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RESUMEN

Las lesiones radioinducidas en piel pueden tener severas secuelas, disminuyendo la calidad de vida de personas
expuestas accidentalmente, constituyendo también motivo de preocupacion en ambitos de la radioterapia y
radiologia intervencionista.

El sindrome cutaneo radioinducido (SCR) se basa en una combinacion de procesos inflamatorios y alteracion de
la proliferacion celular, cuya evolucion depende de varios factores.

En el marco de un acuerdo entre el Hospital de Quemados GCBA y la Autoridad Regulatoria Nuclear (ARN), se
encuentra en ejecucion un protocolo para el diagnostico y tratamiento del SCR. Ligado al mismo se desarrolla
este estudio cuyo objetivo es identificar biomarcadores del proceso inflamatorio, y su utilidad como indicador
de la evolucién y la respuesta de los pacientes al tratamiento terapéutico.

La expresion de las moléculas de adhesion ICAM-1 y Bl-Integrina en granulocitos y linfocitos, asi como
cambios en subpoblaciones de linfocitos T y el nivel plasmatico de Proteina C Reactiva (PCR), fueron
evaluados en 15 pacientes con SCR por practicas de radiologia intervencionista.

Se observa un significativo aumento de la expresion de Pl-Integrina en linfocitos de pacientes con lesiones
grado 3-4 de acuerdo al sistema RTOG/EORTC, en buena correlacion con la evolucion del paciente. Asimismo
revela una tendencia al aumento de su expresion en granulocitos en el mismo grupo.

El andlisis de subpoblaciones linfocitarias demuestra una alteracion en la homeostasis de los linfocitos T.

Los niveles de PCR se comportan como indicadores del proceso inflamatorio agudo.

Los parametros analizados en combinacion con otros indicadores de inflamacion, podrian ser utilizados como
potenciales marcadores para el seguimiento del proceso de inflamacion radioinducida, asi como disponer de un
mayor conocimiento radiopatologico de la respuesta de los tejidos normales en escenarios de exposicion
radioldgica accidental, permitiendo aportar informacion adicional al médico tratante para guiar el tratamiento
terapéutico en forma personalizada.

1. INTRODUCCION

El sindrome cutaneo radioinducido (SCR) es el término usado para describir los efectos de las
radiaciones ionizantes sobre la piel, en la cual se ve comprometida esencialmente su funcion
como barrera fisica e inmunoldgica. Puede presentarse en etapas secuenciales en forma
aguda, dependiendo fundamentalmente de la dosis recibida (eritema, flictenas, descamacion
seca y humeda), seguida o no por lesiones cronicas (necrosis, ulceracion, cambio en la
pigmentacion, fibrosis), disminuyendo la calidad de vida de personas expuestas
accidentalmente y constituyendo también motivo de preocupacion en ambitos de la
radioterapia y radiologia intervencionista [1].
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El SCR se basa en una combinacion de complejos procesos inflamatorios y alteracion de la
proliferacion celular, donde el dafio tardio refleja una falla de la regeneracion del tejido
funcional por la desregulacion radioinducida del proceso normal de cicatrizacion.

El reclutamiento de leucocitos de sangre circulante es decisivo en el inicio y progresion de la
reaccion inflamatoria. Numerosos pasos en la cascada de reclutamiento y extravasacion son
orquestados por moléculas de adhesion expresadas por leucocitos y células endoteliales. Por
otra parte, una alteracion cronica de la homeostasis del sistema inmune ha sido descripta en
sobrevivientes a exposiciones accidentales, siendo descriptas anomalias funcionales y
cuantitativas en linfocitos T y B [2,3].

Como se ha establecido anteriormente, el proceso es secuencial y progresivo, pero la
evolucion puede variar de paciente a paciente, dependiendo de muchos factores, entre ellos la
susceptibilidad genética y co-morbilidades presentes. De alli la necesidad de disponer de
biomarcadores prondsticos y evolutivos para el SCR [4].

