciones?.

Las bajas tasas de dosis de radiacion muestran diferentes respuestas en los
acidos nucleicos, en dependencia de la capacidad antioxidante de cada

individuo, que puede traducirse en diferentes formas de respuesta adaptativa

1. Actividad incrementada de reparacion genética.

2. Capacidad de respuesta adaptativa, que se mide cuantitativamente, por la
eficacia de los mecanismos de reparacion que mantienen inalterable las
cifras de los acidos nucleicos, manteniendo viable la célula sin cambios

genomicos.

Las radiaciones ionizantes al interaccionar con la materia viva pueden originar
cambios moleculares, celulares o muerte celular. En la mayoria de los casos, a
bajas dosis ocurren fundamentalmente cambios moleculares, los cuales se
reparan y por consiguiente el efecto de la irradiacion no es clinicamente

observable.
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Existen datos experimentales que demuestran que las mutaciones del ADN
pueden ser reducidas por una pequefia dosis de radiacion condicionante previa,
debido probablemente al estimulo de los mecanismos de reparacion de las
células. Un proceso de respuesta adaptativa de ese tipo ha sido demostrado en
investigaciones °**°.La respuesta celular es transitoria y parecen existir
variaciones individuales. Debido a que se reconoce que la eficacia de la
reparacion del ADN no es absoluta, la adaptacion ocurre probablemente junto
con los procesos de mutacion del ADN y sus efectos subsiguientes. El alcance
entre la reparacion celular estimulada y el dafio residual todavia no resulta claro.
En momentos actuales se le da una importancia relevante a la determinacion de
los &cidos nucleicos totales. En este contexto, este indicador altamente
especifico de dafo por radiacién, es una herramienta de inestimable valor que
permite evaluar de forma cuantitativa y directa la respuesta adaptativa a este

riesgo30,31,54-57l

Las patologias que se asocian a bajas dosis o exposiciones crénicas son muy
inespecificas y fluctuantes, y la relacion entre estas y la exposicion solo es
posible establecerla pasada mas de 2 décadas. La importancia del desarrollo de
indicadores especificos de dafio radiacional para evaluar la capacidad de
respuesta adaptativa aparece en el reporte de la UNSCEAR 2010*° y 2012, en
la que plantean que la inespecificidad de las patologias y la alta frecuencia
espontanea de los trastornos que pudieran ser asociados al sindrome cronico en

poblaciones no expuestas y el periodo tan largo necesario para vincular las
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mismas con las exposiciones requiere que los investigadores utilicen técnicas

gue evaluen la respuesta adaptativa.

La experiencia obtenida del estudio de los nifios de Chernovil en este trabajo,
muestra que la respuesta adaptativa mantiene integra la cantidad de acidos
nucleicos y la capacidad de defensa antioxidante ante el estrés oxidativo que
induce la radiacion sobre la materia viva. En esta poblacion como ya se sefialo,

otros indicadores biol6gicos®® "

tampoco mostraron variaciones de sus valores
referenciales, lo cual indica que la integridad de los valores cuantitativos de los
acidos nucleicos pudiera ser potencialmente un indicador para evaluar la

capacidad de respuesta adaptativa en el sindrome cronico.

2.1.10. Conclusionesparciales

1. Elincremento brusco en la dinamica variacional de los &cidos nucleicos es un
indicador temprano de la recuperacion del organismo de los efectos de las
radiaciones ionizantes en los pacientes sometidos a trasplante de médula
O0sea y puede emplearse como valor prondstico en situaciones de sobre-

exposicion.

2. La dindmica del estrés oxidativo es un parametro evolutivo del sindrome

radiacional agudo.

3. La ausencia de cambios en los valores referenciales de los acidos nucleicos

en los niflos estudiados en 10 afios de seguimiento se corrobora con los
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resultados obtenidos con otras técnicas biodosimétricas aplicadas al mismo

grupo de pacientes.

Los resultados obtenidos muestran que la integridad cuantitativa de los
acidos nucleicos pudiera ser un indicador para evaluar la capacidad de

respuesta adaptativa en el sindrome croénico.
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1.

3. CONCLUSIONES

Se desarroll6 una metodologia biodosimétrica de respuesta rapida aplicable
a situaciones de exposicion accidental a las radiaciones ionizantes basada en la
cuantificacion de los &cidos nucleicos leucocitarios, que ha sido incluida en los
protocolos del Manual de Asistencia a Radioaccidentados de América Latina y

del OIEA.

La cuantificacion de los &cidos nucleicos en modelos de animales de
experimentacion irradiados a diferentes dosis permite establecer la clasificacion
del dafio biolégico radioinducido y su dindmica variacional es un indicador
pronéstico de sobrevida al sindrome agudo que evidencia el restablecimiento del

compromiso sistémico-hematopoyeético.

El rango de los acidos nucleicos obtenido por primera vez en sujetos sanos
de la poblacién cubana puede emplearse como referencia para la estimaciéon del

dafio bioldgico en sujetos sobre-expuestos.

El incremento brusco en la dinamica variacional de los &cidos nucleicos
mostré ser un indicador temprano de la recuperacion del organismo de los
efectos de las radiaciones ionizantes en los pacientes sometidos a trasplante de
meédula 6sea y puede emplearse como valor pronostico en el sindrome agudo en

sujetos sobre-expuestos.

