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INTRODUCCION

Los efectos biológicos de las radiaciones ionizantes se

deben a la absorción y distribución de la energía en los te­

jidos.Estas radiaciones,electromagnéticas o corpusculares,ori­
ginan,directa o indirectamente el fenómenode ionización al

interactuar con la materia.Los distintos efectos causados por
los distintos tipos de radiaciones ionizantes estarían íntimamen­

te ligados a las características de deposición energética,que

a su vez dependen de la masa,la carga y la energía de la radia­

ción en estudio.La distribución espacial de las ionizaciones

varía en función de la fuente primaria de ionización.En el ca­

so de un emisor de partículas la energía se absorbe en un es­

pesor determinado del sistema,mientras que las radiaciones

electromagnéticas se atenúan progresivamente a lo largo de su

trayectoria.
Las interacciones fisicas iniciales que ocurren en un ran­

go de tiempo que oscila entre 10-2” y 10-1” segundos generan

a su vez una serie de reacciones en cadena que culminan en el

—12-10-8segundos)es la fisi­daño biológico.La segunda etapa(10

co-quïmica en la cual la energía se deposita en la forma de

ionizaciones estructurales primarias.Luego sobreviene el daño

químicoCLO-7segundos hasta horas post-irradiación)que compren­

de la generación de radicales libres que a su vez interactúan

con moléculas blanco generando productos bilógicos nocivos o

disparando una serie de reacciones en cadena injuriantes.La

cuarta etapa que ocurre minutos a horas después de la exposición



comprendeel daño biomolecular debido al cual resultan afectadas

moléculas de gran importancia biológica tales comoenzimas y o­

tras proteínas y los ácidos nucleicos.Prosipuen los efectos

biológicos tempranos(de horas a semanas post-irradiación)y por

último los efectos biológicos a largo plazo(de años a siglos

después de la exposición) que comprenden las manifestaciones

tardías del daño entre las cuales se cuentan la aparición de

tumores malignos y la expresión do alteraciones genéticas.

El daño radiobiológico en mamíferos es de distinto tipo

según el nivel de organización bilógica que se considere.A nivel

molecular se verifica el daño a macromoléculas tales comoenzimas,

RNAy DNAy la alteración de los caminos metabólicos.A nivel

subcelular ocurre el daño a membranascelulares,nücleo,cromo­

somas,mitocondrias y lisosomas.La injuria celular comprende

la inhibición de la división celular,la aparición de atipías
(transformación maligna) y la muerte celular.A nivel de teji­

dos y órganos ocurren asimismo,modificaciones morfológicas

y funcionales de diversa magnitud y la aparición de tumores.

La lesión de sistemas tales comoel nervioso,la médula ósea

y el tracto intestinal puedenocasionar la muerte del indivi­
duo.La irradiación total del individuo puede inducir su muer­

te o envejecimiento prematuro.A nivel de poblaciones anima­

les ocurren cambios en las características genéticas debido

a mutaciones génicas y cromosómicas en individuos de la espe­
cie afectada.

Los efectos radiobiológicos radioinducidos no son especí­

ficos de la radiación.Los procesos degenerativos y hemorrágicos



junto con las alteraciones atróficas,atïpicas o necróticas
son lesiones radioinducidas,asimismo por otras condiciones.

Noobstante,algunas manifestaciones patológicas tales como

la radiodermatitis con sus cambios vasculares asociados,des—

cripta por WOlbach en 1909 (l) se reconocen comodistinctivas.

Las alteraciones fisiopatológicas producidas por exposi­
ción a radiación ionizante han sido estudiadas extensamente

en la mayoría de los mumïferos,incluyendo al hombre.A pesar

que las manifestaciones de lesiones por radiación difieren

de especie a especie,los efectos de la radiación son similares

en el hombre y algunos otros mamíferos.Los resultados experi­

mentales obtenidos en animales se extrapolan,generalmente,pe­

ro con suma reserva,al hombre.Las analogías y homologïas consti­

tuyen los aspectos teóricos de la extrapolación.

La respuesta de los sistemas vivos frente a la radia­

ción difiere en su naturaleza y grado según la magnitud de

la dosis,el tipo y energía de la radiación,la intensidad y
forma de administración y la extensión del área irradiada.

Asimismo,la lesión radioinducida está condicionada por varia­

bles inherentes al organismo tales comola especie,la edad,
el estado metabólico y las condiciones ambientales tales co­

mo la tensión de gases y la temperatura.

Estas variables pueden ser estudiadas aisladamente en mo­

delos experimentales.

La irradiación total produce una reacción compleja y gene­
ralizadazel llamado síndrome de radiación dentro del cual se

pueden distinguir el síndrome de médulaósea,el gastrointesti­
nal y el del sistema nervioso central.La irradiación total resul­



ta así adecuada para estudios de letalidad producidos por

irradiación y elanálisis de la patogenia y evolución de la

llamada"enfermedadpor radiaciónÜPor el contrario,la irradiación

local brinda un modelocircunscripto a partir del cual se

puede obtener información sobre los efectos primarios y secun­

darios ejercidos por la radiación sobre determinados órganos

y tejidos.
Entre los modelos experimentales que pueden seleccionarse

para el estudio de los efectos locales,1a piel constituye un

campo de gran interés debido a que es el tejido más expuesto a

radiaciones naturales y accidentales y es la puerta de entra­

da de la mayor parte de las radiaciones aplicadas terapeutica­

mente.Por otra parte,su posición superficial minimiza los

problemas técnicos de la irradiación experimental,pudiéndose

ademásseleccionar áreas en donde la irradiación no daña tejidos

vitales,comprometiendo el estado general o la supervivencia del
animal.

Los efectos de la irradiación local sobre la epidermis han

sido extensamente analizados por diversos grupos de trabajo.

Entre ellos el Laboratorio de Patología de la Comisión Nacio­

nal de Energía Atómica,donde se ha efectuado el presente traba­

jo,ha venido desarrollando en los últimos años una línea de

investigación tendiente a analizar,con distintos enfoques y
metodologías concurrentes,los daños agudos producidos por la

irradiación en un modelo de piel de rata recién nacida.Se ha de­

mostrado que,desde el punto de vista morfológico,la irradia­

ción produce inicialmente un aumento de volumen de la epidermis.

Los métodos estereológicos,a nivel óptico y electrónico,permitie—

ron establecer que la mapnitud del aumento depende de las do­



sis y tiempos post-irradiación transcurridos,y,si bien existe
incremento del númerode células y del espacio intercelular ,se
debe esencialmente al aumento de volumen de las células(2-5).

El análisis ultraeutructural dc los queratinocitos indi­
có que aparecen en las celulas signos degenerativos caracte­

rizados por la aparición de acúmulos de grasas,pero fundamen­

talmente el aumento del volumen va acompañado de un incremen­

to del tamaño nuclear y aumento de mitocondrias y tonofibri­

llas(6) indicando una intensificación de actividades metabó­
licas.

Esta intensificación concuerda con hallazgos histoquimicos

en este mismomodelo experimental,los cuales revelaron que,
contrariamente a lo observado en otros modelos "in vitro" en

los cuales las enzimas se inactivan por acción ionizante,en la

epidermis se produce una activación de óxidoreductasas.Las
enzimas del ciclo de Krebs aumentan en relación con el aumen­

to de tamaño de la epidermis y las correspondientes al shunt

de las pentosas,aumentan no solo en relación al aumento morfo­

lógico sino tambien su densidad intracelular.Este aumento de

las actividades metabólicas del shunt de las pentosas produ­

ce un aumento de los productos intermediarios utilizados en

la síntesis de RNAque,a su vez,resulta en un incremento de las

proteinas elaboradas durante la diferenciación de las células

epidérmicas(7-10).Se han encontrado también aumentos de otras

enzimashidrolíticas relacionadas con la keratinización,tal como
la fosfatasa ácida(ll,12).

Estos incrementos de actividad se correlacionan con la

dosis administrada y segun sea su magnitud conducen a la recu­

peración del tejido o a 1a aparición de fenómenosregresivos



y la necrosis.Debido a ello cobran especial relevancia los

análisis de efectos radiobiológicos en función de la dosis,como

un medio de establecer la posibilidad de recuperación de los

tejidos.
La dermis subyacente a la epidermis no ha sido objeto de

análisis tan exhaustivos.Se han descripto cambios inflamato­

rios y reacciones aisladas,difícilmente correlacionables con

secuencias de dosis o tiempos post-irradiación.Menos aún se

conocen datos que puedan contribuir auaqúiombsilas alteracio­

nes epidérmicas antes mencionadas son producidas directamente por

la irradiación o secundarios a daños en la dermis subyacente.

Conel objeto de encarar el análisis de uno de los aspec­

tos del daño a la dermis en el mismo modelo experimental antes

mencionadose ha proyectado el presente estudio cuantitativo

de los efectos agudos de la irradiación sobre la microvascula­

tura de la piel de la rata recién nacida para correlacionar las

conocidas alteraciones epidérmicas con posibles cambios nutri­

cionales.Es bien conocido que los vasos son estructuras radio­

sensibles que evidencian lesiones que se inician con el au­

mento de la permeabilidad,continúan con cambios morfológicos

de la pared y finalizan con cuadros de fibrosis y esclerosis

que llegan a modificar consistentemente la actividad circu­
latoria.

Reinhold(l3) sugirió que la lesión primaria por radiación
sería la esterilización de la célula endotelial,el dañocelular
y la despolimerización de las membranasinduciendo así vaso­

dilatación(erythema),la liberación de mediadores inflamatorios

y un aumento en la permeabilidad.A medida que progresan los

estudios en éste camposurge la necesidad de cuantitar estos



-7­

cambios para comparar distintas condiciones de dosis y tiempo

post-irradiación.El presente trabajo comprendeun estudio cuan­

titativo de lesiones agudas radioinducidas en la microvascula­

tura de la piel de mejilla de la rata recién nacida en función

de la dosis y el tiempo post-irradiación usando peroxidasa co­

motrazador.El uso de Horseradish Peroxidase inyectada por via

intravenosa para el estudio a nivel ultraestructural del trans­
porte endotelial fue introducido por Grahamy Karnovskyen136613ta

técnica fue adaptada por nosotros para estudios cuantitativos

a nivel de microscopía óptica de la morfología y función vas­

cular normal y patológica y permite la visualización de todos

los vasos funcionantes,incluyendo los capilares,en cortes grue­

sos.El estudio morfométricopermitió la evaluación cuantitati­

va de parámetros morfológicos que caracterizan el patrón vascular.

Asimismo,parte de la peroxidasa inyectada permea el endotelio,

pasa al tejido conectivo perivascular y es fagocitada por macró­

fagos.Asï es posible obtener información sobre cambios radio­

inducidos en la permeabilidad capilar del contaje directo de

células macrofágicas peroxidasa positivas y de la evaluación

microfotorétrica de la peroxidasa presente en el tejido conec­

tivo revelada histoquímicamente.



RBSEÑA BIBLIOGRAFICA

Los estudios sobre el efecto de la irradiación sobre los va­

sos sanguineos se han realizado mediante trabajos experimen­

tales que han encarado dos diferentes aspectoszpor una parte

el daño evidenciado en alteraciones morfológicas de las estructu­

ras vasculares,ha sido analizado a nivel macroscópico y a ni­

vel de microscopía óptica y electrónica.Por otra parte numero­

sos estudios han enfocado los aspectos funcionales del daño por
irradiación en la circulación tisular.