El objetivo de este estudio es examinar algunos aspectos de la respuesta inmunoinflamatoria
en pacientes con lesiones cutdneas producidas por exposicion en practicas de radiologia
intervencionista. El uso de técnicas de radiologia intervencionista, guiadas
fluoroscopicamente se ha incrementado, sobre todo en los ultimos afios. Procedimientos
complejos con prolongados tiempos de exposicion han elevado el nimero de pacientes con
efectos radioinducidos en piel, tanto agudos como tardios.

Se evalud la expresion de las moléculas de adhesion ICAM-1 y Bl Integrina, asi como
cambios en subpoblaciones de linfocitos T y el nivel plasmatico de Proteina C Reactiva
(PCR). Se analiz¢ la potencial aplicabilidad como indicadores de la respuesta inflamatoria en
el SCR y su relacion con la evolucion del paciente.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Pacientes

Existe un acuerdo firmado entre el Hospital de Quemados del Gobierno de la Ciudad de
Buenos Aires (HQGCBA) y la Autoridad Regulatoria Nuclear (ARN) desde el afio 1997,
donde el Comité de Radiopatologia (integrado por profesionales de ambas instituciones) lleva
a cabo actividades relacionadas a dosimetria, diagndstico y tratamiento de pacientes con
Sindrome Cutaneo Radioinducido (SCR). Entre los afios 1997 y 2014 el Comité de
Radiopatologia del HQGCBA evaluo6 248 pacientes con SCR.

Para este estudio se seleccionaron 15 pacientes sometidos a procedimientos de radiologia
intervencionista que presentaron lesiones cutdneas tempranas y tardias, e ingresaron al
HQGCBA entre los afios 2011 y 2014. Se incluyeron pacientes de ambos sexos y en un rango
de edades de 43-84 afios. Se consideraron como efectos tardios los aparecidos luego de 3
meses del procedimiento radiologico y la gravedad de las lesiones fue clasificada de acuerdo
al sistema RTOG/EORTC.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del HQGCBA y se obtuvo el consentimiento
informado de todos los pacientes.

X Congreso Regional Latinoamericano IRPA de Proteccion y Seguridad Radiologica, 2015



Adicionalmente se analizaron 7 muestras de sangre periférica de personas no sobre expuestas
a radiaciones ionizantes a modo de control.

2.2 Toma de muestras

De cada paciente se extrajeron 3 ml de sangre venosa en tubos de coleccion con EDTA
(Vacutainer, BD). Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente hasta el procesado de
la muestra por un periodo no mayor a 24 horas.

2.3 Citometria de Flujo

La expresion de las moléculas ICAM1 y Betal-Integrina se midieron por reaccion con
anticuerpo monoclonal de ratén anti-humano ICAM1 conjugado con FITC (Chemicon) y
anticuerpo monoclonal de ratéon anti-Integrina-Betal-humana CD29 conjugado con FITC
(Chemicon). Para ambas moléculas la determinacion se realizé tanto en linfocitos como en
granulicitos.

La relacion Linfocitos T CD4+ / Linfocitos T CD8+ se determind por marcacion de los
linfocitos con los anticuerpos monoclonales anti CD4 y anti CD8 conjugados con marcadores
de fluorescencia, usando el Kit Tritest (BectonDickinson) en sangre.

Luego de la lisis de eritrocitos con Solucion Facs Lysing (BectonDickinson), las muestras
fueron analisadas en un citometro FACSCalibur (BectonDickinson) usando el programa
computacional CellQuest Pro.

Conjuntamente con el estudio de las muestras extraidas de pacientes irradiados se analizaron
muestras de controles sanos como valores de referencia.

2.4 Analisis de Proteina C Reactiva (PCR)

El nivel de PCR se midi6 en plasma con un ensayo turbidimétrico Full Range CRP (Randox).

2.5 Analisis estadistico

La significancia estadistica de las diferencias entre los niveles de ICAM1, Beta-Integrina y
PCR, para todos los grupos, fue determinada por el test t de Student.

Las subpoblaciones linfocitarias (TRITEST) fueron analizadas de acuerdo a los ensayos no
paramétricos, Kruskall-Wallis, seguido por Mann-Whitney para dos grupos.

En todos los casos la significancia estadistica fue establecida a p<0,05.

