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En este estudio se analizaron los pardmetros viscoeldsticos y de agregacion en glébulos rojos humanos sometidos a los
procedimientos habituales de irradiacién gamma con fines transfusionales. Las muestras fueron irradiadas a diferentes
dosis a fin de determinar los posibles cambios hemorreolégicos que pudieran afectar a la salud de los pacientes y su
relacién con las modificaciones bioquimicas observadas. Los resultados obtenidos muestran alteraciones en el tiempo
de agregacion, en la viscosidad superficial de membrana y en el tamaiio de los agregados eritrocitarios en las muestras
irradiadas, sugiriendo que el dafio producido por la radiacién ionizante afecta a las propiedades fisicas de la membrana
del glébulo rojo en diferentes niveles.
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In this study, the alterations in viscoelastic and aggregation parameters of red blood cells were analyzed for usual
gamma irradiation procedures for transfusion purposes. In order to determine possible hemorheological changes that
may affect the health of patients and their relationship with the biochemical changes observed, the blood samples were
irradiated at different doses. The results show alterations in the erythrocyte aggregation time, in the membrane surface
viscosity and in the size of the aggregates in the irradiated samples, suggesting that the damage produced by the ionizing
radiation affects the physical properties of red blood cell membrane at different levels.
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I. INTRODUCCION

Las transfusiones de sangre son esenciales en muchos
tratamientos médicos. Sin embargo, en determinados casos
pueden producir la Enfermedad de Injerto Contra el Hués-
ped (EICH). La EICH (de alta letalidad) es una respues-
ta inadecuada del sistema inmune del receptor ocasionada
por la presencia de linfocitos T del donante en los hemo-
componentes. Los protocolos internacionales [1] proponen
irradiar las unidades de sangre como tratamiento més efec-
tivo para evitar esta patologia, ya que produce la muerte o
inactivacién de estos linfocitos al dafiar el ADN contenido
en el nicleo de dichas células. Los glébulos rojos no su-
fren el mismo dafio (GR, eritrocitos) ya que, a diferencia
de los linfocitos, estas células sanguineas no contienen nu-
cleo. Las radiaciones ionizantes, tales como los rayos gam-
ma, tienen diferentes efectos bioldgicos en diferentes tipos
de células. Las dosis de radiacién gamma recomendadas
por protocolos internacionales (para lograr la inactivaciéon
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de los linfocitos T) varfan entre 25 y 50 Gy. Estos procedi-
mientos reducen el tiempo de viabilidad de las unidades de
sangre, pasando de 42 dias (para unidades no irradiadas) a
28 dias. En el caso de irradiacién de la sangre, los cambios
en los pardmetros bioquimicos han sido muy bien estudia-
dos y se vinculan a cambios en la permeabilidad de la mem-
brana de los GR. Sin embargo, poco es conocido respecto a
alteraciones en los pardmetros fisicos tales como la agrega-
cioén eritrocitaria y la viscoelasticidad de la membrana.

El objetivo de este trabajo fue realizar un estudio de las
alteraciones en los parametros fisicos de glébulos rojos so-
metidos a diferentes dosis de radiacién gamma bajo los pro-
cedimientos habituales utilizados en el Centro Regional de
Hemoterapia (CRH), que abastece al departamento Rosario
de la provincia de Santa Fe.

II. MATERIALES Y METODOS

Los pardmetros viscoeldsticos de la membrana de GR ex-
puestos a fotones de alta energia se determinaron utilizando
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un Reémetro Eritrocitario [2]. Para la evaluacién de las po-
sibles alteraciones en los pardmetros de agregacion eritroci-
taria se utilizé un agregémetro de chip Optico [3]. Mediante
la toma de imdgenes digitales con una cdmara digital aco-
plada a un microscopio invertido [4] se observé la morfolo-
gia de los GR y de los agregados que forman para evaluar si
la radiacién gamma aplicada producia alglin cambio en las
mismas.

Muestras de sangre

Se realizaron tres extracciones no simultaneas de sangre
entera de un donante sano. Cada muestra fue dividida en dos
alicuotas, una destinada para control y otra para irradiacién.

Las extracciones de muestras de sangre fueron realizadas
en donantes en ayuno, entre las 8:00 y las 10:00 am en un
ambiente tranquilo a temperatura ambiente, después de un
periodo de descanso de 10 minutos y en una posicién sen-
tada, de acuerdo con las recomendaciones internacionales
[5]. Los anticoagulantes utilizados fueron EDTA (1,5 a 1,8
mg/ml) para las determinaciones hemorreoldgicas y hepari-
na de litio (14 a 15 U/ml) para la determinacion de iones en
plasma [6].