Dadoel carácter morfológico del presente trabajo se ha pues­

to un mayorénfasis en el análisis exhaustivo de la literatu­

ra referente al primero de los aspectos mencionados aunque se

han analizado también en forma complementaria los hallazgos

de carácter fisiológico.

l.Alteraciones morfológicas producidas por la irradiación

Las alteraciones morfológicas asociadas a la irradiación de

diversos tejidos han sido estudiadas ampliamente a nivel de
. , , . , . .microscopia optica y electronica pero no se dispone de una

serie ordenada de datos en función de las dosis administradas.

Estudios realizados en función del tiempo post-irradiación con

una dosis fija han dado una mayor información sobre la evolu­
.; . .;Cion progreSiva de la le51on.

Los daños tempranos post-irradiación(horas) se manifiestan

por congestión y extravasación de polimorfonuclearesCUhls)JKnivel

de microscopía electrónica se observa daño endotelial y de cé­
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lulas mesenquimñticas circundantes.La destrucción de la barrera

endotelial puede explicar la pérdida de grandes cantidades de plas­

may proteínas plasmáticas al espacio extravascular.Las célu­
las circulantes se adhieren a la membranade las células endote­

liales generando sitios de formación de trombosClS).La membrana

basal se edematiza y se ha comprobado la depolimerización de los

mucopolisacáridosy la esterilización celular.Estos datos sugie­

ren que el daño vascular directo es de gran importancia en el

colapso circulatorio post-irradiación(16).
Algunos días después de la irradiación los núcleos de las

células endoteliales aparecen agrandados y polimorfos,con cro­

matina marginada y condensada.El citoplasma contiene un reticulo

endoplásmicodilatado,vacuolas autofágicas y mitocondrias altera­

das.La membranaplasmática también se encuentra lesionada con

lo cual se favorecen las condiciones para la producción de

abundante edema,el cual, a su vez,scrïa desencadenante de la fi­

brosis que sobreviene en estadios crónicos(l7).Los agregados

celulares que se encuentran a lo largo de las paredes vasculares

representarian sitios de reparación(18).También se produciría

una migración celular para cubrir espacios producidos por la

atrofia y necrosis de algunos elementos endoteliales(19).La

membranabasal continúa edematosa y aparecen engrosamientos y

plegamientos(20).
Las observaciones realizadas algunos meses post-irradiación

muestran que prosigue la degeneración nuclear y citoplasmática(21).

Hay fenómenos de trombosis y proliferación de la íntima.Bl tejido

elástico se fragmenta y se produce un engrosamiento hialino de la

pared vascular en necrosis y fibrosis circundante(22).Bn el lu­



men capilar se han observado invasiones de colágeno e inclusiones

lipidicas(l7).Hay una disminución en el número de vasos sanguíneos

y linfáticos y Ïcsapnricíón de algunas células endoteliales con ex­

posición de la membranabasal(19),ya que el intento de prolifera­

ción de células endoteliales puede fracasar por la esterilización

y necrosis radioinducida<23).Comienzan en esta etapa las telangiec­

tasias tipicas del daño crónico(2u).Cuatro a seis meses después de l

irradiación se observa la persistencia de infiltración celular de
plasmocitos,leucocitos y macrófaros(17),la formación de trombos,hia­

linización del plasma exudadoy fibrosis(lS,25).Durante ésta fase

es comúnver lisosomas e inclusiones citoplasmáticas anómalas(21).

A tiempos más tardïos post-irradiación se acentúan los daños

endoteliales(26) y fibróticos(17).Hay proliferación endotelial
hasta la oclusión(27,23).La membranabasal se encuentra fraccionada

y engrosada(26).Las células y fibras musculares sufren atrofia.

Hay un aumento de vasos telangiectásicos y se observa la degeneració

de fibras elásticas y el reemplazo de la membranaelástica por tejid
fibroso (23).

En al caso particular de animales hipercolestenflénúcos la irra­

diación aumentala infiltración lipidica(28,29).Bl origen de la
atheromatosis se encontraría en la despolimerización de la matriz

de mucopolisacáridos y en el daño a nivel celular ya que ambos fenó­

menosfacilitan el depósito de lípidos( 30).

-Efectos de la irradiación sobre la proliferación endotelial

Modelos experimentales en los que se induce una activa proli­

feración vascular tales comola cicatrización de heridas han permit



estudiar el efecto de la irradiación sobre la proliferación endotelial.

La irradiación reduce la proliferación vascular(31-33).Debido

a que el recambio de las células endoteliales ocurre,dependiendo

del tejido del cual se trate,cada 2 meses a 3 años,se asume que la

muerte radioinducida,la cual ocurre generalmente cuando células

esterilizadas intentan dividirse mitóticamente,ocurriría mesese

incluso años despúes de la irradiación.La diferencia en los tiempos

los cuales los distintos componentes de la red vascular exhiben da­

ños podría ser explicada por el amplio rango de tiempos de recam­

bio que se han medido en células endoteliales.Una disminución en

el númerode células endoteliales gatillaría su proliferación

a tiempos tardïos post-irradiación,locual podría causar la oclu­

sión vascular(23).En algunos casos la repoblación sería via la mi­

gración celular y no mediante la proliferación de células endote­
liales(23,3u).

La irradiación induce la desaparición del revestimiento de

mucopolisacáridos de las células endoteliales,incluso a muybajas
dosis(200 rads)(35).

-Efectos de la irradiación sobre la matriz celular de lagpared
vascular

La irradiación induce la depolimerización de los mucopolisacá­

ridos(30,36).Las consecuencias funcionales son,básicamente,un aumen­

to de permeabilidad al agua y algunos solutos.

Se describen dos tipos de respuesta a la irradiación.Si 1a

membranabasal no está dañada se produce una repoblación celular

a lo largo de la antigua membranabasa1.Si la continuidad de la



newmanabasal se destruye,la regeneración es incompleta,lo cual

produce una cicatriz y una abolición de la función.El segundo tipo

de regeneración se produce mediante la formación de una nueva ca­

pa de membranabasal en aposición a la antigua por cada nueva ge­

neración de células.Capas múltiples pueden acumularse a partir de

sucesivas generaciones celulares(36).La depolimerización inmediata

de la matriz de mucopolisacáridos de la pared vascular indicaría

que éste tipo de daño es el inicial y probablemente el desencadenan­

te esencial de los daños posteriores.No obstante,hay opiniones que

sostienen que el daño endotelial y la muerte celular son los daños

principales que causan la posterior insudación de los componentes

plasmáticos a la pared vascular.La organización de éste insudado

seria la base para el desarrollo de las lesiones fibrosíticas pos­
teriores(36).

2.Variaciones en el volúmensanguíneo inducidas por la irradiación

Se verifica un notable aumento del volumen sanguíneo como

efecto agudo de la irradiación local en la piel de la oreja de cone­

jo con 8000 rads de Rayos X(37).El volúmen sanguíneo intravascular

sufre un aumentosignificativo 2 dias después de la irradiación

con 500-6000 rads de Rayos X tanto en piel,como en müsculo.Bl

incremento de volumen vascular se mantiene a los 12 días post-irra­

diación,pero ya no es tan marcado( 38).En la bolsa facial del hamster

el aumento de volumen se detecta 2 semanas después de la irradiación
con 500-3000 rads de Rayos X.Este aumento inicial podría deberse a

la dilatación de arteriolas , venas y capilares en las primeras se­



manas post-irradiación.Además una dilatación produciría una dismi­

nución de la resistencia vascular causando un aumento de flujo sangt

neo verificado por la técnica de extracción de Rb 86( 39).Se

comprobóuna reducción significativa del volúmenintravascular 8-12

ses después de la irradiación con 500-3000 rads de Rayos X.Esta

respuesta más tardía de disminución del volúmenintravascular

podría explicarse en términos de la reducción en tamaño del le­

cho vascular,la pérdida de células endoteliales y la consecuente
oclusión de arteriolas terminales por células endoteliales pro­
liferantes(39).

Las técnicas empleadas para el estudio del volumenintravas­

cular consisten,en líneas generales,en la inyección de proteinas

marcadas y su detección autorradiográfica y la inyección de glóbulos
51rojos marcados con Cr y 1a posterior medición de la radioacti­

vidad presente en la muestra de sangre(1ü)

3.Efectos de la irradiación sobre el flujo sanguíneo y la
vascularización.

La irradiación induce una reducción en el árbol vascular co­

moefecto crónico.Se postula que la fibrosis inducida por la irra­

diación podría ser la causa de ésta reducción por la presión que

ejerce sobre el árbol vascular.Esta condición,a su vez,induciría
la proliferación de la intima provocando así un incremento en la
reducción del lumen vascular(22).8e obtuvo una destrucción del 70%

del árbol vascular 2 meses después de HOOOrads de Rayos X en

la pata de la rata,el 30%restante aún estaba presente 8 meses

después de la irradiación con 10.000 rads de Rayos X(U0).



Bl estudio del flujo sanguíneo y su alteración causada por la

irradiación ha sido realizado por varios autores por métodos de

extracción y clearance de sustancias marcadas.La interpretación

de los datos aportados por éstos trabajos se ve dificultada por la

gran cantidad de factores involucrados.El clearance de un traza­

dor de la sangre o del tejido depende no solamente del flujo san­

guíneo sino también del coeficiente de partición tejido-sangre,

velocidad y distancia de difusión,permeabilidad vascular,interfa—

se tejido-capilar,proporción de shunts-arterio-venosos u otro

flujo no funcional y el drenaje linfático.Todos éstos parámetros pue­

den ser alterados por la irradiaciónC23).

Comoefecto agudo de una dosis local de irradiación en piel

se verifica un aumento de flujo sanguíneo inmediatamente después

de la exposición durante la reacción inflamatoria inicial y un

aumento3-6 horas post-irradiación.No obstante,contradiciendo par­

cialmente los resultados de Hopewell<39),cuandoaparece la reacción

aguda(7 días post-irradiación) no se han podido demostrar inequívo­

camente cambios en el flujo sanguíneo(u1).La piel humanaha sido

estudiada usando termografía con la cual se verificó un aumento

del flujo durante el eritrema agudo temprano(2-3 meses post-irradia­
ción)(23).

A tiempos tardíos post-irradiación se observó que se mantenía

aumentadoel flujo sanguíneo(u2,39),lo cual sería producido por

elshufiing arterio-venoso que a su vez es estimulado por la caí­
da en el volúmenvascularC39).No obstante otros autores detecta­

ron una disminución en el flujo sanguíneo a tiempos tardíos post­

irradiación(u3) y una progresiva incapacidad de producir hiperemia

compensatoria(uu).rn el tejido conectivo laxo subcutáneo de rato­

nes el flujo sanguíneo disminuye 3-6 meses post-irradiación,pero au­



nento compensatorio(H5).

Se describen cambios en el flujo sanguíneo inducidos por la

irradiación local en hígado,riñón y pulmón.

Tomandoen conjunto los estudios hechos en hígado a tiempos

cortos post-irradiación se ve que el ritmo de desaparición de san­

gre o la captación por el hígado de partículas coloidales dismi­

nuye con dosis mayores que 1500 rads.A tiempos más tardïos post­

irradiación hay coincidencia en cuanto a una disminución de los

índices circulatorios y de funcionalidad(ul).

Trabajos experimentales en pulmóny observaciones clínicas

basadas sobre estudios de ventilación indican que las radiacio­

nes ionizantes pueden deprimir la capacidad pulmonar

(u1,u3).

La gran capacidad autorregulatoria del Sistema Nervioso

Central dificulta su estudio y la interpretación de los resulta­
dos.Aün cuando solamente se irradia la cabeza se observan cambios

en la presión arterial,1a presión central y periférica y la resis­
tencia vascular.La disminución en éstos parámetros circulatorios

se reconoce generalmente comoun efecto directo o indirecto de

la irradiación sobre el mecanismocentral de regulación del sis­
tema circulatorio(u3).