3. RESULTADOS
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Las muestras fueron clasificadas de acuerdo al sistema RTOG/EORTC segun el grado de
toxicidad de la lesion en piel (Grado 1 a 4, siendo 4 el de mayor gravedad). En la figura 1 se
ilustran dos lesiones, evaluadas en este trabajo, que fueron clasificadas en diferentes grupos
segun su grado de toxicidad.

Figura 1 — A) Lesion clasificada como Grado 1-2; B) Lesion clasificada como Grupo 3-4
segun sistema RTOG/EORTC.

A fin de evaluar la expresion de Beta 1-Integrina en linfocitos y granulocitos se construyeron
los siguientes Grupos de estudio: A) todas las muestras estudiadas, B) muestras de los
pacientes que exhibieron Grado 1-2 al momento de la toma, y C) muestras de los pacientes
que exhibieron Grado 3-4 al momento de la toma. Los niveles de Beta 1-Integrina fueron
expresados como Indice Medio de Fluorescencia (IMF) tanto en granulocitos como en
linfocitos de pacientes con lesiones cutaneas radioinducidas.

Para linfocitos se observd una mayor expresion de B1-Integrina cuando se los compar6 con
los niveles de expresion del grupo control (Figura 2). Esta diferencia fue estadisticamente
significativa tanto para todo el grupo en estudio (Grupo A), como para las muestras
correspondientes a Grado 3-4 de las lesiones (Grupo C), con p = 0,0207 y p = 0,0114
respectivamente.

Para granulocitos los niveles de Beta Integrina fueron similares, excepto para las muestras de
Grado 1-2 (Grupo B de estudio) donde fue significativamente menor al nivel del grupo
control, p=0,0116 (Figura 3).

La expresion de ICAM reveld niveles de expresion similares tanto en linfocitos, como en
granulocitos (datos no mostrados).
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B1 Integrina IIVIE

Figura 2 - Niveles de Betal-Integrina expresada como Indice Medio de Fluorescencia
(IMF) en linfocitos de pacientes con lesiones cutaneas radioinducidas. Valores
representados: Media £+ DS.

B1 Integ

Figura 3 - Niveles de Beta-Integrina expresada como Indice Medio de Fluorescencia
(IMF) en granulocitos de pacientes con lesiones cutineas radioinducidas. Valores
representados: Media £+ DS.

A 8 de los pacientes se les evalud la expresion de Beta 1-Integrina en linfocitos en funcion a
la respuesta al tratamiento terapéutico. En todos los casos se observo una variacion de su
expresion a lo largo del tiempo (Figura 4), que se correlaciond con la evolucion de las
lesiones. En el mismo grafico puede observarse que, para algunos pacientes, la expresion de
B1 Integrina en linfocitos llegd a niveles que se encontraron dentro del limite de confianza del
95% correspondiente a la media de expresion del grupo control. En la figura 5 se muestran
las lesiones de 3 pacientes a los que se les realiz6 el seguimiento a lo largo del tiempo, en
diferentes momentos de la curva.
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Figura 4 - Niveles de Betal-Integrina en linfocitos en funcion del tiempo, expresada
como Indice Medio de Fluorescencia (MFI).

Figura 5 — A, B, C) Estado de la lesion de 3 pacientes en diferentes momentos de la
curva de B1 Integrina en el tiempo.

La determinacion por citometria de flujo de las subpoblaciones de linfocitos T mostrd una
disminucion de la relacion CD4+ /CD8+ en pacientes (Grupo A: Mediana 0,98, rango
intercuartilo 0,78-1,90) respecto del grupo control (Mediana 1,39, rango intercuartilo 1,02-
1,72). Esta observacion no alcanz6 significancia estadistica.

Se observd una distorsion en la frecuencia de precursores timicos CD4-CDS§- (Dobles
negativos, DN) y CD4+CD8+ (Dobles positivos, DP) en sangre periférica de los pacientes
analizados (Figura 6). La diferencia fue significativa entre el nivel de DN del grupo control y
el grupo de pacientes con lesiones cutaneas radioinducidas (p<0,05).
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Figura 6 - Porcentaje de precursores timicos doble positivos y dobles negativos en los
grupos de pacientes con lesiones cutineas radioinducidas y sin lesiones (grupo control).
DPc: Doble Positivo control; DNc: Doble negativo control; DPInt: Doble positivo
pacientes intervencionismo; DNInt: Doble negativo pacientes intervencionismo. Valores
representados: Mediana y rango intercuartilo.