Irradiacion de las muestras

Las muestras de sangre fueron irradiadas en el irradiador
del servicio del Centro Regional de Hemoterapia de Rosa-
rio (equipo BioBeam GM 8000 desarrollado por la empre-
sa alemana Gamma-Service Medical GmbH). Esta facilidad
posee una fuente de Cs-137 (emisién de pico en 661,7 keV)
y es utilizada ampliamente en tratamientos transfusionales y
en investigacion [7]. La actividad de la fuente radiactiva fue
de 66,1 TBq al momento de realizacién de esta investiga-
cién (actividad de referencia: 80,7 TBq inspeccién técnica
12/12/2010).

Las muestras fueron irradiadas con rayos gamma, en do-
sis entre 1,5 y 25 Gy. La dosis maxima en cada ensayo se
verificé mediante el uso de films radiocrémicos. La distribu-
cioén de dosis en la facilidad, de acuerdo a reportes técnicos,
es similar a la distribucién informada por el fabricante [8].
Se utilizé un contenedor cilindrico (ver Fig. 1) disefiado pa-
ra rotar en el interior del BioBeam GM 8000 a fin de lograr
la mayor uniformidad de la dosis en su interior. De acuerdo
a datos del fabricante, el perfil de dosis absorbida medida
dentro del contenedor cilindrico muestra una diferencia de
10% entre el centro y a distancia de un semi-radio y 20%
entre el centro y el limite del recipiente.

Para garantizar una diferencia de no mas del 5% en la
dosis absorbida por las muestras, los tubos conteniendo ali-
cuotas de cada muestra fueron ubicados en un soporte espe-
cialmente disefiado, quedando a menos de medio radio del
eje central y a mitad de altura del cilindro (para irradiaciéon
con fuente oscilante) [7]. El soporte se confeccion utilizan-
do polimetilmetacrilato (densidad (1,17 £0,02) g/cm?, in-
dice de refraccion 1,49 para longitud de onda de 589,3 um)
[9] el cual se observa en la derecha de la Fig. 1. Para lo-
grar la uniformidad interna de la dosis se completé el ci-
lindro metélico con agua destilada a temperatura ambiente
(tal como propone el protocolo de irradiacién de unidades
de sangre utilizando estos equipos).

FIG. 1: Contenedor cilindrico para irradiaciones de unidades de
sangre (izquierda) y portamuestras confeccionado para los ensa-
yos con muestras pequerias (derecha).

Reometro Eritrocitario

Los pardmetros reolégicos de la membrana eritrocitaria-
se determinaron mediante la técnica de difractometria laser
utilizando el Redmetro Eritrocitario [2] del Grupo de Fisica
Biomédica del IFIR. Este equipo realiza determinaciones
durante el proceso de deformacién de los GR sometidos
a tensiones de corte dentro del rango fisioldgico, en régi-
men estacionario y en régimen dindmico. Para cada mues-
tra irradiada se determinaron los pardmetros viscoeldsticos
estacionarios y dindmicos, utilizando modelos estadisticos
sobre los datos medidos, ya descriptos en trabajos previos
[10-13]:

» indice de deformabilidad (ID)

= moédulo eldstico de membrana (u)

= viscosidad superficial de membrana (1)
» moddulo de almacenamiento (G’)

= pérdida dindmica (G”)

Agregometro de chip optico

El Agregémetro Eritrocitario de Chip Optico [3] es un
equipo que permite, mediante la técnica de transmisién 14-
ser, una evaluacion rapida y eficaz del fendmeno de agrega-
cioén eritrocitaria utilizando sélo 15 uLL de sangre entera. La
evolucion temporal del estado de agregacion de los GR es
funcién de la intensidad luminica transmitida. De la curva
de intensidad vs. tiempo se obtiene el tiempo mitad (77 ;)
que corresponde al tiempo que la muestra tarda en alcan-
zar el 50% de la agregaciéon maxima. También se obtiene
el indice de agregacién (AI) como el cociente entre el drea
debajo de la curva de intensidad vs. tiempo y el drea total.

Analisis digital de imagenes

La morfologia de los agregados de eritrocitos irradiados
y de control fueron analizadas a fin de determinar el co-
eficiente de células aisladas [5, 14]. Las imagenes digita-
les fueron obtenidas por microscopia éptica convencional
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con un Microscopio Optico Invertido acoplado a una cima-
ra digital mediante un adaptador de 52 mm. El porcentaje
de células aisladas (o no agregadas) fue determinado con
una suspensién de GR en plasma autélogo al 0,3% en un
portaobjeto luego de 5 minutos, para las diferentes dosis de
las tres muestras de sangre analizadas.

Concentracion iones en plasma

La determinacion de la concentracion de iones se realiz6
mediante el método de electrodos selectivos de iones cloru-
ro o sodio. En este método se utiliza un sensor que convierte
la actividad de un ion especifico disuelto en una solucién en
un potencial eléctrico, el cual se puede medir con un vol-
timetro o PHmetro. En esta investigacion fue utilizado este
método de ion selectivo ya que, a diferencia de la fotometria
de llama, no es un ensayo destructivo.