H.Efectos de la irradiación sobre la permeabilidad vascular

Los cambios de permeabilidad,volúmen sanguíneo y flujo san­

guineo efectivo dependende la dosis,el tiempo post-irradiación

y las diferencias entre especies.En particular,las variaciones
a l

en la permeabilidad que a su vez dependen de cambios en otros parame­
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metros circulatorion sc traducvn dírvctamvntv cn alteraciones

nutricionales de los tejidos y en eso radica su mayor importan­
cia.

Haciendo un análisis global se puede afirmar que para la

inducción de cambios tempranos se requiere una dosis de 1000­

nooo rads,para la inducción de cambios agudos de 2500-8000 rads

y una dosis mayor que 1500 rads para llegar a la condición de
daño crónico(ul).

Las diferencias entre especies son más notables en cuanto

a la dosis requerida para provocar el cambio de permeabilidad

temprano:1000 rads para el conejo y N000rads para el cobayo;la

piel de ratón no es afectada por dosis menores de H200rads(Hl).

En general se puede afirmar que existe un aumento de permeabili­

dad hasta l mes post-irradiación(37).El aumento de permeabilidad

se desarrolla en ocasiones comoun incremento bifásico.Aproxi­

madamentea las 3 y 18 horas post-irradiación se dan los pi­

cos de permeabilidad en algunos modelos de piel estudiados(u6,

ul,15,u7).Segün Law(23),con dosis de 100-3000 rads de Rayos X

se observan 3 picos de permeabilidad,el primero casi inmediata­

mente después de la irradiación,e1 segundo 1-3 días post-irradia­

ción y el tercero llega a su máximo9-17 días post-irradiación

y va decayendo durante las 2 semanas subsiguientes.

El tiempo de latencia hasta que aparece el primer pico de

permeabilidad es menor cuanto mayor es la dosis.El período de

incremento de permeabilidad podría ser originado por fragmentos

polipeptídicos activos liberados por proteasas o estearasas del

pool de proteínas solubles de la sangre.Los cambios más tardïos

podrían deberse a un retardo en la circulación por obstrucción

vascular(u8).
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Se obtuvieron resultados similares para la irradiación de

intestino(u9,50).
En estudios hechos en explantos de pollo se observó,a los 30­

“5' post-irradiación,hemoconcentración y edema,lo cual indicaría

que ocurre pérdida de plasma por un aumento de permeabilidad.La

degeneración vascular prosiguió hasta el éstasis completo u-e ho­

ras post-irradiación.El efecto inicial de la irradiación sería
sobre las estructuras extracelulares-membrana basal y sustancia

intercelular-causando una temprana pero moderada pórdida de plasma.

Si la dosis es suficiente ocurren cambios degenerativos en las
células endoteliales.Las células circulantes tienden a adherirse

a éstas zonas causando oclusión y finalmente éstasis(51,52).

Estudios hechos en riñón evidencian un aumento de permeabili­

dad tubular 1 dia post-irradiación.A los 2 días se verificaron

cambios en los glomérulos,especialmente a nivel de endotelio y

engrosamientos locales de la membranabasal(52).

La irradiación de pulmón provoca un aumento de permeabilidad

a tiempos cortos(2u).

En el Sistema Nervios Central se ve aumentada la permeabili­

dad de la barrera entre el mismoy el Sistema Circulatorio a

tiempos cortos post-irradiación.No obstante,algunos trabajos descri­
ben una disminución de la permeabilidad de 2u—72horas post-irra­

diación (H3).

Comodaño crónico hay una disminución en la capacidad de

transporte,que se acentúa en condiciones de flujo máximo.Condo­

sis altas,por encima de los 2500 rads algunos autores han detecta­

do,casi paradójicamente,un daño menor,lo cual podría explicar­

se como la reparación temprana de un daño más severo en los pe­

ríodos agudos("2).
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También en pulmón irradiado se detecta una disminución en

el transporte de sustancias biológicas 7-18 meses post-irradia­
ci6n(2u).

Técnicas para el estudio de ln permeabilidad

Las técnicas empleadas en los estudios de permeabilidad son,

básicamente,la inyección intravascular de colorantes vitales(u1),

proteínas marcadas(5u),marcado de vasos con carbón coloidal(55)

y el uso de trazadores para el estudio del sistema fisiológico de

poros pequeño-citocromo c(PM:12.000)(56)-y para el estudio del

sistema de poros grande-ferritina(PM:500.000)(57)—y para ambos

sistemas de poros-la peroxidasa(PM:H0.000)(58)—.

La técnica de inyección intravascular de peroxidasa elegida

y adaptada para el presente trabajo fue introducido para iden­

tificar,a nivel de microsc0pïa electrónica,los estadios en la ab­
sorción de peroxidasa en los túbulos proximales de riñ6n(59).La

técnica está basada en la inyección intravascular de peroxidasa

(HRP),enzima de peso molecular u0.000,diámetro de U0 Á y punto

isoeléctrico de 7,2.A distintos tiempos post-inyección se fija el

tejido y posteriormente se revela la peroxidasa con 3-3' Diamino­

bencidina como sustrato oxidable y H 02 lo que produce un pro­
ducto insoluble visible con microscopía óptica y electrónica por

ser marcadamenteosmeófilo.El método permite una localización

exacta de la enzima y su alta sensibilidad se debe a la posibilidad

de detectar pequeñas cantidades de proteína.Debido al diámetro de

la molécula enzimática se puede postular comotrazador para el

sistema teórico de poros grandes y chicos propuestos para expli­

car la fisiología del transporte endotelial(57,5u).
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Conésta metodología se ha estudiado el transporte endotelial a

nivel ultraestructural en distintos modelos tales comoplexo

coroideo de rata(60),la membranaalvéolo-capilar en rat6n(61),las

uniones neuromusculares en rat6n(6?),cl hígado de ratón(63) y ln

glándula salival submandibUJJr de cono¡o(0h).?simíumo,Lorcnz

y Plenk(65) estudiaron el transporte en hueso de ratón joven,

Squier(66) estudió la permeabilidad a la peroxidasa del epitelio

oral queratinizado y no queratinizado y Williams y Wissig(67) es­

tudiaron el transporte endotelial de los capilares del diafragma.

El método no ha sido utilizado hasta el presente para el estudio

de otros parámetros vasculares.En los trabajos que emplean la in­

yección intravascular de peroxidasa para el estudio de trans­

porte endotelial se han discutido las posibles variaciones introdu­

cidas por la inyección de peroxidasa comoagente extraño y de la

peroxidasa "per se".El pasaje de peroxidasa a través de las uniones

endoteliales en el pulmónde ratones aumente al 5er inyectada en

mayor volumen.Se supone que los gaps de hO X de diámetro de las

máculas occludens serían el equivalente estructural del poro peque­

ño.Así quedaría bastante restringido el pasaje de HRPcuyo diáme­

tro hidrodinámico equivalente es de 25-30 K,y se propone que un

aumentode presión intravascular favorecería éste pasaje(68).No obs­

tante,trabajando con los capilares del diafragma de ratones se vio

que aumentando el volúmen de inyección hasta un 30%del volúmen

sanguíneo total no varía la cantidad de peroxidasa que sale del
lumen(67).

En cuanto a los efectos de la peroxidasa "per se" no hay

evidencias de efecto citotóxico(69).8e ha detectado en cambio que

la inyección intravenosa de ERPen conejos y cobayos produce una

rápida disminución en las plaquetas circulantes,las cuales que­



dan agregadas y atrapadas cn los capilares,y una caída en la SHT

sanguínea,la cual sería liberada por las plaquetas y cataboliza­
da enzimáticamente(70).

Estudios del efecto de la peroxidasa sobre la permeabilidad

capilar realizados en músculo cardíaco y esquelético de ratones

indicaron que no existirïan variaciones(58).En cambio,cuandola

peroxidasa(5-2O mg/lOOgr de peso) fue inyectada por via intra­

dérmica se verificó un aumento de la permeabilidad en vénulas y

vasos pequeños aunque no en capilares(71).También se vio que dife­

rencias en la concentración Íe la solución inyectada pueden pro­

ducir distintas condiciones de permeabilidad.Vegge y Haye(72) de­

tectaron que la inyección de peroxidasa 1 mMaumentó la permeabili­

dad pero no encontraron variaciones con peroxidasa 0,1 mM.Según

Clementi(73) y Schneeberger y Karnovsky<68) la peroxidasa afecta­

ría la permeabilidad del sistema de poros pequeño pero no del sis­

tema de poros grandes.HRP no alteró la ultraestructura de las má­

culas occludens de capilares pulmonares en ratones(61).

5.Efectos de la irradiación sobre las vias linfáticas

La interrelación que existe entre el sistema circulatorio y
el linfático se ve representado por mecanismoscompensatorios ten­

dientes a reducir los daños circulatorios provocados por la irra­
diación.La reacción compensatoria del sistema linfático ocurre

por medio de dos mecanismos:un aumento en el drenaje directo por

parte de los vasos linfáticos a través del conducto torácico y la

apertura de comunicacionesvenoso-linfáticas.El revestimiento en­



dotelial linfático es más resistente d la radiación que el de los

capilares sanguíneos del mismotejido.Asimismo,las alteraciones

del flujo linfático aparecen a dosis mayores que las necesarias

para causar daños en el flujo capilar sanguíneo.La aparición de

tortuosidades y dilataciones a nivel de linfáticos se verifica

con dosis por encima de los 5000-8000 rads.La formación de nuevos

vasos linfáticos se impide con dosis superiores a los 2000 rads(36).

6.Mecanismosbioquímicos de las alteraciones circulatorias pro­

ducidas por la irradiación.

Los daños circulatorios producidos por la irradiación se deben

principalmente a su acción directa sobre los vasos sanguíneos

y el tejido circundante.Por otra parte existe evidencia de que

la liberación de agentes bioquímicos ya sea por inducción directa

de la irradiación,como por efecto secundario del daño directo sobre

los tejidos o ambosproduce alteraciones no solo en los vasos irra­

diados sino también a distancia,incluso en zonas blindadas a la
irradiación.

Datos experimentales parecerían indicar que la liberación de

histamina podría iniciar el aumento temprano de permeabilidad

que ocurre hasta 2Mhoras después de la irradiación de la piel

pero probablemente no permanecería en el área durante un pe­

riodo suficiente para justificar el incremento sostenido de la
permeabilidad (u1,23,u9,37,u8,55).Los vasos del lado venoso de la

circulación son,aparentemente los más dañados,especialmente las

vénulas.Los capilares exhiben un daño menor(55).



Las lesiones mediadas por liberación de serotonina son muy

similares a aquellas inducidas por la histamina(55).

La S-OHtriptamina estaria también involucrada en los au­

mentos de permeabilidad vascular observados durante las 2Mhoras

post-irradiaci6n(23,N9,u1).
El aumento de la permeabilidad debido a la liberación de his­

tamina sería luego mantenido por un mecanismoque parecería invo­

lucrar una proteasa o una estearasa(u9).Estas fases más tardías po­
drian resultar de la liberación de enzimas lisosomales de cé­

lulas que mueren debido al daño inicial por irradiación.Estas

enzimas liberarían péptidos vasoactivos a partir de proteínas

plasmáticas(23,u8).

Se ha verificado que la inhibición de la primera etapa de
permeabilización con anti-proteasas afecta notablemente el desa­

rrollo de los incrementos de permeabilidad tardíos inducidos
por la irradiación(u1,u8).

Las fases tempranas inflamatorias,en particular la permea­

bilización radioinducida,son de fundamental importancia en el

desarrollo de la fibrosis post-irradiación que se produce más
tardíamente.Dunjic(u1) y Ullrich y Casarett(15) en piel descri­

bieron la elirinación del sistema de complementoantes de la

irradiación,lo cual reduce la permeabilidad,los daños conectivos

y vasculares y la fibrosis de la piel.
En la fase tardía de la inflamación se acumula material

enzimático de tipo lisosómico.En consecuencia,cabe la posibi­

lidad que se genere un mediador que debilite la membranabasal(7u).