Los niveles de PCR se midieron en muestras de plasma de los pacientes sometidos a
intervencionismo y se dividieron en 2 grupos de estudio. EI Grupo: Agudos, se compuso por
muestras de pacientes que presentaban lesiones agudas (o se encontraban en una crisis de
reagudizacion al momento de la toma de la muestra); y el Grupo: Cronicos, se establecio con
las muestras de los pacientes que manifestaron lesiones cronicas no reagudizadas al momento
de la toma de la muestra. Como puede observarse en la figura 7, el valor medio de PCR para
el Grupo Agudos fue significativamente mayor que para el Grupo Crénicos (p<0,05).
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Figura 7- Niveles de Proteina C Reactiva (PCR) en plasma, expresados en mg/L.
Valores representados: Media = DS.
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3. DISCUSION

Numerosas evidencias respaldan el rol clave de las moléculas de adhesion asociadas a
leucocitos y endotelio, en la disfuncion vascular y dafio a tejidos asociados a una amplia
variedad de enfermedades inflamatorias. En el contexto del dafio radioinducido donde el
endotelio vascular es un blanco critico en la respuesta tisular, cambios en la expresion de
moléculas de adhesion acompaian el reclutamiento temprano de neutr6filos en el marco del
proceso inflamatorio agudo y la infiltracion tisular de linfocitos en las fases inflamatorias
subaguda y cronica [2]. La B1 Integrina es la principal integrina expresada por linfocitos T en
reposo y linfocitos B, mientras que ICAM media la adhesion de linfocitos y monocitos, pero
su expresion esta regulada por células endoteliales.

Nosotros observamos una expresion significativamente aumentada de P1 Integrina en
linfocitos de los pacientes con SCR respecto de un grupo control. El analisis dentro del grupo
de pacientes, mostré una mayor expresion en aquellos que presentaban lesiones de mayor
gravedad, grado 3-4, respecto de aquellos con SCR grado 1-2.

La determinacion de PCR, un marcador de fase inflamatoria aguda, reveld niveles
plasmaticos significativamente aumentados en aquellos pacientes en etapa aguda o cronica
pero en fase de reagudizacion respecto de aquellos pacientes con efectos cronicos.

Comparativamente, la expresion de Bl Integrina en los pacientes con SCR grado 3-4 se
mantuvo elevada aun en aquellos pacientes con efectos cronicos, revelandose como un
posible pardmetro de seguimiento del particular proceso inflamatorio radioinducido en los
pacientes mas comprometidos.

Al analizar las subpoblaciones de linfocitos T, no se encontraron cambios significativos en la
relacion de porcentajes de linfocitos T CD4+/ TCDS8+, aunque una tendencia al
decrecimiento de la misma se observo en el grupo de pacientes estudiados. Estas células
derivan de precursores que migran de la médula 6sea al timo donde se produce el proceso de
seleccion y maduracion, pero una pequefia fraccion de precursores CD4+CD8+ (DP) y CD4-
CD8- (DN) pueden encontrarse en sangre periférica. Hay evidencias que demuestran un
aumento de su frecuencia en sangre en varios desordenes inflamatorios [6].

Nuestros datos muestran patrones diferentes de estos subconjuntos linfocitarios en los
pacientes respecto de una poblacion control. Esto sugiere una perturbacion en la homeostasis
de los linfocitos T, aunque el rol jugado en el dafio radioinducido es todavia en gran parte
desconocido.

4. CONCLUSION

Los parametros analizados en combinacion con otros indicadores de inflamacion, podrian ser
utilizados como potenciales marcadores para el seguimiento del proceso de inflamacion
radioinducida, asi como disponer de un mayor conocimiento radiopatologico de la respuesta
de los tejidos normales en escenarios de exposicion radioldgica accidental, permitiendo
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aportar informacion adicional al médico tratante para guiar el tratamiento terapéutico en
forma personalizada.
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