91



La experiencia con los nifios de Chernobyl sugiere que la integridad
cuantitativa de los acidos nucleicos puede ser un indicador de evaluacion de la

capacidad de respuesta adaptativa en el sindrome croénico.
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4. RECOMENDACIONES

Emplear la metodologia descrita en situaciones de exposiciones

accidentales que ocurran en nuestro pais.

Incluir la dosimetria biologica en el examen médico de control de salud que

se realiza a los trabajadores ocupacionalmente expuesto.
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ANEXO 1

Consentimiento Informado

Paciente: Cl:

Personal que informa : _Jefe de Proyecto de la Secretaria Ejecutiva para
Asuntos Nucleares (SEAN).

Tipo de Procedimiento a realizar: Obtencién de muestra en el Examen Médico
control de salud, a personal sano en su chequeo periodico.

Explicacién breve y sencilla del objetivo del procedimiento, en qué consiste
el mismo y la forma en que se va a llevar a cabo:

Este es un procedimiento que se llevara a cabo tomando una parte de la
muestra de sangre extraida para su chequeo periédico, 3 mL., para
determinar los valores de referencia de llos ANLSP en poblaciéon cubana.

Descripcion de las consecuencias seguras y riesgos de la intervencioén :

Estos procedimientos no tienen riesgos, ni reacciones adversas, las molestias son
inocuas y no esta obligada o implica cambiar o abandonar costumbres, habitos,
creencias, valores, actitudes ni tratamientos.

Declaracién del paciente : He recibido y estoy satisfecho por informacion acerca
del procedimiento analitico incorporado a mi bateria de examenes para colaborar
en la investigacion planteada.y ACEPTO _____, NO ACEPTO por mi propia
eleccion y teniendo en cuenta mis preferencias y la posibilidad de revocar en
cualquier momento el consentimiento informado.

Fecha :

Firma del paciente : Firma del Informante :

En caso de ser revocado el Consentimiento informado:
Causas:

Fecha :

Firma del paciente :




ANEXO 2
Consentimiento Informado

Paciente: Cl:

Personal que informa : Jefe de Proyecto ramal del CPHR:

Tipo de Procedimiento a realizar: Obtencidn de muestra en el seguimiento
protocolizado a los pacientes sometidos al trasplante de médula ésea.

Explicacion breve y sencilla del objetivo del procedimiento, en qué consiste
el mismo y la forma en que se va a llevar a cabo:

Este es un procedimiento que se llevara a cabo tomando una parte de la
muestra de sangre extraida para su chequeo diario post trasplante , de 3 mL.
de sangre , para determinar las variaciones de los ANLSP y corroborar su
valor pronéstico.

Descripcion de las consecuencias seguras y riesgos de la intervencion :

Estos procedimientos no tienen riesgos, ni reacciones adversas, las molestias son
inocuas y no esta obligada o implica cambiar o abandonar costumbres, habitos,
creencias, valores, actitudes ni tratamientos.

Declaracién del paciente : He recibido y estoy satisfecho por informacién acerca
del procedimiento analitico incorporado a mi bateria de examenes para colaborar
en la investigacion planteada.y ACEPTO _____, NO ACEPTO por mi propia
eleccion y teniendo en cuenta mis preferencias y la posibilidad de revocar en
cualquier momento el consentimiento informado.

Fecha :

Firma del paciente : Firma del Informante :

En caso de ser revocado el Consentimiento informado:

Causas:

Fecha :

Firma del paciente :




ANEXO 3
Consentimiento Informado

Paciente: Cl:

Personal que informa : Jefe de Proyecto ramal del CPHR:

Tipo de Procedimiento a realizar: Recoleccion y seleccion de los datos y
resultados de los nifilos que solicitaron servicio dosimétrico a la institucion y
vivieron en zonas afectadas por el accidente de Chernobyl.

Explicacién breve y sencilla del objetivo del procedimiento, en qué consiste
el mismo y la forma en que se va a llevar a cabo:

Este es un procedimiento que se llevara a cabo seleccionando, mediante las
encuestas los casos de interés de acuerdo a las zonas delimitadas por la
UNSCEAR, para investigaciones del efecto de bajas dosis.

Descripcion de las consecuencias seguras y riesgos de la intervencion :

Estos procedimientos no tienen riesgos, ni reacciones adversas, las molestias son
inocuas y no esta obligada o implica cambiar o abandonar costumbres, habitos,
creencias, valores, actitudes ni tratamientos. Todos los nifios sean o no de interés
al proyecto investigativo se les haran los examenes dosimétricos y tendran
individualmente sus resultados reflejados en su historia clinica.

Declaracién del paciente : He recibido y estoy satisfecho por informacion acerca
del procedimiento analitico incorporado a mi bateria de examenes para colaborar
en la investigacion planteada ACEPTO ____, NO ACEPTO por mi propia
eleccion y teniendo en cuenta mis preferencias y la posibilidad de revocar en
cualquier momento el consentimiento informado.

Fecha:

Firma del paciente : Firma del Informante :

En caso de ser revocado el Consentimiento informado:

Causas:

Fecha :

Firma del paciente :
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