Se ha sugerido que los cambios tempranos post-irradiación

representan una respuesta inflamatoria secundaria de la dermis



frente al daño epidérmico y a tiempos más tardíos post-irradiación,

se expresaría el daño endotelial directo.La reducción del flujo

a mayorestiempos post-irradiación se podría atribuir a la pro­

liferación endotelial que obstruye el lumen.0tra posibilidad es

que la deplección de células endoteliales lleve a la invasión de

las paredes vasculares por proteínas plasmáticas,las cuales po­

drían ser reemplazadas por fibras colágenas engrosando así la pared

vascular y reduciendo el lumen<23).

Conclusiones

Las fases tempranas del daño vascular se caracterizan por

aumento del volumen y flujo sanguíneo y por cambios en las cé­

lulas endoteliales,particularmente de capilares y aumentosde

permeabilidad que se asocian a la producción de edemae infiltración

celular del conectivo.Los vasos de mayor diámetro no exhiben

daño hasta tiempos más largos post-irradiación,al cabo de los

cuales se detecta en forma característica el engrosamiento de

la pared vascular con reducción del lumen,lo cual provoca una dis­
. n) o Im1nuc1onen el flu30 sanguineo y el volumen vascular.

Reinhold et a1.(75) esquematizan las posibles interacciones

que podrían jugar un rol en las manifestaciones de la influen­
. . .z 1 - o,c1a de la rad1ac1on sobre los vasos sanguineos y c1rculac1on en

el cuadro que a continuación reproducimos.
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MATERIALES Y METODOS

Puesta a punto de la técnica a utilizar

1.Elecci6n de animales

Los estudios descriptos en la literatura reseñados en el

capítulo anterior,fueron en su mayoría realizados en animales

jóvenes o adultos.No se dispone de información sobre altera­

ciones vasculares producidas por la irradiación en la piel de

animales recién nacidos.Existe,en cambio,una vasta información

sobre alteraciones morfológicas y metabólicas de la epidermis

irradiada en animales de pocos días de edad(2-9,11,12).Ello se

debe a que éstos animales resultan un modelo muy útil para és­

te tipo de análisis dada la radiosensibilidad de algunas funcio­

nes de la células epiteliales en la vida fetal y las pri­

meras etapas de la vida extrauterina(5).Debido a ello se pro­

puso el estudio de las alteraciones vasculares en modelos expe­
rimantales similares con la finalidad de correlacionar las al­

teraciones epidérmicas con posibles cambios en la nutrición.

En todas nuestras experiencias hemosutilizado ratas Wistar

de 5-7 días de edad pertenecientes al bioterio de la Comisión

Nacional de Energia Atómica.

2.Elecci6n de la zona

Se intentó estudiar inicialmente las alteraciones produ­

cidas por la irradiación en la cola y pata de los animales ex­
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perimentales debido a que éstas zonas han sido las más exten­
samente estudiadas debido a la facilidad de su irradiación con

métodos sencillos de blindaje del resto del cuerpo.Para el aná­
lisis vascular éstas zonas tuvieron el inconveniente de tener

una tendencia mayor a la isquemia que otros sectores de la epi­

dermis por ser áreas terminales muyinfluenciadas por variacio­

nes técnicas y mecánicas.Después de algunas pruebas prelimi­

nares se eligió la zona de la mejilla que presentó las ventajas

de ser una zona cercana al sitio de la inyección(vena jugular

externa izquierdalno sufifir variaciones circulatorias impor­

tantes durante el tiempo post-inyección y el material a pro­

cesar puede obtenerse fácilmente mediante una incisión intrabu­

cal rápida y ser fijado antes de que seafecte el lleno vascu­

lar de los capilares subepiteliales.

3.Puesta a punto del método de anestesia previa a la inyección
vascular

La anestesia empleada fue el embutal ya que proporciona un

mayor tiempo de manipulación.Se adecuó la dosis considerando

un mayor índice de mortalidad en neonatos que en adultos:

0,006 ml/gr de peso de una solución de 100 mg de pentobarbital

sódico,lu ml de agua destilada y u ml de alcohol 96%.

H.Puesta a punto del método de inyección

Se siguieron los lineamientos generales propuestos por

Williams y Wissig(67) para ratones adultos.

Se probaron la peroxidasa I,II y VI adquiridas en la casa



Sigma.Losresultados de éstas experiencias piloto indicaron que la

peroxidasa VI era la mejor tolerada y la que ofrecía mayor re­

solución a nivel de microscopía electrónica y fue entonces se­
leccionada.

El único método posible fue la inyección a cielo abierto

(Fig.l) realizada con agujas Carpule(Bayer) de calibre 0,3 mm

que se proveen comercialmente para anestesias dentales.Fue nece­

sario adaptarlas a jeringas calibradas a la décima de ml ya

que las agujas mencionadas se proveen para ser utilizadas con

jeringas metálicas no calibradas.Hubo dificultades iniciales en

la administración de la inyección de peroxidasa VI en la jugu­

lar externa izquierda debido a su reducido tamaño en neonatos,
las cuales fueron subsanadas con entrenamiento reiterado.Para

ello se realizaron experiencias piloto inyectando en la vena ju­

gular externa izquierda una solución de azul de Evans que

permitió seguir 1a trayectoria del material inyectado debido a

su coloración.Después de realizar experiencias piloto con aproxi­

madamente50 animales se logró una correcta inyección intra­

vascular con un indice de mortalidad de aproximadamente 10%

dependiendo de la edad del animal y de la exactitud de las

maniobras quirúrgicas.

Durante las experiencias piloto se comprobótambién la pro­

ducción accidental de zonas isquémicas que impedían la visuali­

zación del material inyectado en algunas zonas de la piel.Esto

se evitó inyectando a los animales en un ambiente de aproxima­

damente 35°C.

Se verificó asimismo durante las experiencias piloto que





el llenado vascular podía ser posteriormente modificado por

el método de obtención de las piezas.Tanto la obtención de las
. - -; .1 z . . 'piezas por cauterizac1on comopor congelac1on rapida con nitro­

geno líquido provocaron alteraciones en el llenado de los capi­

lares más que por simple sección a bisturí en un plano pro­

fundo respecto a la capilarización en estudio.

Técnica de irradiación

La irradiación se realizó en los laboratorios y con el equi­

po de la Comisión Nacional de Energía Atómica.La fuente de radia­

ción fue el equipo radioterapeútico 250/25 Philips(Fig.2) ope­

rado a una energía de 220 kV y lu mAcon una intensidad de dosis

de 25 Gy/mi:.(1 Gy=lCOrads).Se usó un filtro de 0,25 mmde Co­

bre + 1,0 mmA1.Estas condiciones fijan la energía efectiva de

irradiación en 78 KeV.Ladistancia foco-objeto fue de 23,5 cm.

Por medio de una ventana en un blindaje adecuado de plomo,se

irradió una zona de 0,5 por l cm2 de la mejilla izquierda de ra­

tas Wistar de 5-7 días de edad con una dosis única de 8,15,60

ó 120 Gy de rayos X.

Se inmobilizó cada animal con cinta adhesiva de celulosa y

se fijó la cabeza a una cuña de lucite construida con una angu­

lación que permite que la zona de la mejilla a irradiar quede

ubicada en forma perpendicular al haz de rayos XCFig.3).El sis­

tema de irradiación diseñado permitió exponer simultáneamente

a 5 animales.El animal sujeto a la cuña se fijó debajo de una

plancha de plomo de 3 mmde espesor(Fig. u).La plancha de plo­

motiene 6 ventanas dispuestas radialmente,5 de las cuales per­
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Fig.2:Fuente de radiaciónzequipo radioterapeútico 250/25
Philips.



RATA l'lJ‘CCCHADLLUCI'Ï VENTANAL'h'LA

S’LÍxHCHADEPLOMOQUE

l] PL'RHI'I‘lÏLAEXPOSICION

NZU.MEJILLA

2&5cms

oJ

Fig.3:Bsquemade1aubicacióndelarataairradiar.Lacabezasefijóaunacuñade

luciteconstruidaconunaangulaciónquepermitequelazonadelamejillaa irradiarquedeubicadaenformaperpendicularalhazderayosX.Profundidadde foco(entreflechas):23,5cm.
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Pig.H:Animalesinmobilizadosconcintaadhesivadecelulosaconlacabeza

fijadaaunacuñadelucite,colocadosdebajodeunaplanchadeplomo de3mmdeespesorquepermiteblindarlazonaquenosedeseairradiar.



miten exponer las mejillas manteniendo el resto del animal blin­

dado (Fig. 5).La ventana restante aloja la Cámarade Ioniza­

ción tipo Normal del dosímetro P.T.W.Simplex.La Cámara de Ioni­

zación integra la dosis entregada durante la exposición.

Técnica de inyección intravascular

Conla finalidad de analizar las alteraciones vasculares pro­

ducidas por las distintas dosis en función del tiempo post-irra­

diación,de cada grupo dosis se inyectaron animales a las 3 horas,

1 dia,3 días y 6 días después de la exposición.Se realizó la in­

yección intravascular de peroxidasa en la jugular externa iz­

quierda.En cada experiencia igual número de animales no irra­

diados de la misma camada fueron igualmente inyectados como con­

troles.Los animales se anestesiaron con 0,006ml/gr de peso de

una solución de lu ml de arua dcstilada,Uml de alcohol 96%y

130 mgde pentobarbital sódic9.Posteriormente se realizó la in­

yección intravascular de 0,00N5 ml/gr de peso de una solu­

ción de 0,36H ml de agua destilada,0,0018 gr de peroxidasa VI

(Sigma) y 0,0033 gr de ClNa.Hanteniendo la aguja en su lugar

para evitar hemorragia o extravasación del material inyectado

se permitió que éste circulara durante tiempos variables de 1',
3',5',10' y 20' en experiencias piloto.Posteriormente se se­
leccionó el tiempo de 5' para el trabajo experimental por ser

éste un tiempo que permite visualizar los capilares llenos de

peroxidasa y macrófagos que han fagocitado la peroxidasa permea­

bilizada en cantidades posibles de evaluar con exactitud.
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Fig.5 azcinco animales sujetos a la plancha de plomo que

tiene 6 ventanas dispuestas radialmente,5 de las

cuales permiten exponer las mejillas al haz de

Rayos X manteniendo el resto del animal blindado.

La ventana restante aloja la Cámarade Ionización

que integra la dosis entregada durante 1a exposición.
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Pig.5 szsquematización del blindaje de plomoutilizado

para la irradiación simultánea de la mejilla iz­
quierda de 5 ratas neonatas visto del lado que

se expone al haz de Rayos X.A:ventana en el blin­

daje que permite la exposición de la mejilla al

haz de Rayos X,B:ventana en el blindaje que aloja
al dosímetro.



Después de un tiempo de circulación de 5' se procedió a la

obtención de la pieza de la mejilla mediante una incisión intra­

bucal rápida y a su inmediata fijación en 2%glutaraldehido,

1%paraformaldehido,l% sucrosa,0,02% C12Fa,0,067 MBuffer Caco­
dilato pH 7,6 durante 12 horas.A continuación se realizó un

lavado de l hora en Buffer Cacodilato pH 7,6 y luego se pro­

cesó el material para su observación a nivel óptico.En algu­

nas experiencias se apartó material para su procesado para mi­

croscopía electrónica.AnimalcS irradíados no inyectados se pro­

cesaron simultáneamente para la detección de actividad peroxi­

dasa positiva endógena.

