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1. RESUMEN f

La marcacidén de leucoclitos con #®wTc ge utiliza como una
técnica exploratoria en el diagnéstico de procesos infecciosos, va
que presenta caracteristicas radionucleidicas y dosimétricas
cptimas y se fija en forma rdpida y especifica en las lesiones
gépticas.

El presente trabajo evalud la marcacion de leucoclito= con
S=nTe, se usd come vehiculo lipofilico hexametilpropilenaminoxima
(HMPAQ (CERETEC®)) v como vehiculo hidrofilico Glucoheptonato de
Calcio (GH).

Se utilizd una poblacion mixta de leucocitos obtenida de 20
muestrag de 10 denadores normales (5,000-10.000 leucocitos/c®). se
gepard la capa leucocitaria por medio del método de sedimentacién
ror gravedad, se usd como anticoagulante ACD 6 ml v como agente
aedimentante hidroxi-etil almidon (HESPAN 6%) 6 ml. Para marcar
con GH 8e incluyd en la técnica de separacién de los leucocitos, la
hemolisis hipoténica de los eritrocitos que estdn como
contaminantea, noe asi el HMPACU porque dicha contaminacién no
interfiere, deblide a que este compuesto tiene mayor afinidad por
log leucocitos aue por los eritrocitos y plaquetas. Para marcar el
HHPAD ge utilizd S8wTc de generadorez nuevos y recién eluidos para
evitar su inestabilidad.

Al comparar los resultados se observd que la eficiencia de
marcacidén para el HMPFAO fue de 81.27 £ 4.13 y para el GH de 80.03
+ 7.08, la viabilidad leucocitaria para HMPAO fue de 97.72 + 1.85

mientras que para el GH al final de la marcacicon fue de 84.82



1.95. ¥ una recuperacién leucocitaria para HMPAO de 85.1 £ 1.80 ¥
para el GH de 78.897 * 3. .96,

Se realizd una tincidn de células con Wrigth en cada marcacion
vy ge observd Iintacta la membrana de los leucocitos con el HMPAO
mientras que con GH la membrana estaba parcialmente destruida en la
mavoria de células.

Por tltimo se realizé un control microblioldgico con caldo BHI
y ninguna de las muestras analizadaz presantd contaminacidn.

on base a los resultados cbhtenido=z se concluye gque no existe
diferencia esignificativa en el porcentaje de marcacidn con ambos
radiocfarmacos (p= 0.6784): 8l existe diferencia significativa en la
recuperacion leucocitaria (p= 0.00006), s=sin embarge con ambos
radiofiarmacos =e cumple con el minimo recomendado, GH (p= 0.001) v
HMPAQ {(p= ©,001): exiaste diferenclia significativa en la viabilidad
leucocitaria entre la marcacidén con GH comparada con HMPAZ (p=
0.00183,

Se recomienda instaurar la marcacion de leucocitos con ®%mTo-
HHPAD en el Iepartamento de Hedicina Huclear del Hospltal General
San Juan de Dico=, para ser utilizados en pacientes que presenten

cuadroas de procesos infecciosos localizados.



2. INTRODUCCION

La incidencia de procesos infeccliosos en el pais es alta lo
que provoca altos indices de mortalidad, para evitarlo debe
detectarse en forma rdapida ¥y precisa el foco que ocasiona sepsis ¥
no siempre resulta féacil. En ocasiones la clinica o 1los
antecedentes orientan hacia una localizacidn determinada pero ctras
vecesg debe recurrirse a diversas técnicas de exploracidn
complementariae. La Hedicina Ruclear proporciona una técnica
exploratoria complementaria a dicho disgnéstico, mediante la
inmunocentellegrafia a través de leucocitos marcados, gque 25 un
métodoe exacte para el diagndstico de infecciones locallzadas,
abscesos ¥y lesiones inflaﬁﬁtﬂrias, en cuye procesgo  exista
infiltracidn leucoclitaria.

Los radiontclidos de =Mr y 7Ga fueron los primeros en ser
utilizados para marcar leucocitos, sin embargo desde la marcaciodn
realizada en 1876 por McAffe y Thakur. log leucococitos marcados con
1i1iipn-oxina son utilizados con éxito en los centros de Hedicina
Huclear para el diagndstico ¥y localizacidn de procesos infeccloeos.
Ho obastante, la marcacién de leucocitos con radiofarmacos de SFwTc
eg un objetivoe muy perseguide debido a las ventajas que este
radicisdtopo presenta scbre el 111In: a) menor doesis de radiacidn
al paciente, b) féacil disponibilidad, c¢) alta calidad de las
imdgenes y d) menor costo.

De las marcaciones de leucocitos repcortadas en la literatura
con radiofdrmacos de ®#8aT¢, pocas presentan porcentajes de

marcacion aceptables, viabilidad ¥ regpuesta & estimvlos



aquimiotacticos. Ademés la mayor parte de radiofarmacos se
incorporan a lo= distintos tipos de células sanguineas
indiscriminadamente, lo aue obliga & una separacion previa de los
leucocitos del resto de elementos celulares sanguineos.