III. RESULTADOS
Parametros viscoelasticos

Mediante los ensayos viscoeldsticos se obtuvieron los pa-
rametros ID, i, n, G’ y G” a las frecuencias de oscilacién
0,5; 1,0y 1,5 Hz (correspondientes a los ciclos fisiol6gicos).
Sélo se observaron diferencias significativas en los valores
medios de la viscosidad superficial de membrana en funcién
de la dosis absorbida.
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FIG. 2: Viscosidad superficial de membrana de GR versus dosis
de irradiacion.

Tal como se observa en la Fig. 2, el valor de ) es menor
en las muestras irradiadas respecto al control, con diferen-
cias més significativas para dosis de S y 10 Gy. Los médulos
G’ y G” (resultados no presentados) no variaron significati-
vamente con respecto al control en el intervalo de dosis de
0 a 25 Gy. Los coeficientes ID y u tampoco presentaron al-
teraciones significativas entre las muestras irradiadas y los
respectivos controles (resultados no presentados).

Parametros de agregacion

En la Fig. 3 se presentan los resultados correspondientes
al tiempo-mitad de agregacion (71,2), el cual varia con la
dosis de radiaciéon gamma suministrada.

Se observa ademds una reduccion del valor de 71, en el
intervalo entre 1,5 y 10 Gy y un incremento en las dosis de
15 y 25 Gy, pero sin llegar a superar el valor de referencia
del control (0 Gy).
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El indice de agregacién (Al) no fue alterado significa-
tivamente por las dosis de radiacién gamma entregadas y
tampoco se observaron diferencias significativas en los en-
sayos justo después de irradiar o un dia después de irradiar
(resultados no presentados).
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FIG. 3: Tiempo mitad o tiempo de semi-agregacion de GR versus
dosis de irradiacion.

Porcentaje de células aisladas

En la Fig. 4 se muestran los valores medios del porcenta-
je de células aisladas en funcién de la dosis absorbida para
las tres muestras analizadas, observando variaciones signi-
ficativas a distintas horas transcurridas entre la irradiacion
y la toma de imégenes.
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FIG. 4: Valores medios del porcentaje de células aisladas para
tres muestras en funcion de las dosis de irradiacion determinados
a diferentes tiempos post-irradiacion.

Tones en solucion

En la Fig. 5 se observa la concentracién de iones de po-
tasio, sodio y glucosa, 22 horas luego de la irradiacién. A
mayor dosis es mayor la concentracion de potasio; mientras
que la concentracion de sodio se redujo al incrementarse la
dosis. Estos resultados coinciden con lo indicado en biblio-
grafia sobre almacenamiento de muestras de sangre irradia-
das [15], relacionados a dafios de la membrana que alteran
la bomba sodio-potasio de la célula.
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FIG. 5: Concentracion de iones en plasma sanguineo 22 hs des-
pués de la irradiacion para diferentes dosis. Amarillo: potasio
(centimoles por litro). Gris: sodio (decimoles por litro). Naranja:
glucosa (milimoles por litro).

IV. CONCLUSIONES

Las determinaciones con el Redmetro Eritrocitario no
han mostrado alteraciones significativas en las propiedades
viscoeldsticas de los eritrocitos, con excepcién de la visco-
sidad superficial de membrana (1) que presenta alteraciones
significativas (p < 0,05). Estos resultados indicarian que el
dafio se produce en la bicapa lipidica, alterando la permea-
bilidad de la misma.

Los resultados obtenidos con el agregémetro de chip 6p-
tico indican que, si bien el indice de Agregacién (Al) no
mostré alteraciones significativas, el tiempo-mitad (71 ;) fue
alterado significativamente por el efecto de la irradiacién.
Este resultado indica que la velocidad de agregacion es
afectada por la radiacién en forma dosis-dependiente. Ana-
lizando las imédgenes digitales se observé una longitud de
los agregados (también conocidos como rouleaux) mucho
menor en las muestras irradiadas, lo que sumado al fend-
meno de reduccion del tiempo de agregacion daria indicios
de que el dafio indirecto por la radiacién ionizante redujo
la capacidad de formar los agregados extensos. Esta altera-
cién en la agregacion eritrocitaria sugiere un deterioro del
glicocdlix de la membrana eritrocitaria.

El andlisis de la concentracion de iones en el plasma ve-
rificé un aumento en la concentracion de potasio y dismi-
nucién en la concentracién de sodio, mds significativas para
mayores dosis. La alteracién de este pardmetro bioquimico
confirma que el dafio por irradiacién de las muestras ensa-
yadas concuerda con la bibliografia, disminuyendo la dura-
cién de las unidades de sangre a transfundir.

Estos resultados confirman que los daiios a los GR por la
irradiacion protocolar en los bancos de sangre producen al-
teraciones en las membranas que no se revierten en el tiem-
po. La continuacién de estas investigaciones podria permitir
mejorar los protocolos a fin de prolongar la vida 1til de las
unidades de sangre para transfusion.
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