Microscopía óptica

Se efectuaron cortes por congelación de 70 micrones de es­

pesos en una platina de congelación a termoelementos.La regula­

ridad de éste espesor que posteriormente puede influenciar la

obtención depárámetros cuantitativos,se comprobómediante una

inclusión en parafina de bloques que contenían 5-10 cortes de con­

gelación superpuestos.Bstos bloques de parafina fueron luego

cortados en forma transversal de modoque las preparaciones histo­

lógicas mostraran el espesor de los cortes.Este espesor fue

medido con un ocular micrométrico,registrándose variaciones no

superiores a 2 micrones.
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Los cortes de congelación se flotaron en Buffer Tris y lue­

go se reveló la peroxidasa mediante incubación en 3-3' Diamino­

bencidina(0,01 gr DAB,20mlde Buffer Tris ClH pH 7,6 y 0,035ml

de HZO220 vol.) a temperatura ambiente durante 30' según la
técnica de Graham y Karnovsky(59).

Posteriormente se procedió a 1a deshidratación en alcoho­

les,aclarado con xilol-acatato de butilo en partes iguales,
montado con bálsamo y coloración con hematoxilina-eosina en algu­
nos casos.

Microscopía electrónica

El análisis ultraestructural se hizo para estudiar el pa­
saje de la peroxidasa a través de los endotelios irradiados y

correlacionar los datos morfológicos y funcionales cuantitati­

vos a nivel óptico con daños puntuales radioinducidos en las

paredes vasculares.

Para ello se realizaron experiencias piloto para ajustar
el método,las cuales consistieron en inyectar ratas recién naci­
das en la forma antes descripta y fijar "in situ" el diafrag­

ma para luego retirarlo y procesarlo para su observación en el

microscopio electrónico.8e eligió éste músculopor ser éste

el material usado en los trabajos donde esta metodología fue des­

cripta para estudios de transporte endotelial(58,67).Solo des­

pués de observar el llenado vascular con peroxidasa y su trans­

porte en vesículas pinocitósicas en microfotografias de niti­

dez semejante al del trabajo mencionado se pasó al procesado

de la piel de la mejilla.En éste último material se tuvieron
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dificultades iniciales debidas a la distribución y menornú­

mero de vasos pequeños ,las cuales se subsanaron con un ade­

cuado tallado y orientación de los tacos.

El material,obtenido en forma similar a la descripta para

microscopía 6ptica,fue inmediatamente mojado en fijador y re­

cortado en trozos de 2mmpor 2mmbajo lupa.Luego se colocó en 2%

glutaraldehido,l% paraformaldehido,l% sucrosa,0,02% C12Caen
0,067M Buffer Cacodilato pH 7,6 durante 2 horas a H°CflAconti­

nuación se lavó 2 veces en Buffer Fosfato 0,1M pH 7,u durante

HO' agitando periódicamente.8e incubó el material durante 2

horas a temperatura ambiente en una solución de 0,01 gr 3-3'

DAB,20ml de Buffer TRis C1“ pH 7,6 y 0,135m1 de H2O2 20vol.

La post-fijación se realizó en 1%de osmio en Buffer Fosfato

0,1 M pH 7,4 durante 1 hora.Se deshidrató en alcoholes de

grado creciente.Luego se colocó el material en óxido de pro­

pileno durante 1,5 horas y posteriormente en óxido de propi­

leno-Epón 1:1 2 horas.Se transfirió luego el material a Epón

y se mantuvo a temperatura ambiente durante 30' y a N°C duran­

te 12 horas.Se incluyó el material en Epón en tacos chatos

para facilitar su posterior orientación y se dejó en estufa
a 70°C durante H8 horas.Se realizaron cortes finos en un 11800 LKB

Pyramitomeen sentido paralelo a la superficie epitelial pa­

ra seleccionar la zona del taco a tallar para ultramicrotomïa.

Los cortes ultrafinos de aproximadamente 500 Z de espesor se
realizaron en el ultramicrótomo LKB8800.En todos los casos se

utilizaron navajas de vidrio.Los cortes fueron montadossobre
grillas de cobre sin membrana.Secontrastó en la forma conven­
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cional con acetato de uranilo-nitrato de plomoy se observaron

y fotografiaron las grillas en un microscopio electrónico de

transmisión Philips 300.

Métodosde evaluación cuantitativa en las preparaciones de
. , , .microscopia optica_

Los cortes se proyectaron en un procesador electrónico de

imágenes Kontron Messgerate MOP/AM03,Zeiss,perteneciente al

Departamento de Radiobiología de la Comisión Nacional de Ener­

gía Atómica,a un aumento total de HOOK‘parala evaluación es­

tereológica,sobre las proyecciones,del volumeny longitud vas­

cular.El sistema MOPopera por un principio magnético.La me­

dición se efectúa sobre una platina sobre la cual se coloca

1a proyección del preparado a medir.Se recorren los contor­
nos de la zona a medir con un cursor.Este cursor escribe cuando

se le aplica una presión normal;al aplicarle una presión adi­

cional comienza el proceso de medición que se interrumpe al

cesar la presión.El área de medición activa de la platina con­

tiene alambres de acero magnético dispuestos a intervalos regu­

lares en dirección de los ejes x e y.La grilla metálica genera,

de ésta forma,un campomagnético.Los alambres suministran pul­

sos en dirección de los ejes x e y que viajan a velocidad cons­

tante.Cuando los pulsos magnéticos son interceptados por el

cursor se establece un conteo exacto de pulsos.Este conteo es

transformado en una distancia o un punto sobre el eje de las

coordenadas en pocos microsegundos por un microprocesador.
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De esta manera es posible establecer perímetros,áreas y otras

magnitudes geométricas rápidamente y con exactitud.El siste­

maestá calibrado para que,al recorrer los perímetros de las

zonas a medir con el cursor usando el programa correspondien­

te,aparezcan en el indicador digital correspondiente los va­

lores absolutos en mmy mm2de los perímetros y las áreas res­

pectivamente(Fig.6)

Debido a que la irradiación causa atrofia de la dermis

las medidas se realizaron sobre todos los vasos sanguíneos v1­

sibles a una determinada profundidad de foco en un área de te­

jido que corresponde,en ancho,a 500 um de la sección de la

superficie epidérmica y en altura al espesor total de la dermis

claramente delimitado por la unión dermo-epidérmica y el

primer plano muscular(Fig.7).El diámetro de los vasos sanguí­

neos se estimó superponiendo las proyecciones de los cortes

con una grilla de lineas paralelas y midiendo los calibres de

aquellos vasos que intersectaban las líneas.

La cantidad de células macrofágicas que incorporaron peroxi­

dasa se evaluó por medio de contaje directo del total de células

(de 15-30 umde diámetro) peroxidasa positivas en un área de

0,25 mm2de cada corte,con ayuda de una grilla incorporada al

ocular de un microscopio óptico.

La thïión intersticial se evaluó microfotométricamente.

La microespectrofotometria sigue,en líneas generales,los mis­

mosprincipios de la espectrofotometría.Un espectrofotómetro

está compuesto por una fuente de luz,un monocromador,una cu­

beta para la solución a medir y un detector de intensidad

luminosa.En un microespectrofotómetro,la cubeta es reempla­
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Fig.6:Procesador electrónico de imágenes Kontron Messgerate

MOP/AMÜ3,Zeiss,empleado para la evaluación estereo­

lógica,sobre las proyecciones de los cortes de tejido,

de volumen y longitud vascular.
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zada por un microscopio y la fotometría es realizada sobre la

imágen aumentada del preparado histológico.Las medidas del pre­

sente trabajo se realizaron en un Cytoscan marca Zeiss(Fig.8)

que permite la realización de barridos automáticos unidireccio­

nales previamente programados de la reacción histoquímica en

la dermis.Bl microfotómetro integra en forma gráfica las densi­

dades ópticas a lo largo del área barrida.La actividad enzimáti­

ca total(TEA),se obtiene comoel valor integrado o el área to­

tal bajo la curva.La actividad enzimática media se obtiene divi­

diendo el TEApor la longitud del barrido.Este es el valor que

presentamos y representa la densidad promedio de la reacción enzi­

mática en cada punto del tejido.La validez de la microfotometría

para medir la cantidad de producto final de 3-3' DABoxidada ha

sido previamente demostrada(76).Se tomaron 10 medidas a HBOnm

usando un haz luminoso de 23,“ pm de diámetro en el tejido co­

nectivo subepitelial,evitando estructuras vasculares,folículos
pilosos y células macrofágicas peroxidasa positivas.Los resultados

de la evaluación de células macrofágicas peroxidasa positivas

y la tinción intersticial Üebidaa la peroxidasa permeabilizada
de los vasos sanguíneos fueron considerados comoíndices de per­

meabilidad capilar.
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Fig.8:Cytoscan marca Zeiss con el cual se realizó la evaluación

microfotométrica de la tinción intersticial peroxidasa­
positiva,ïndice de permeabilidad capilarCa y dzbase y es­

tativo del microscopio;c:monocromador;e:fotomultiplicador;

fzunidad de control de alto voltaje,avance de la platina

y lectura digital de los valores fotométricos).



RESULTADOS

Desde el punto de vista macroscópico la lesión por radia­
ción se hace evidente en los animales irradiados con dosis su­

periores a 15 Gy.Bnestos animales a partir de los 2 dias post­
irradiación comienza a verse una zona eritematosa en el área

irradiada.A partir de los 3 ó H dias de edad el crecimiento

del pelo en la cabeza se hace ostensible por el cambio de co­
loración.En los animales irradiados comienza a notarse en ese

momentola falta de crecimiento piloso en la zona de la lesión

lo que la hace aún más evidente macroscópicamente(Fig.9).Estos
cambios no son visibles en los animales irradiados con dosis

menores en los cuales la obtención de la pieza para su estudio

histológico e histoquimico se hace en base a los reparos ana­

tómicos elegidos previamente para determinar el área a irradiar.

La técnica de inyección de peroxidasa por via intraveno­

sa usada para estudios de función y morfología vascular resul­

tó altamente sensible ya que permite detectar con precisión pe­

queñas cantidades de enzima.

La pequeña cantidad de peroxidasa inyectada por via intra­

venosa se mezcla inmediatamente con el plasma circulante.Después

de la detección de la actividad enzimática en cortes gruesos

de tejido,los vasos sanguíneos se ven llenos de diaminobenzidi­

na polimerizada en cantidades que aumentan con el tiempo de

incubación.Esto permite la visualización de todos los vasos
funcionantes,incluyendo los capilares.Más aún,c0moparte de

la peroxidasa inyectada permea el endotelio en cantidades que



-q5_

Fig.9:Lesi6n macroscópica radioinducida en la que se hace

evidente la falta de crecimiento piloso en la zona

de la mejilla que ha sido expuesta al haz de Rayos X.

En este caso particular la dosis fue de 60 Gyy el

tiempo post-irradiación de 3 dias.



aumentan con el tiempo post-inyección,pasa al tejido conec­

tivo perivascular y es fagocitada por macrófagos se puede ob­

tener información referente a cambios en la permeabilidad capi­

lar de los mismos cortes de tejido mediante el conteo de estas

células fagocïticas.
La microvasculatura de la piel normal de la rata está

compuesta por un conjunto {e capilares dispuestos en sentido

perpendicular a la superficie epidérmica(Fig.lO).Bste patrón
vascular se ve marcadamentealterado por la irradiación,con de­

sarrollo,en pocosdías,de vasodilatación y telangiectasiaíFig.ll).
Los parámetros que caracterizan estas alteraciones morfológi­

cas revelan que el daño radioinducido es función de la dosis

y el tiempo post-exposición.
La distribución en frecuencia de los calibres vasculares

se modificó con un aumento de la frecuencia de los calibres

mayores a expensas de los menores(Fig.l2).