En el presente trabajo se realizd una comparacién entre dos
radicofarmacos, hexametilpropilenaminoxima y gluccheptonato de
calcic, para evaluar con cual se obtiene mayor porcentaje de
marcacién, alta wviabilidad ¥ funcionalidad de los leucocitos

después de ser marcados con #F8wmTo,



J. ANTECEDENTES
La marcacién de leucocitos es ampliamente utilizada en 1la
deteccidn de procesos infecciosoa, entre los radionticlidos usados

con anterioridad e encuentran: 2ipr, €7¢a. 11iiip v actualmente ge

utilizan lo=z compueatos de 28mTe

d.1 Marcacidén con =8wfe

Aproximadamente el 90% de los radiofdrmacos utilizados con
fines diagndsticos son compuestos marcados con ©8mTe. Su
importancia se debe principalmente a las siguientes causas:
a) La ausencia de emisidén de particulas {(emisor gamma puro).
b} Su corto periodo de semidesintegracion (6 horas). lo que
permite administrar altas dosis sin causar mayor irradiacién al

paciente.
&) Su facil deteccidn. debido a la energia de 140 Kev de sus
fotones, ideal para la deteccidén por la gamma camara.
d} La disponibilidad a partir del #8¥Mo. (Generador #oMo / EFmTg ) |
e} Féacil incorporacidn a muchos compuestos.
f) Féaeil produccidén y disponibilidad a bajo costo.
g} Con el #=wf¢ Jas imAgenes son obtenidas de Z a 4 horas en
contraste con las 18 a 24 horas con *irin (1, 2).

Aunaque el degsarrollo del método 1iiin-oxina para
radiomarcacion de leucocitos implica un progreso en la utilizacidn
de técnicae para deteccion y localizacidon de abscesos. la marcacidn

de leucocitos con F8aTc eg ampliamente utilizada debido a la mayor

disponibilidad del =9mfc (1. 21].



El generador se eluye con solucidén fisioldgica que extrae el
femTe como pertecneciato de sodio (#29TcO4Na) en una concentracién
de 10-% moles. El idén pertecneciato obtenido en el eluido es= la
forma més estable del tecnecio en solucidn. La preparacién de
radiofdrmacoe con tecneclio requiere generalmente la reduccién del
rertecneciato (valencia +7) a estados més bajos (+1 a +4). Después
de la reduccidén del pertecneclato, el radiontelido puede formar
gran variedad de complejos (1)}.

Los métodos para marcacidén de leucocitos se encuentran en tres
categorias generales:

a) Reduccidén intracelular del #2oTc04 con estafio (ejemplo el
Glucoheptonato).

b) Fagocitosis del particulas marcadas con ®8nTe paprsa neutréfilos
¥y monocitos (ejemplo coloides).

c)} Agentes gquelantes liposolubles que penetran la membrana de
lipidos de los leucocitos (ejemplo HMPAO).

Ile eztos métodos, el segundo ¥ el tercerc no requieren de la

separacidin de los deméds slementos sanguineos (3).

3.1.1 Radiofarmacoz de *®wJc

Decde las marcaciones hechas por McAffe y Thakur hay muchas
sustancias utilizadas para la marcacién de leucocitos con F#w]e,
pero realmente son pocos los compuestos gque preaentaﬁ buenos
porcentajes de marcacién., viablilidad de leucocites, capacidad de
brindar imagenesz de buena calidad y estabilidad de la marcacidn.

Con fluoruro de estaiio en la fagociteosis de particulas, se
encuentran porcentajes de marcacién de leucocitos en sangre
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completa de aproximadamente 45% y de leucocitos en capa
leucocitaria aproximadamente 55%, con una viabilidad leucocitaria
de Ob% (4, 5, 8, 7, 8},

El pirofogfato usando el método de preestanizaciéon muestra un
porcentaje de marcacidn de 30-50% y buena viabilidad, aungue se
encontrd actividad abdominal difusa. Entre los principales
leucocitos estudiados estan los leucocitos polimorfonucleares (5,
g, 10, 11).

El ceoleide del cloruro de estalic ha s=ideo ampliamente estudiado
por los investigadores. Entre ellos estan los estudios de
permeabilidad de membranas hecho por Glenn v cols., el estudio de
correlacién entre la cantidad de estafio ¥ el porcentaje de
marcacidn hecho por Bagwe ¥ cols.. El porcentaje de marcacion
obtenide para leucocitos en sangre completa es de 80% con
porcentaje de recuperacidén leucocitaria del 87% y wviabilidad de
leucocitos del 95% (8, 12, 13, 14, 15).

o2 ha efectuade la marcacidn de neutrdfilos con sulfuro
coleidal, pero la actividad en la recirculacién fue menor comparada
con la actividad mostrada en el higado ¥ pulmdn, provocando
imagenes difusas. El rendimiento de marcacién fue del 81%, lo que
corresponde a un 42% para granulocitos y 28% para los monocitos
(16, 17).

Marcus ¥ c¢ols. desarrollaron un método de marcacidon de
leucocitos con un kit de albimina coloidal, el 20 del 30 por ciento

del cololide marcado auedo dentro de la célula. La= infecclones



agudas se visualizaron en 30 minutoz ¥ las crdnicas en horas. EJ
rorcentaje de marcacidn cbtenido es de 80-90% (18).

Otroe compuestos utilizados para marcacidn de leucocitos son
MDP. citrato, tropeolonato,. oxina,. acide dihidrobenzoico. En muchos
raises las marcacliones con todos estos compuestos han sido
deficientes. pero en las registradas en Guatemala muestran buenos
resultados con ] fluorurc ¥ con el coleoide del cloruro de estafio
i, D, 83 18).
3.1.1.1 ®=8nmTeo-Gluccheptonato

Exiaten diferentes procedimientoz para marcar leucccitos que
utilizan como pasc esencial un compuesto que sea compatible con
estafio. Iie estos compuestos de En*® utilizados en estudios
individualez y grupalez en la marcacidén de leucocitos GStraub vy
cole. concluyeron aque el Glucoheptonatc es el mds efectivo, debido
a: .
s} Lia cantidad de Sn*% utilizada es menor, el contenido

intracelular es mayor y penetra facilmente a la célula.
b) Hay menor cantidad de estafio extracelular, ademéds la oxidaciodn
o lavado es més facil y efectiva.

o) E1 kit licfilizado ez gimple de formular y usar.
d) 3e obtiene buena s=ficiencia de marcacién.
e} La estabilidad in vitro es2 alta 203 .

Adem&s Srivastava ¥ cols. han demoastrado fdacilmente que de
todos los auelatos de estafio usadoz comunmente (cloruro,

pirofosfato, flurcrurc}. el glucoheptonato es tranaportado en mejor



forma dentro de la célula y gque ésta unidén es irreversible (21,
22

Los resultados obtenidos en marcaciones al utilizar
glucoheptonate muesgtran aque lIa marcacién es muy efectiva,
encontrandose una estabilidad in vitro de aproximadamente 90% con
una eficiencia de marcacidén del 90X, mientras que el estudio con
azul de tripan la viabilidad resultante fue mayor del 90%, La
sensibilidad de los leucocitos marcados con gluccheptonato para la
evaluacidn de enfermedad inflamatoria crdnica intestinal es del
§3.3% con especificidad del 86.7% (3., Z3, 24).

En l1a marcacién con glucohepteonato el factor de mayor
importancia en el rendimiento de marcacidén ¥ la wviabilidad,
dependen de la culdadosa manipulacidn durante todo el proceso,
hechco que se demuestrs al analizar las marcaciones realizadas por
diferentes operadores. La técnica de preestannizacidén implica mas
etapas., por lo tanto mayor manipulacidén, con el consiguiente

problema de mayor contaminacidon (25).

3.1.1.2 SSwTo—HMPAO

En trabajos recientes con relaciotn a la marcacidén de
leucocitoe se usan quelatos lipofilicos. perc de los agentes
utilizadeos los mejores resultados fuercon obtenides con la
hexametilpropilenaminoxima (HMPAO) wutilizada inicialmehte para
estudiocs de flujo sanguineo cerebral. E1 HMPAQ es el derivado mas
lipofilico del FAD (propilenaminoxima) (Z6}.

El mecanismo de la técnica es similar al mecanismo ocurridoe al
usar el método de marcaciédn con *3iin-oxina. El HMPAO ea

a



complejo neutro lipofilico que reduce al TecQOa— por el estajio
pregente ¥ unido al #Te pasa facilmente al interior de 1la célula
(2T,

trazador se wune fuertemente al miclec v mitocondrias. Una ves
depositada la mayor fraccion del guelsto es retenids en el =itino
criginal, esto probablemente debido a una rédpida conversién del
quelato lipofilico a productos hidrofilicos en preeencia  de
glutatidn y lavado (26, 28).

Al sfiadir ip vitro s una fraccidn mixts de leucocitos ee logra
un marcaje casi eselectivo o especifico que eolo precisa la
separacion de la fraccién mixta, al afiadirle in vitro marca con
mayor afinidsd a los grammlocitos 51¥, en wmenor centided a los
mononuc learee ¥ plaguetas 468% ¥ una pequefis cantidad e fije & lose
hematies 2.9% (26, 27).

Ia cinética in vivo y la biodistribucién de los leucocitos
muestra que la recuperacidén a les 45 minutos de la inyveccidn es del
d7-40% y su periodo de semidesintegracién en sangre es de 6 horas
(27 ).

Durante 1la primera hora poztinyveccidén aparece actividad
rulmonar ¥ heradtica. slendo mas captantes el bazo ¥ la médula dsea.
También se visualiza <pool? vascular y actividad en vejiga urinaria
de teodos los pacientes. Esta se debe a la eliminacién renal de un
complejoe hidrofilico eluide de las células, que se aclara
riapidamente de 1la sangre. Con ézte no aparece actividad tiroiden

¥ hasta en un 4% de pacientes puede visualizarse la vesicula biliar
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debide a la eliminacidn del complejo primaric lipofilico o de un
metabolito secundario. A laz 4 horas la actividad pulmonar es
minima ¥y se vigualiza intensamente la méduls ésea. Luege aparece
higado. bazo v vejiga. La wvesicula biliar aparece en 10% de
pacientes. A ssta eliminacidn biliar se debe la actividad presente
en colon, ezcasa perc visible. A laes Z4 horas, la distribucién es
la misma. excepto que la actividad intestinal es mas acusada ¥
aparece en todos los casos {27)}.

La existencia de actividad a nivel de intestino y vias
urinarias puede producir dificultad en la interpretacion de las
imdgenesz abdominales, sobre todo en leos controlea de Z4 horas.
Como sclucion se recomienda la practica de controles gammagraficos
antesg de las 3-4 horaes, momento en el gque enpieza a visualizarse el
intestino. E=o ez obligatoric cuando se trata de estudiar 1la
enfermedad inflamatoria Iintestinal. ILos abecesos abdominales
producen imdgenes positivas entre los 30 minutos ¥ las 3 horas de
inyveccidén en muchos de los casos (Z7).