El volumen vascular expresado como porcentaje de volumen

de dermis considerado para la evaluación aumenta progresiva­

mente después de la irradiación con 60 y 120 Gy.Dosis de 8 y 15

Gy causaron una leve disminución en el volumen vascular relati­

vo(Fig.13).Debido a que la irradiación causa una reducción en

el espesor de la dermis(Fig.1u) resultó de interés conside­

rar los valores absolutos de volumenvascular disponibles para

nutrir la piel después de la atrofia radioinducida de la dermis.

La Fig.15 muestra los valores absolutos de volumen vascular

de todo el espesor de dermis subyacente a 500 um lineales de

epidermis en el corte histológico.El volumenvascular así
expresado aumentó rápidamente después de la irradiación con 60
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Fig.10:Pie1normaldeunarataneonatasacrificada3'post-inyecciónintravascular

deperoxidasa.8eobservalamicrovasculaturaqueestácompuestaporuncon­ juntodecapilares(C)dispuestosensentidoperpendicularalasuperficie
epidérmica(E).D:dermis,P:pelo,PM:primerplanomuscular.(izquierda:x70 ,

derechazx95)_
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Fig.ll:Vascularizacióndepielnormal<arriba),3díaspost-exposicióna60GydeRayosX

(centro)y6díaspost-exposicióna60GydeRayosX(abajo).Seveundesarrollo
progresivoconeltiempopost-irradiacióndevasodilatación,telangiectasiaytin­ ciónintersticial.Laradiaciónprovoca,asimismo,lapérdidadefolículospilosos, acantosisepitelialyatrofiadeladermis.Sehamarcadounpeloremanentecomo evidenciaquelas3fotografíasfuerontomadasconelmismoaumento(x180)
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Fig.13:Volumenvascular relativo expresado en porcentaje

del área de dermis ocupada por vasos sanguíneos en

proyecciones ciepiel norma1(-) e irradiada y gra­

ficada en función del tiempo post-exposición.



Fig.1H:Pieldeunarataneonatanormal(izquierda)ydeunarataneonata6

I

díasdespuesdeunairradiaciónlocalcon60GydeRayosX(derecha) ambassacrificadas5'despuésdeunainyecciónintravascularde peroxidasa.Seobserva,enlapielirradiada,laatrofiadeladermis(D), laacantosisdelepitelio(E)ylahiperqueratosisevidenciadapor unaumentoenelespesordelacapacórnea(C).Sehamarcadounpelorema­ nentecomoevidenciaqueambasfotosfuerontomadasconlamismamag­ nificación.(x85).
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Fig.15:Volumen vascular,expresado en area ocupada por

vasos sanguíneos en la dermis subyacente a 500 um

lineales de epidermis en cortes histológicos de piel
normal (.) e irradiada medida en función del tiem­

po post- exposi ción .
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ó 120 Gy de Rayos X.Este efecto fue mayor con 60 Gy pero ocu­

rrió más tempranamente con 120 Gy.Los valores luego tendieron

a semejarse a los valores de los controles no irradiados.Dosis

de 8 y 15 Gy indujeron una disminución en el volumen vascular

que fue función del tiempo post-exposición.

La longitud vascular relativa y absoluta disminuyó con la

dosis y el tiempo post-irradiación.El efecto fue mayory ocurrió

con menor tiempo de latencia después de la exposición a

120 Gy(Fig.16 y 17).

El número de células que fagocitan la peroxidasa que per­

mea el endotelio aumenta con el tiempo post-inyección para to­

dos los tiempos de circulación de peroxidasa ensayados en las

pruebas pilotc(Fig.18).En animales irradiados la incorporación

de peroxidasa a células macrofágicas sufrió un marcado incre­

mento lo cual sugiere un aumento en la permeabilidad capilar

(Fig.19).La diferencia entre la cantidad de células peroxida­
sa positivas en el tejido control y el irradiado después de un

tiempo fijo de circulación de peroxidasa indicaron que existe

un aumento radioinducido en la permeabilidad capilar 3 y 6

días desúés de la exposición a 15,60 y 120 Gy de Rayos X(Fig.20).

La exposición a 8 Gy de Rayos'x no indujo cambios significa­

tivos en la permeabilidad.

Se evaluó microfotométricamente la tinción en el tejido

conectivo perivascular comoevidencia adicional de alteraciones

radioinducidas en la permeabilidad capilar del tejido 6 días

deqnés de la exposición a 120 Gy,condición en 1a cual la ob­

servación subjetiva en el microscopio óptico revela que la

tinción intersticial es notablementemayor(Fig.21).
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Fig.17:Longitud vascular medida en la dermis subyacente

a 500 umlineales de epidermis en cortes histoló­

gicos de tejido normal ( I) e irradiado en función

del tiempo post-exposición.
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de peroxidasa.
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Fig.19:Célulasfagocí‘ticasperoxidasa-positivas(flecha),5minutosdespuésdeunainyección

intravasculardeperoxidasa,enpielnormal(a) ypiel3díasdeSPUéSdeser irradiadacon120GydeRayosXCb),(x180).
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Fig.20:Númerode células macrófágicas peroxidasa-positivas
2en 0,25mm de dermis de piel normal (I) e irradia­

da medidoen función del tiempo post-irradiación.



-50­

Fig.21:Piel de una rata neonata normal(arriba) y una rata

neonata 6 días después de la exposición a 120 Gy de

Rayos X(abajo) ambas sacrificadas 5' post-inyección

intravascular de peroxidasa.Se observa un marcado au­

mentoradioinducido de la tinción intersticial peroxi­
dasaepositiva en el tejido conectivo perivascular,evi­
dencia de una alteración en la permeabilidad vascular.

C x 100)
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Las lecturas microfotorétricas revelar“: un aumento en la permea­

bilidad capilar medidoen términos de la tinción del tejido

conectivo:0,59 10,004 unidades de densidad óptica para te­

jido irradiado y 0,13: 0,012 para el control.

Los parámetros morfológicos anteriormente mencionados fue­

ron evaluados en las mejillas de ratas localmente irradiadas

y en animales controles.No obstante,se tomaron algunos es­

pecimenes de mejilla dc animales irradiados incluyendo una

porción del área irradiada y una porción del área adyacente

de mejilla no irradiada para analizar el grado de corresponden­

cia entre el área de incidencia de los Rayos Xy la región

de la microvasculatura afectada por la irradiación.La acan­

tosis epidérmica se describe comoun evento radioinducido

que ocurre estrictamente en el área expuesta a la radiación ioni­

zante(2) y fue usado como marcador de la zona axpuesta a los

Rayos X.El análisis de estos cortes de tejido mostró que los

vasos sanguíneos afectados por la irradiación yacen exclusi­

vamente en la trayectoria de los Rayos X.El área de transición

que esperaba encontrarse lindando con la zona expuesta virtual­

mente no existía.Se verificó,en cambio,la presencia de una lí­

nea recta que coincide exactamente con el límite del área ex­
puesta al haz de Rayos X que marca el límite entre la zona

de vasos sanguíneos afectados por la radiación y la zona blin­

dada(Fig.22).
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Fig.22:Un corte de piel de mejilla irradiada con 120 Gy de

Rayos X 3 días después de la exposición,que incluye

una zona de piel no irradiada.La acantosis epitelial
se usó comomarcador de la zona de incidencia del

haz.El límite(f1echa) entre la zona de vasos sanguí­

neos afectados por la irradiación y los normales

coincide con el límite del area expuesta al haz de

Rayos X.(X 95 ).



Microscopía electrónica

Durante la etapa de ajuste de la técnica las observaciones se

realizaron en músculo diafragmático,después de la inyección de pe­

roxidasa por la vena jugular externa izquierda para reproducir

lo más exactamente posible el método ¿escripto por Williams y

Wissig(67),quienes usaron este modelo para sus estudios de trans­

porte endotelial.Se consideró ajustada la técnica cuando se ob­

tuvieron imágenes a nivel de microscopía electrónica similares a

las publicadas en el trabajo original.
El producto final de la reacción histoquímica peroxidasa­

diaminobenzidina es osmeofïlico,de mod?que al ser post-fijado

en solución de osmio se obtiene un producto electrónicamente

denso que permite la localización,a nivel ultraestructural,de la
peroxidasa inyectada.Las imágenes varían con el tiempo de cir­

culación de peroxidasa.Cuando los animales se sacrificaron

inmediatamente después de la inyección de peroxidasa se observó

un lleno vascular muydenso.Se observó asimismo,el pasaje de

peroxidasa entre las células endoteliales y su transporte en vesí­

culas pinocitósicas que en los primeros momentospost-inyección

aparecen abiertas a la superficie luminal del vaso o cerradas
y libres en el citoplasma de la célula endotelial(Figs.23 y 2M).

A medida que transcurre el tiempo post-inyección el contenido

de peroxidasa intravascular se hace menos denso.Se observan mayor

cantidad de vesículas pinocitósicas peroxidasa positivas,muchas

de ellas ya cercanas a la superficie basal de la célula endo­

telial y que vuelcan su contenido en el tejido conectivo que

rodea las células endoteliales.Parte de esta peroxidasa es

luego captada por células macrofágicas(Figs.25 y 26).
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Fig.23:Capilar de diafragma de una rata neonata sacrificada

1' post-inyección intravascular de peroxidasa.8e ob­

serva un lleno vascular denso y el inicio del trans­

porte de pero:id¿sa evidenciado por abundantes ve­
sículas pinocirósicas(VP)peroxidasa-positivas sobre
y en la cercanía del borde lumina1.Las vesículas pi­

nocitósicas cercanas a la membranabasal son afin,en

su gran mayoría,peroxidasa-negativas.(X 9000 ).
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Fig.24:8e observa,a mayor aumento,un capilar de diafragma

de una rata necnata sacrificada 1' post-inyección

intravascular de peroxidasa.La presencia de vesícu­

las pinocitósicas(VP) peroxidasa-positivas sobre el
borde luminal del capilar evidencia el inicio del
transporte de peroxidasa hacia el intersticio.(x 22-000).
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Fig.25:Capilar de diafragma de una rata neonata sacrificada
4' post-inyección intravascular de peroxidasa.En el
lumen del vaso se observan 2 glóbulos rojos(GR) con

su densidad electrónica habitual y el contenido intra­

vascular de peroxidasa'cuya densidad es menor que

en la Fig.23.8e observan,asimismo,vesículas pinoci­

tósicas(VP) cargadas de peroxidasa abiertas hacia

el lumeny hacia el intersticio.Nótese la peroxida­
sa intersticial(l) y un macrófago(M)con contenido
intracitoplasmático peroxidasa positivo.(x 11-000 ).
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Fig.26:Capilar de diafragma de una rata neonata inyectada

con peroxidasa y sacrificada 10' post-inyección.8e

observa que el contenido intraluminal de peroxidasa

(P) es menos denso que en la Fig.25.Asimismo,se ve­

rifica una mayor captación de peroxidasa extrava­

sada en vesículas intracitoplasmáticas de macrófagos
(VP).(X 9.800 ).
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Las imágenes obtenidas en diafragma se reprodujeron cuan­

do se analizó la piel de la mejilla de ratas neonatas sanas(contro­

les no irradiados) inyectaïas en la vena jugular externa izquier­
da con peroxidasa.En la piel irradiada se observaron lesiones

de las células endoteliales caracterizadas,fundamentalmente,

por irregularidad del contorno endotelial sobre la superficie
luminal del vaso.El aumento de permeabilidad radioinducido a ni­

vel de microscopía electrónica se evidenció por una disminución

muymarcada del contenido intravascular de peroxidasa respecto

del control con el mismotiempo de circulación de peroxidasa(Fig.27).