En la marcacion de leucocitos con HHMPAQ =e han conseguldo,
eficiencias de marcacidén entre el 50 a 60% y el estudio de
viabilidad in vitro con azul de tripan muestra un resultado
superior al 90% tantc en los marcajes con solucidn salina como en
un 50% de plaswma (25, 26, 27, 28, 2B, 30, 31, 32).

Segiin Roddie y cols. la senaibilidad de HMPAO para la
deteccién de focos inflamatorios es de 100% con especificidad del

85% (27, 33).
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Ho obetante. las ventajaz aue presenta la técnica de marcacion
con HHPAO para marcar leucocitos, este radiofarmaco tiene severas
limitaciones.

Entre las limitaciones qgue presenta son el alto costo,
dificultad de obtener rendimientos de marcacidn superiores al 60%
y su extremada inestabilidad in vitro tras la adicion del ®#8nTe al
vial, lo cual conlleva un incremento progresivo del ®5nTo-HMPAO
secundaric hidrofilice v sobre todo un incremento del ®BmTocOa— a
expensas del S8wTo-HHPAO lipofilico reduciendo el rporcentaje
lipofilico para uso, por lo que requiere ser sdministrado en los
primeros 30 minwtos de reconstituido 1 visl (28, 34, 35).

Segin Hung v cols. la descomposicidn del 95mTc se scelers por
el exceso de idn estafio (o defecto de sgente quelsnte) vy &1 pH
elevado (»9) siendo sdemds la forms d.l mds inestsble aue la forma
meso en solucidn acuoss (E23).

I cantidasd del tecnecio utilizade en el marcaje e8
fundamentsal a la hors de prepsrsr el radiofdrmaco a lo cual
Heirincks recomienda, para obtener buenos rendimientos de marcacidn
v sumentar la estabilidad, no marcar con mis de 30 mCi de tecnecio,
no utilizsr =lunidos de generadores gue no se hayan eluido en las 24
horas previss ¥ no utilizar el tecnecio transcurridss Z horse
después de su elucidn (38).

i1 ¥ cels. concluyeron que la. eleccidn de la técnica de
merocacion con FEwTo-Gluccoheptonsto compsrada con B9wTeo-HMPAG, =4lo

depende del costo & infrasstructuras disponible (285).
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3.2 Aplicaciones Clinicas

La localizacidn de focos o abscesos infeccioescs es a menudo un
problems clinico, sl cual los radiotrassadores son el método ideal
rara &l disgnéstico in vivo. Dbesde 1s mercacidon de leuvcocitos
realizads por MoAffe y Thakor con 111In, se untilizan de forms
rutinaria en los centros de Medicina Huclesr pars el disgndstico de
rrocesos infecciosos e inflasmatoricos (4, 16, 37).

Como uvwn sheceso es una acuvmalscidn foonl de leuwcocitos. estoe
yva marcados se ubican en el fooo de infecocidn v muestran de ests
forma el absceso oculto. Por lo tanto la marcecion de leucocitos
con ¥EmTe es desde hece afios un obistivo buscado dadss las ventajas
de este radiomaclido sobre el 233fn, Ademds los leucocitos
marcados s=son uwtilizados principalmente en centellografis de
lesiones infeccicease y abecesos (1, 2, 3, 30, 38).

Estd reportado en la literatura la utilizacidn de los 99mTo-
lencocitos en la evaluacidn de enfermedad inflamstoris crénica
intestinal, 9ue se caracteriza por cambicg inflsmatorice de ls
micosa intestinal dondes loe lencocitoz marcedos se depositan.,
aplicandose ademdz en infecciones osteomusculares mostranto alts
sensibilidad (24).

El usoc de #SwFeo-leucocitos ofrece un método sgensitive ¥
egpecifico en IimAgenesa para ubicar en el injerto vascular., la
localizacion y extenaidn de la infeccidn. 4due es una complicacidn
peria despuea de realizar la cirugia (38, 40).

IIn eatudio con leucocitos marcados con 28aTe puede ser de gran

utilidad para difsrenciar la enfermedad de Crohn de pegquefia o gran

13



extensién de otras entidades parecidas tales como colitis
ulcerativa o enfermedad inflamatoria inteetinal cronica (41, 42,
433,

La combinacidon de estudios gammagréficos con #8mTc- leucocitos
y ®9mTc-Melilendifosfonate (%8mTe-MDF) son utiles para el
diagnéstice de infeccién bésea con sensitividad del 80.9% ¥
especificidad de 83.7%. Ademas son de utilidad los primeros en el
manejo de pacientes con sospecha de infeccién ortopédica (44, 451,

L gammagrafia con EFE8Te-jeucocitos por pu elevada
sengibilidad v especificidad ez el procedimiento de eleccidén para
diagnoeticar infeccidn de préotesis vascular., ademds de permitir
detectar la rpregencia de lesgiones inflamatorias extraprotésicas
(46, 47).

Se eptudid Ia biodietribucidén d= HMPAD en dos cerdos con
traneplante de rifion ¥y péncreas cada unc. En el transplante renal
e obheervd un marcado acumilo del compuesto, sugestive del rechazo,
confirmado posteriormente por el estudic histolbégico. Ademas se
detectd captacién en el pancreas injertado desde la primera hora de
haber administrado los linfocitos, que correspcndid con un rechazo
en €l orden histolégico. En un paciente con transplante cardiaco
v con biopaia endomiocdrdica no se encontrd captacidn (48).

For ultimo, se ha puesto de manifiesto con el uso de los
ssnTeo-leucocitos, infecciones de partes blandas, colitis

igquemicas, hematomas infectados vy abscesos pelvicos {(46).
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4. JUSTIFICACION

Debido a 1a alta incidencia de procescos infecciosos en el pais
¥ & su dificil localizacién mediante técnicas de dimgndstico
comunes, tales como ultrasonide, ravos X convencionsles, se hace
neceasaria 1a marcacidén de leucocitos COmno técnica de
radioinmunodiagndstico, debido & 4 aita seneibilidad y
ecpecificidad para la deteccidn de muchos tipos de procesos
inflamatorice & infecciosos.

La importancia que tiene el ®#nTc para marcacion de leucocitos
ge¢ debe principalmente a la menor irradiacién del paciente. facil
deteccion por la cédmara gamma, bajo costo vy  su fédcil
digsponibilidad.

Los radiofarmacos diﬂpﬂnibles para 2l marcaje de leucocitos in
vitro., son capaces de incorporarse s difersntes tipos de célulss
indiscriminadamente, lo gue obliga a una separacién previa de los

aucocitos del resto de c¢élulas sanguineas, sin embarge es
necesaric obtener una poblacién mixta de leucocitos para ser
marcados con Gluccheptonate y HMPAC vy wvisualizar asi focos

infecclosos de diferente patologia.
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5. OBJETIVOS
5.1 GENERAL
Evaluar la marcacidén de leucocitos con £8Te-Gluccheptonato w

fawnTo-Hexametilpropilenaminoxima.

5.2 ESPECIFICOS

Determinar la eficiencia de marcacidén de leucocitos con
Glucoheptonato vy Hezxametilpropilenaminoxima.

Comparar la wizbilidad ¥ recuperacion leucocitaria de los
leucocitos en ambaz técnicas=s.

Establecer una técnica valida y precisa que sea utilizada en
el Departamento de Medicina Huclear del Hospital General San Juan
de Dios en pacientes que presenten cuadros de procescs infeccioesos

locali=zados.
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6. HIPOTESIS
El marcaje radioisotdpico de leucocitos con Z8nTe-HMPAQ es

equivalente al marcaje con #"Wic-Glucoheptonato.

17



6. BIPOTESIS
El marcaje radioisotdopico de leuncocitos con PEWTo-HMPAD es

equivalente al marcalje con ##Te-Glucoheptonato.
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7.0 MATERIALES Y METODOS
7.1 Universo de trabajo

Fara comparar is marcacion de leucocitos con GH y HMPAD =e
utilizé una poblacién mixta de leuwcocitos obtenidos de =sangre
fresca de donadores.

Se trabajdé con 10 pacientes a quienez ge les extrajo 90 ml de
sangre. Se usarcon 45 ml de sangre para cada marcacidédn (se hizdé 10
marcaciones con cada radiofarmacc) ¥ s realizé un total de Z0
miestras,

7.2 Medios
7.Z.1 Recursos Humanos

Autor: Pr. Sergio Eoberto Hernédndez Martinez

Agesor: Licda. Haria Celestina Fortillo de Falma
7.2.2 Recursos Materiasles

El material y equipo que se utilizd. fue proporcionado por el
Laboratoric de Radiofarmacia de la Direccién General de Energia
Huclear (IGEN) ¥ el Departamento de Hedlcina Nuclear del Hospital

General San Juan de Dog {(HGSJIDN,

7.2.2.1 Equipo
- calibrador de deosis DELUZE 1S50TOFPE CALIBRATOR 11
- agitador tipo Vortex MAXIMIX 1
- Contador de células Coulter Counter
- pentrifuga 1EC HHN-GI1
- campana de flujo laminar horizontal BBL

incubadora PRECISION I1
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- microscorio de luz
- refrigerador
- camara de Neubauer
- cémara cromatografica
- contador de pozo ORTEC
T.2.2.2 Reactivos
- kit de Gluccheptonato (snexo 4) (IGEN)
- Kit de HMP..Q (CeretecH®) - AMERSHAM
- Anticoagulante Acido-Citrato-Iextrosza (ACD) (DGEEN)
- Azul de Tripén (DGEN)
- Colorante Wrigth (INGEM)
- Bolucidén salina 0.9% (FUIFARMA)
- Solucidn salina 5.0% (RUIFARMA)
- Agua destilada estéril (RUIFARMA)
- Caldo BHI (infusién cerebro-corazdn} (HGSID)
- Hidroxietilaimidon (HESFAN) €% - DUPONT
- Acetona (MERCK})
- Cloroformo {HERCE)
- Sclucidn de pertecneciato de smodio reclen eluido

-~ Zeneradeor de 2%Mp [/ 28mTe - AMEREHAM

T.2.2.3 Hateriales
- poartagobjetos
- Ccubreobjetos

- pipetazs plédsticas estériles de 1 ml
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- pipeta automatica de 200 ul ¥ tips

- agujas y mariposac de 198

- Jeringas tipo tuberculina

- Jeringas plasticas de I ml, 5 mi, 10 ml ¥ 60 ml

- tuboz plésticos cdnicos con tapadera de roeca de 50
mililitros (Falcon)

- papel para cromatografia ITLC-5G

- guanteg

- tijeras

- gavachas de plomo

- ¢rietaleria en general

= contenedores plomados

- pinzas

- frascoe multidosis

- placas con pozog para incubacidn

- tuboz de ensavo

- bata de laboratorio

T.3 Procedimiento

7.3.1 Separacién de leucocitos y marcacion con Gluccheptonato

a. Ge extrajo 45 ml de =mangre en una jeringa de 60 ml con mariposa
de 18% G que contenia & ml de ACD ¥ 6 ml de HESPAN. luego
gedimentd durante 60 minutos, en un &nzulo de 907,

b, Con otra mariposa de 19% G, se trasvasd el plasma rico en

leucocitos ¥y plagquetas (FRLF) y glébulos reojos contaminantes a un



tubo Falcon, Se muestred para realizar hemograma y viabilidad
control.