Las células endoteliales mostraron una morfología alterada con una

menor densidad.de organelas y evidentes daños en sus membranas

intracitoplasmáticas,particularmente las mitocondriales.Se obser­

vó,asimismo,unamarcadadilatación del reticulo endotelial(Fig.28).
Otra característica del daño endotelial fue la dilatación de

las uniones estrechas,lo Cual induce una mayor permeabilidad a
la peroxidasa(Fig.29).

Con dosis altas(120 Cy) y tiempos largos post-irradiación(6

días) las células endoteliales exhiben un daño muyevidente con

claras imágenes de necrobiosis donde predominan imágenes de re­

tículo endotelial dilatado,grandes espacios claros con riboso­
mas dispersos y una ausencia casi total de vesículas pinocitó­

sicas(?ig.30).Bsto indicaría que la peroxidasa atravesaría el en­
dotelio pasivamente por las uniones estrechas dilatadas y las dis­

continuidades de la pared endotelial.

Las células macrofágicas peroxidasa-positivas se observaron
nítidamente en material normal e irradiado.Fueron más fácilmente

localizadas en material irradiado por su mayorcantidad numérica.
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Fig.27 a:Capilar de mejilla de un animal control<no irra­

diado) inyectado con peroxidasa y sacrificado

3' post-inyección.Se observa homogeneidaddel

precipitado peroxidasa-positivo en la luz del
vaso(L) y vesículas'pinocitósicas(VP) inician­
do el transporte de peroxidasa a través del endo­

telio.Se observa,asimismo,la continuidad y regu­
laridad del borde endotelial.(x 9.800 ).
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Fig.27 b:Capilar de piel de un animal localmente irradia­

do con 60 Gy de Rayos X,inyectado con peroxidasa

3 días post-exposición y sacrificado 5 minutos post­

inyección.8e observan irregularidades del borde

luminal del endotelio y escaso contenido de peroxi­
dasa dentro del lumen(L) del vaso.(><9v800 ).
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Fig.28:Capilar de piel irradiada con 80 Gy de Rayos X de

un animal inyectado con peroxidasa 3 días después

de la exposición y sacrificado 3' post-inyección.

Se observa la alteración del citoplasma endotelial
evidenciada por la presencia de espacios claros

intracitoplasmáticos,daño a las membranasmitocon­

driales(M) y dilataciones del reticulo endoplasmá­
tico(RE).(x 10.300 ).



-72­

l
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Fig.29:Capilar de piel de un animal localmente irradiado

con 60 Gy de Rayos X , inyectado con peroxidasa

6 días después de la exposición y sacrificado 5'

post-inyección.8e observa una marcada dilatación
de la uni6n(U) entre 2 células endoteliales lo

cual permite un mayor pasaje pasivo de la peroxi­
dasa intraluminal hacia el intersticio.Asimismo

se verifica un aumentoen el transporte activo de

la peroxidasa evidenciado por un marcado aumento
en la cantidad de vesículas pinocitósicas(VP).
(X 16.000 ).
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Fig.3D:Célula endotelial de un capilar de piel de un ani­

mal inyectado con peroxidasa 6 días después de ex­

posición local a 120 Gy de Rayos X y sacrificado

5' post-inyección.8e observa la existencia de necro­

biosis con predominio de imágenes de reticulo endo­

telial dilatado(RE),grandes espacios claros con
ribosomas dispersos y una ausencia casi total de

vesículas pinocitósicas.(x 10.000 ).



Los macrófagos prescn1cs en el material irradiado no presentan

signos de alteración morfológica ni de actividad macrofágica(Figs.31

y 32).
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Pig.31:Piel irradiada con 60 Gy de Rayos X de un animal

inyectado con peroxidasa 6 días después de la ex­
. ., . . , . .,p081c1on y sacrlflcado 5 post-1nyecc1onzse observa

un macrófago cuya actividad fagocitaria se hace evi­

dente por la presencia de prolongaciones citoplasmá­

ticas y vesículas peroxidasa-positivas intracitoplas­
máticas(VP).(x 9.500 ).
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Fig.32:Piel normal de un animal inyectado con peroxidasa

y sacrificado 5' post-inyección en 1a que se observa

un sector de una prolongación citoplasmática de

una célula macrofágica donde se evidencian numerosas

vesículas peroxidasa-positivas(VP).(x 10-500 ).



DISCUSION

El método de inyección intravascular de peroxidasa adapta­

do por nosotros para el presente estudio cuantitativo de lesio­

nes agudas radioinducidas en la microvasculatura de la piel de
la mejilla de la rata neonata permite la visualización de to­

dos los vasos sanguíneos funcionantes,incluyendo a los capila­

res.Bste método resulta así superior a los métodos de rutina

utilizados para estudios de vascularización tales comola in­

yección intravascullr de tinta china(77—81),colorantesvitales

(78),sulfato de bario para estudios radiográficos(78,81)y la

introducción de plásticos en la red vascular con posterior des­

trucción de los tejidos(82).Bl método de inyección de la peroxi­

dasa brinda imágenes cuantitables de la morfología de la circu­

lación terminal en cortes gruesos evidenciando vasos no obser­

vables generalmente con los métodos antes mencionados.Asimismo,

dado que parte de la peroxidasa inyectada permea el endotelio

en cantidades crecientes con el tiempo post-inyección,pasa al

espacio perivascular y es fagocitada por macrófagos,se puede

obtener información respecto a la permeabilidad capilar a par­
tir de los mismoscortes de tejido,mediante el conteo de éstas
células.

Los inconvenientes técnicos de la metodología empleada

radican principalmente en la dificultad de la maniobra qui­

rúrgica de inyección intravascular en la vena jugular de peque­

ñïsimo calibre de la rata neonata y la supervivencia del ani­

mal durante el tiempo post-inyección establecido.La maniobra



quirúrgica se iealizó con exactitud después du entrenamiento

reiterado.Una inyección 'ntravascular y el ajuste del

método de anestesia pe nitió ]ograr una supczvivencia durante
Iel tiempc de circulacion de peroxidasdsupcrior al 90%.

Podría aPrUirSc que 'ntrodn uióL ¿o un apente extraño
- I -o- . 'n t I. , . ,_ , ’ ‘ . . . ‘ , 'an un octcrm1H;uo ualumun 11qu:.w 9L torrente sangui­

Leo puede CuUúcFalteracicncn mortmlógicas y funcionales que

pueden interferir en =rr"v1d ÏLÏÜITZCÍd”Í6nde los resul­

tados.De hecho,sa observí que un aumento en la presión intra­

vascular favorece el pasaje de peroxidasa a través de las

uniones endoteliales cn e] pulmón de ratones<68).En cambio,en

otra experiencia realizada en capilares de diafragma no se

pudo demostrar este efecto(67).La inyección en un sitio relati­

vamente alejado de los capilares en estudio,como en el caso del

presente trabajo,minimizaría los cambiosen el pasaje de líqui­

do a través de la pared capilar debidos exclusivamente al aumen­

to de presión mecánica.En cuanto a los efectos de la peroxi­

dasa "per se”,no hay evidencia de afecto citotóxico<69).Esto

es de primordial importancia ya que el daño celular altera la

permeabilidad de la membranacelular y por lo tanto un cambio

en el pasaje dc peroxidasa a través de las células endote­

Jiales irradiadas podría deberse,parcialmente,a un daño celu­

lar no aparente morfológicamente causado por la molécula de pe­

roxidasa.No obstante Haya et al.(70) encontraron que la pre­

sencia de HR?en el torrente circulatorio de conejos y coba­

yos produce una rápida disminución en las plaquetas circulan:

tes y una caída en la SH?sanguínea lo cual podría alterar la

función circulatoria.Sin embargo,ctros estudios del efecto de



la peroxidasa sobre la permeabilidad capilar revelaron que,en

músculo cardíaco y esquelético de ratones no existirían varia­

ciones(58) a nivel capilar y solo pequeños cambios a nivel de

vénulas y vasos pequeños(11).Segün Clementi(73) y Karnovsky et

al.(68) 1a peroxidasa podría afectar la permeabilidad del sis­

tema de poros pequeños pero no del sistema de poros grandes.

Estos detos,no del todo coincidentes,revelan 1a absolu­

ta necesidad de efectuar controles apareados rigurosos para que,

si existiera una alteración de base del tipo que se describe

en la literatura para algunos modelosésta fuera idéntica en

el tejido control y el experimental.

La literatura aporta información sobre el efecto de la

radiación sobre la microvasculatura de la piel.No obstante,

los resultados obtenidos a partir de distintos modelosexperi­

mentales y con técnicas diversas resultan difíciles de compa­

rar,particu1armente cuando el daño se evalúa subjetivamente.
En una extensa revisión del tema Law(23)reconoce la carencia

de datos que organicen los hallazgos de los diferentes inves­

tigadores para poder tener una mejor comprensión de la secuen­

cia de daños vasculares que se producen en función del tiempo

post-irradiación y las dosis administradas.La metodologia emplea­

da en el presente trabajo permite la evaluación cuantitativa

de los parámetros que caracterizan el daño radioinducido en

la microvasculatura mediante la cual se puede realizar más

fácilmente un análisis secuencial del daño.Deesta manera,los

parámetros vasculares que se obtienen a partir de observaciones

morfológicas pueden resultar de valor en la estimación de pará­

metros funcionales de los vasos sanguíneos.
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La irradiación indujo una marcada vasodilatación en función

de la dosis y el tiempo post-irradiación revelada por la dis­
tribución en frecuencia de los calibres vasculares.Esta vaso­

dilatación temprana sería debida a la acción directa de la ra­

diación sobre la pared vascular mientras que la vasodilatación

más tardía descripta por Takahashi y Kallman(83) es,probable­

mente,el resultado de la fibrosis radioinducida en el tejido

conectivo.De esta manera nuestros resultados sugieren que los

cambios en volumen vascular relativo dependen no sólo de la

atrofia post-irradiación de la dermis sino también de la vaso­
dialtación radioinducida.

Asociada a la vasodilatación se verificó una disminución

en la longitud vascular relativa y absoluta.Bl grado de difu­

sión efectiva es inversamente proporcional a la distancia inter­

capilar la cual,a su vez,sería inversamente proporcional a la

longitud vascular por unidad de volumende tejido.Esto sugiere

que porciones cada vez mayores de la dermis irradiada gradual

y progresivamente entran en un estado de hipoxia y/o hipo­
nutrición.

La vasodilatación asociada a una disminución en la longitud

vascular redunda en una telangiectasia temprana que no ha sido

descripta en otros modelos de irradiación experimental de piel.

Este fenómenoha sido descripto en asociación con la fibrosis

y la hialinización que ocurren comoalteraciones radioinduci­

das intermedias(2-6 meses) y tardías(6 meses en adelante)(23).

En la piel de las ratas neonatas se verifica una inhibición

muytemprana del crecimiento de los folículos pilosos con dosis

bajas de Rayos X.Bste fenómeno implicaría una acción directa de
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la radiación sobre el DNAde las células de 1a matriz del

folículo piloso que están en activa proliferación(8u).Este ha­
llazgo sugeriría que el daño a los foliculos pilosos sería,

en gran medida,la causa de la alteración tan temprana de la mi­

crovasculatura de la derm's irrafliada observada en el pre­

sente trabajo.

Las dosis altas,indujeron un aumento muy temprano del vo­

lumen vascular que ha sido descripto por otros autores en mode­

los experimentales distintos y empleandometodologías diversas

(83,85).El métodomorfológico del presente trabajo revela que

en la piel de la rata neonata los cambios telangiectáticos

tempranos van asociados a un aumento del volumen vascular.