c. 3Je centrifugd durante 10 minutos a 180 G (1,000 rpm) v descarto
el sobrenadante,

d. Se 1lisd los gldbuloe rojos contaminantes, por hemdlisis
hipotdénica con 8 ml de agua destilada estéril. Se resuspendié las
células suavemente (sgin introducir aire} con la pipeta pldastica sin
agitar por mag de 10 segundos. e muestred para prueba de
viabilidad.

e¢. La ipotonicidad del medio se recuperd al agregar 2 ml de
gclucidon saling al 5% y 10 ml de solucidn salina sl 0.9% v se agitd
suavemente.,

f. Se centrifugd durante 10 minutoa a 180 G (1,900 rpm) ¥ descartd
el sobrenadante.

g. Ge reconstituyd el kit de Glucoheptonate con 10 ml de solucién
galina al 0.2%,

h., El concentrado leucccitaric se resuspendid con 2 ml del kit y
l1levd a volumen de 5 ml con éelu¢1én salina 0.8% e incubd durante
30 minutos a temperatura ambiente,.

i. Se centrifugd durante 8 minutog a 180 G (1,000 rpm) v descarts
el ecbrenadante.

J. Ge resuspendidé el concentrado leucocitario en 3 ml de

pertecneciatoe de godic, 10 a 15 w1 (555 - T34 MBg) ¥ llevd a

i
.

volumen de B ml con gol. galina 0.8%, luego =e incubd durante

minutor a temperatura ambiente v agitd ocasionalmente.
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k. Se centrifugd durante & minutos a 180 G (1,000 rpm). Se mididé la
actividad en las c<células ¥y en el sobrenadante y determing el
rorcentaje de marcacidn (H®#wTo - leucocitos). Se muestred para
realizar contrel de viablilidad final y porcentaje de recuperacién

levcocitaria (3).

7.3.2 Separacion de leucocitos v marcacién con HH-PAD

g. oe extrajo 45 ml de zmangre en una Jjeringa de 80 ml con mariposa
de 19% G que contenia 6 ml de ACD vy 6 ml de HESPAN. Se dejo
gedimentar durante 50 minutos, en un adngulo de 890=.

b. Se utilizdé otra mariposa de 19% G para trasvasar el plasma rico
en leucocitos y plaguetas (PRLP) y gldobulos rojos contaminantes a
un tubo Falcon. Se muestred para realizar hemograma y viabilidad
control.

¢. Se centrifugé durante 5 minutos a 250 G (1,300 rpm) y descartd
21 sobrenadante.

d. El contenido de un wvial de HMPAQ (CERETECMR) se disolvid con 2
ml de pertecneciato de sodio, 10 a 15 mCi (555 - 734 MBa), sin
Antroducir aire.

e. Se resuspendidé el concentrade leucocitario (¢) con 1 ml de
semTc-HMPAD e incubd 10 a 15 minutos a temperatura ambiente y agits
ccasionalmente.

f. Se afiadio 5 ml de solucién salina 0.8% y centrifugd 5 minutos a
180 G (1,300 rpm).

2. Se midid la actividad en las células y en el sobrenadante vy

determind el porcentaje de marcacidn (% de #8wmTc - leucocitos). Se
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muegtred para realizar control de viabilidad final ¥ porcentaje de

recurperacion leucocitaria (2).

7.0.2 Pureza Hadloguimica de Gluccheptconato

T.3.3.1 Cromatografia ITLC-5G

Se ecolocd el solvente adecuado en la camara cromatogréafica
hasgta llegar a una altura de 1 cm del fondo del recipiente, ze tapd
¥y dedd saturar la cédmara. El1 soporte =e cortdé en tiras de
aproximadamente 1.5 om de ancho por 12 om de largo, se trazd una
linea discontinua con lapiz de grafito a2 1.5 cocm de uno de los
extremog (punto de aplicacidén) y otra a 8.5 cm de la linea que
marca dicheo punto.

Se aplicd la muestra en la linea de origen (sin tocar la
guperficie con el aplicadorj. El area de la misma fue lo menor
poegible (méximo didmetro ¢.5 cm}. Se coloecd la tira cromatografica
v cuidd que el borde inferior estuviera sumerjido en el sclvente
{2in tocar =1 punto de aplicacidn) y se esperd hasta que la muestra
ilegd & la parte superior para extraser la tira cromatogrédfica del
recipiente.

El ~romatograma se mididé por el siguiente procedimiento:

Se cortd la tira en porciones de 1 om, se iniclid desde 0.5 com
pror debajo de la linea de aplicacidén de la muestrs ¥ se midid cada
une de los zeagmentos en un contador de centellec e6lido de yodurc

de sodio (Hal) (8).

23

-



7.3.3.1.1 Sistema cromatogrificeo para #89Teo-Glucoheptonato

SOPORTE SOLVENTE Rfo RE1l

ITLC-5G Mal Teh=, TeSp=, To oxidado, BEmTe - Gluco
coloides o hidroxidos. ToOe— libre

ITLC-5G Acetons semTo-Gloco, To oxidado, Teotla—
coloides o hidrdxidos.

Los resultados =se celculasron de la signisnte forma:
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I
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100
Ar + Ars
Ar: Actividad neta (coneidersr el Backeround del cromatograme)
del Radiofarmaco.
Ari: Actividad neta (considerar el Backsround del cromatograma)

de la impureza (49).

7.3.4 Pureza Radioquimica para HM-PFAO

A un tubo de ensayo que contenia 1 ml de cloroformo y 1 ml de
solucién =alina 0.9%. se afiadié 100 ul de ##mTeo-HMPAO. FEsta mezcla
ge tapd ¥y agité aproximadamente un minute en agitador tipo Vortex,
ae dejé reposar por un minuto para permitir la separacién de fases.

La capa cupericr o fage acucsa (sgolucidén salipa 0.9%) =e
transfiri® con una pipeta a otro tube ¥ las actividades de cada

tube fueron medidas en un calibrador de dosis.
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T7.3.3.1.1 Siztema cromatogriafico para #2wTo-Glucoheptonato

SOPORTE SOLVENTE Rfo Rf1l

ITLC-5G Ms(C1 Totlz, TebBnz., To oxidado, BEmTe - Gluco
coloides o hidroxidos. TeCa~ libre

ITLC-5G Acetons et Toe-Gluco, To oxidedo. ToDa—
coloides o hidroxidos.

Los resultados =e calecularon de la sigoiente forma:

Ar + Axs

Ar: Actividad nets (considerar el Background del cromstograms)

del Radicofdrmaco.

A11i: Actividad neta (considerar el Background del cromatograma)

de la impureza (49).

7.3.4 Pureza Radioquimica para HM-PAQ

A un tubo de ensayo que contenia 1 ml de cloroformo v 1 ml de
golucién salina 0.89%, se afiadié 100 ul de FFmTo-HMPAO. Esta mezcla
ge tapd v agitd aproximadamente un minuto en agitador tipo Vortex,
ge dejé reposar por un minuto para permitir la separacién de fases.

La capa superior o fase acuoza (s#olucidon salina 0.9%) =e
tranefirio con una pipeta a otro tubec vy las actividades de cada

tubo fueron medidas en un calibrador de dosis.
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La fraccién lipofilica del ®=®wTc-HMPAO queda en la fase
cloroférmica (fase orgénica). Mientras que el 29wTc libre, el &owTg
reducido-hidrolizado y la fraccién hidrofilica del €emTo-HMPAO
quedan en la fase acucea (5H0).

Fase orgédnica

# #EnTo-d,1-HHPAD = ——-cmmmmmmm e % 300

fase orgénica + fase acucoea
7.2.5 Contrel de Calidad de los leucocitos marcados con 95wTc
7.3.5.1 Porcentaje de marcacion:

Act. en células

4 ®S=Te-leuwcocitos: e e e

Act. en células + Act. en =obrenadante (8}
7.3.5.2 Recuento de Leucocitos:

Este recuento muestra el numero de leucocitos que hay en un
milimetro cubico de sangre. El método de la resistencia eléctrica
del Coulter Counter fue utilizado para el recuento leucocitario y
ge fundamenta en el hecho que laz células son malas conductoras de
la electricidad, al contraric de lo que sucede con los liquidos,
talees como la golucidn fisicldégica. que conducen bien la corriente
eléctrica (52).
7.3.5.3 Determinacién de la viabilidad con Azul de Tripan:

Fn un pozo de la placa escavada se depositdo Z0 ul de azul de
tripdan, 50 upul de suspensiodn celular y 130 ul de solucidon salins
0.9% y se agitd suavemente para homogenizar. Se dejdé reposar a

temperatura ambiente. Se depositd una muestra en la cémara de
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Heubauver y se observd al microscopio. 3Se conté las células vivas
¥ muertas {(aquellaz que se tifien de azul?}.

Ho. de células vivas

?orcﬂntajg de viabilidad: : A 100
Ro. total de células

Henos del 4% de los leucocitos debieron estar coloreados, lo
que indica que el 86% restanteg son viables (53).
7.3.5.4 Forcentaje de Recuperacién Leucocitaria:

Este control nos indicd la cantidad de leucocitos presentes en
la muestra final y para este control se realizdé el mismo proceso
que para el recuento leucocitario. Se recomienda que su valor no
gea menor del TO% (44).
7.3.5.9 Control de Esterilidad

Fara deecartar contaminacién en el procesc, la muestra ee
colocd en caldo PHI en una proporcion de 1:5 e incubd a 37=C por 7
dias. La turbidez o formacidn de algin coaguleo indicé la presencia
de microorganismos en la muestra (54).
7.3.9.6 Frote Sanguineo

Se realizd una tincidén de las muestras con Wright al final de
onda marcacidén para comparar la integridad de la membrana celular.
7.4 Anilisis Estadistico

A los resultadosz obtenidos en el control del porcentaje de
marcacion ge les realizd 1a prueba de 1a T-pareadsa. Con una p=Q.05
para evidenciar i hubo o no diferencia significativa entre ambas

parcaciones.
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En los controles de viabilidad ¥ recuperacidn leucocitaria los

resultados obtenidoz fueron analizados por medlio de una T-pareada,

p=00.05 para evidenciar la diferencia significativa entre ambas
marcaciones v también =e leza realizdé la prueba de Hipdtesie

Binemial. p=0.5.
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8. RESULTADOS
8.1 FUREZA EADIOQUIMICA DE LOS RADIOFARMACOS

La pureza radlogquimica del GH se determind por el método de
cromatografia en capa fina (ITLC-5G) ¥ e utilizd como solventes el
NHaCl y Acetona. Fara medir la radiacién se utilizé un contador de
centellec adlido de yoduro de sodio (Nal).