Para dosis menores(8 y 15 Gy)no obstante,la vasodilatación

radioinducida no logró compensar la oclusión de algunos capi­

lares originada,probablemente,por la atrofia de los foliculos
pilosos,causando así una disminución en el volumenvascular.

La permeabilidad capilar en nuestro modelo sufrió un au­

mento progresivo con la dosis y el tiempo post-exposición.0tros

autores han descripto picos de permeabilidad en diversos mo­

delos(85,37,46,ul,15).Esta discrepancia podria ser atribuida,
asimismo,a la marcada radiosensibilidad de la piel de la ra­
ta neonata.

Es de destacar que en el presente estudio el grado de

permeabilidad ha sido inferido a partir de la evaluación mi­

crofotométrica de la peroxidasa que atravesó el endotelio ha­

cia el espacio perivascular y del conteo de células fagocíticas

que captaron parte de la peroxidasa permeabilizada.Los resul­

tados aportados por éste último método deben ser analizados



teniendo también en cuenta posibles alteraciones radioinducidas

en los macrófagos.B1 macrófago es una célula radioresistente.

No obstante,se ha observado una exacervasión de la capacidad

fagocítica de macrófagos alveolares a partir de los 7 días

post-irradiación con dosis mayores que 7,5 Gy(86).Asimismo,pue­

de haber un aumento del número de macrófagos ocasionado por

la liberación de sustancias tóxicas en las primeras fases de

las alteraciones inflamatorias de la lesión po r radiación.Bl

conteo de macrófagos peroxidasa-positivos no estima directa­

mente las alteraciones de la permeabilidad,pero sí resulta un

indicador de valor en conjunción con los datos aportados por

la evaluación microfotométrica de la tinción intersticial y

las observaciones a nivel de microscopía electrónica.Los tres

métodos coinciden en señalar un aumento de la permeabilidad

capilar que podria significar cambiosen el transporte activo

en las primeras etapas y al cual se sobreagregarían luego
las alteraciones debidas al daño a 1a célula endotelial obser­

vadas a nivel de microscopía electrónica.De modoque,pasada

la etapa del daño inmediato por radiación predominarían los

efectos del daño a la pared vascular<87).

A primera vista un aumento de permeabilidad comoel obser­

vado en elpresente estudio parecería indicar un aumento en la

capacidad de intercambio de oxígeno y metabolitos.No obstante,

la presencia de telangiectasias tan tempranas asociadas a este
aumento de permeabilidad hacen suponer que se instala en este

modelouna rémora circulatoria que alteraría cualitativamente
la nutrición del tejido irrigado.Este hecho se contrapone al

hallazgo de un aumento de flujo temprano en otros modelos en
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donde,por otra parte,la telangiectasia se describe comouna con­
secuencia tardïa de la irradiaci6n(39).La observación de

nuestro material por debajo del área dérmica analizada en el

presente estudio mostró un aumento de volumen y permeabilidad

de los vasos de mediano calibre de la capa muscular subdérmica.

Se podría inferir que al igual que en las otras experiencias

antes mencionadas existiría en esa zona un aumento de flujo has­

ta el nivel de vaso mediano mantenido por circulación a través
de shunts arterio-venosos.De esta forma el retorno circulatorio

ocurriría a nivel de la primera capa muscular induciendo en

la red capilar irradiada de la dermis una circulación deficien­

te.Así,la rémora circulatoria aunque acompañadade un aumento

de permeabilidad,no compensaría las necesidades nutricionales

de la epidermis y la dermis superficial.

El efecto agudo de la irradiación en nuestro modelo fue

dosis dependiente.No obstante el efecto de las dosis bajas(8 y

15 Gy)fue escaso.Este hecho sugeriria la existencia de una dOv

sis umbral entre 15 y 60 Gy para la lesión de la microvas­

culatura de la dermis de la rata necnata comoha sido descrip­
to en otros modelos(83).

Se ha descripto que la radiación no sólo daña las células

inhibiendo la división celular sino que induce,asimismo,una

reacción inflamatoria localizada causada,probablemente,por

la liberación de enzimas proteolíticas(75).Este tipo de meca­

nismo se asocia a hiperemia y un aumento de permeabilidad.No

obstante,la exactitud con que el área afectada por la radiación
coincide con la zona expuesta al haz de Rayos X sugeriría

que en este modelo predomina un mecanismo de daño directo a la
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pared vascular asociado a la acción,in-situ,de mediadores de

la inflamación liberados por las células dañadas.Los cambios

de permeabilidad detectados en el presente trabajo podrian,

así,ser la consecuencia de la despolimerización de la membrana

basal de los capilares,la apertura de las uniones endotelia­

les,la acción de mediadores comola serotonina y la histamina

estrictamente en el sitio de la injuria y,posiblemente,una al­
teración en el transporte via vesículas.

La influencia del daño vascular en la biologia de la

piel parece indudable.Trabajos previos en modelos similares de

irradiación experimental dc piel de ratas neonatas describen

alteraciones importantes en la epidermis.Existe una acantosis

marcada dependiente de las dosis y el tiempo post-irradiación

dada por un aumento del índice de proliFeración celular de­

tectado mediante técnicas histométricas(2) y un aumento del
volumencelular de las células existentes detectado mediante

técnicas morfométricas(3,H).El aumento del volumencelular
ocurriría via 2 mecanismos:eledemainter e intracelular(3,u)

responsable en pequeña medida y un aumento de la síntesis de

organelas,principalmente tonofibrillas y mitocondrias,asocia­

do a marcadas alteraciones nucleares tales comoplegamientos

de la membrananuclear y un incremento en el tamaño del núcleo(6).

Estudios histoquimicos revelaron,además,que estas alteraciones

morfológicas ocurren asociadas a variaciones metabólicas.Se en­

cuentra aumentadala actividad de fosfatasa ácida,enzima hidro­

lítica vinculada a la queratinización,hecho que corrobora la
hiperqueratosis detectada a nivel de microscopía 6ptica(ll).A­
simismo se verifica,a nivel de microscopía electrónica,un aumen­

, .
to del numerode queratinosomas,organela específica que contie­



ne fosfatasa ácida(6).El estudio dc otras enzimas indicadoras

de cambios metabólicos reveló que las actividades glucolíticas

del ciclo de Krebs disminuyen en favor de la que ocurre via el

shunt de las pentosas(7).Este desvío metabólico se traduce en

una síntesis de RNAaumentada en la que intervienen derivados

del shunt de las pentosas y,en consecuencia,en el aumento de

la síntesis de tonofibrillas descripto anteriormente.Estos es­
tudios aclararon aspectos del comportamiento básico de la cé­

lula epidérmica aislada pero no aportan información respecto

a si estos cambios son una respuesta directa de la radiación

o son,básicamente,un efecto secundario de las alteraciones in­

ducidas en la dermis.Se podría suponer que el daño vascular

encontrado en el presente trabajo que implica la existencia

de telangiectasias y,consecuentemente,rémoracirculatoria,

causaría alteraciones en la nutrición y tensión de oxígeno de

las células epiteliales.Desde esta óptica el desvío del ciclo
de Krebs al shunt de las pentosas que requiere menor tensión

de oxígeno,po¿rïa interpretarse comosecundario al daño vascu­
lar en la dermis.Una vez desencadenado el cambio metabólico los

productos intermedios del shunt de las pentosas serían apro­

vechadospara la síntesis ulterior de las proteínas involu­
cradas en la queratinización.La hipótesis que la alteración
vascular sería el daño previo y que la acantosis sería con­

secuencia de las variaciones metabólicas y morfológicas que és­

te trae aparejado puede sustentarse ademáspor experiencias en

las cuales un daño vascular provocado sin daño epitelial previo,

determinó la aparición de acantosis,hiperqueratosis y altera­



ciones de los mecanismosoxidativos.Bn estos trabajos(88)pro—

dujeron una isquemia experimental en mucosas sanas por inyección

de microesférulas plásticas en el torrente circulatorio que

ocluían la circulación en un porcentaje de los capilares sub­

epiteliales.El epitelio suprayacentesufrió alteraciones simi­
lares a las que ocurren con la irradiaciónzacantosis e hiperque­

ratosis y un desvío de las actividades metabólicas del ciclo

de Krebs hacia el shunt de las pentosas.Estos hallazgos sugeri­

rían que el daño vascular sería probablemente,el desencadenante

de la lesión en el epitelio.

Unaalteración radioinducida en la morfología y la función

circulatoria comola que revela el presente trabajo podría,
pues,ser la causa fundamental de los trastornos metabólicos

y nutricionales de la epidermis de la piel irradiada.



RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se encaró en este trabajo el estudio de las alteraciones a­

gudas radioinducidas en la microvasculatura de la piel de la ra­

ta neonata.Las finalidades de este trabajo han sido:

a)Establecer parámetros histométricos y esterelógicos que per­
mitieran evaluar cuantitativamente los cambios vasculares pa­

ra correlacionarlos numéricamentecon las dosis de radiación apli­

cadas y el tiempo post-irradiación.
b)Analizar la influencia de las alteraciones vasculares en el

daño total producido en 1a piel por irradiación,teniendo en

cuenta que en el modelo experimental seleccionado se habían

caracterizado previamente las variaciones morfológicas y meta­

bólicas de la epidermis.

Se adapt6.la técnica de inyección intravascular de peroxi­

dasa que permite la visualización de todos los vasos funcio­

nantes,incluyendo los capilares,en cortes gruesos de tejido,y
se establecieron parámetros morfológicos que caracterizan el pa­

trón vascular.Asimismo,dado que parte de la peroxidasa inyecta­

da permeael endotelio,pasa al tejido conectivo perivascular

y es fagocitada por macrófagos,fue posible obtener informa­

ción sobre cambios radioinducidos en la permeabilicad capilar
a partir del contaje directo de células macrofágicas peroxi­

dasa positivas y de la evaluación microfotométrica de la peroxi­

dasa presente en el tejido conectivo revelada histoquímicamente.

El hecho de que el producto final de la reacción histoquïmica

para detección de le peroxidasa es clecüónicamente denso permitió
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el estudio a nivel ultraestructural del material irradiado.

Se irradió localmente la mejilla de la rata neonata con 8,

15,60 ó 120 Gy de Rayos X y se realizó la inyección intravascu­

lar de peroxidasa 3 horas,l dia,3 días y 6 dias después de la

exposición.El estudio morfométrico reveló que el patrón vascular

normal sufre «iteraciones en función de la dosis y el tiempo post­
irradiación con un aumento de la frecuencia de los calibres vas­

culares mayores a expensas de los menores,un aumento del volumen

vascular y una disminución de la longitud vascular.La vasodi­

latación asociada a una disminución en la longitud vascular re­

dunda en una telangiectasia temprana no descripta en otros mo­

delos de irradiación experimental de piel.La permeabilidad capilar

inferida del contaje de células macrofágicas peroxidasa-positivas

y la evaluación microfotométrica de la peroxidasa presente en

el tejido conectivo perivascular sufrió un aumentoprogresivo

con el tiempo post-irradiación.La presencia de telangiectasias

tan tempranas asociadas a este aumento de permeabilidad sugiere

que se instala en este modelouna rémora circulatoria que altera­

rïa cualitativamente la nutrición del tejido irrigado.
La exactitud con que elárea afectada por la irradiación coin­

cide con la zona expuesta al haz de Rayos X y el daño endotelial

a nivel ultraestructural sugeriría que,en este modelo,predomina

un mecanismode daño directo a la pared vascular.El daño vascular

sería así la lesión previa que induciría una hipoxia parcial de

la epidermis cuyas células experimentarïan consecutivamente las

alteraciones morfológicas y metabólicas previamente estudiadas

que conducena la acantosis,hiperqueratosis y posterior necro­

biosis.2 m
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