Log resultados de la pureza radicquimica sgon los siguientes:

RADICOFARMACO NaiTlL ACETOMNA

GLUCOHEPTOMATO 23.20% 28 .66%

La pureza radioguimica del HHMPAD se determind por el método de
extraccion por sclventes, para ello se utilizd solucldn eslina ¥
cloroformo. posteriormente se contd las fracciones por separado en
el calibrador de dosis Isctope Deluxe II.

Los resaltados de la puareza radioguimice son los slguientes:

EADIOFARHACD CLOROFORMO/SALINA

HEXAMETILPROPILENAMINOXIMA MEDIA: 20.70%

8.2 CONTROL DE CALIDAD DE LOS LEUMOCITOS MARCADOS
Se trabajo con 190 pacientes & los cuvsalee se les realizd
hemstologia completa (tabla no. 1) v se determind gue presentabsen

un recuento leucocitario normel (5,000-10,000 levcocitoesmm®).

28



=2 evalud el porcentaje de warcacidn parse 21 GH v €1 HMPAD, v
ge obtuvo un porcentaje de marcacion de leuncocitos de B8L.IZTY pors
el HHPAG v para ]l GH an 80 .03% (tabla no. 2) ¥ se determindg que no
hay diferencias significativa (p= 0. 6T84).

Se enoontrd gue enxieste diferencis spignificetiva entre amboe
radicfdrmncos en ls viabilidad lewcocitaria (p= 0.0019), se obtuvo
para £1 HMPAOD un porcentade de viabilidad de 897.82%, el mejor,
mientres gue pears €l GH se obiuvo vwn rovocentade de 94.82%. En la
prueha de Hipdtesis Binomisl, =1 HYPAD cunple con el reaunleito de
visbilidad {p=0.01l1l) mientras aue el GH no cuomple con el reguisito
de viabilidad (p=0.623) (tabla no. 3).

oe ohaerva diferencia significativa entre loe doe
radicférmscos en cuanto a recuperescidn levcociteris (p= 0.0006), el
HMPAD obtuve un mayvor porcentsdis con 85.10% en comparacidn con el
3H gque presentabs un T2.97% de porcentaje. (tebla no. 4). Sin
emhargn, €l aspecto de mayvor importancis es gue ambase téconicase de
mercacion cumplen con el minimo recomendsado GH (p= ©.001) y HMPAD
{p= 0.001) v presentan un porcentaie de recuperacidn mavor del 70%
recomendado pera lograr uns marcacion de leucoclitos adecuads. Se
realizd unas tincién del frote para cads htéonics de morcsecidn, ee
observo intacta la membrans de los leucociteos con HMPAD, wientras
que con GH la membrana de los leucocites estaba parclialmente
destruidos en la mayoria de las células.

Por ultimo se realizd el control wmicrobicldegico con caldo BHI

y =e incubd dursnte 7 diass a 37=C. HNHinguns de las miestras de cada

marcacion presentd contaminascion.
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9.0 DISCUSION DE RESULTADOS

La yurezs radiogmimica de smbos radiofdrmacos muestra que son
de slta calidsd, va que el HMPAD presentd un 20.70% lo gue superd
el B5.0%, mientras que €l GH presentd 93.65% gue superd el 90.0%,
zmbos  limites establecidos por el normative de la Socliedad
Latinosmericana de Biologia ¥y Medicins Muclesy (ALASBIMH).
(grdfice no. 1).

Ho existe diferencia efgnificativa en el porcentaje de
marcacion de leucocitoe entre en HMPACQ con 81.27 £ 4.13, comparado
con el GH con 80.03 £ 7.08, ¥ se confirmé al efectuar la prueba de
T-parsada (p= ¢.6784) (gréfica no. 2 ¥ no. 3}.

En la marcacion de leucocitos con GH, loes resultados tienen
mayor variacidén comparade con HMPAO.lo que indica «que en la
anterior hav menor precisién, con mayer probabilidad de cometer
errores durante el procedimiento.

Al realizar el control de viabilidad leucocitaria =se
analizaron variass muestras durante el proceso de marcacidn. los
resultados muestran para el HMPAD un porcentaje de 97.72% % 1.65
realizado al final de la marcacidén y para el GH un porcentaje de
ge ., 58% degpués de realizar el pase de hemdlisis hipoténica y 94 ,.82%
+ 1.85 al final de l1a marcacién, 31 contreol para ambos fue del
He.6%. Al realizar la prueba de T-pareada se cbeerva que exi=te
diferencia significativa en la viabilidad leucocitaria entre ambas
técnicas de marcacidn (p= 0.00183. La prueba de la Hipdétesis
Binomial indica gue la marcacidén con HMPAO éumple con el regquisito

de wviabilidad {(p=0.011} mientras que 1 GH ne cumple con el
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regquigito de viasbilidad leucocitaria (p=0.627) (graficaz no. 4 ¥
no. 5,

Ee neceeario efectuar la hem@lisiz hipdotonica para reducir la
contaminaclidén eritrocitica (¥ asi evitar gque el #8mTc-GH penetre a
log eritrocitos, lco aue provoea la disminucidédn de radiofarmaco
dieronikle para leos leucocitos}), eato ze logra al efectuar un
cembico brusco de la presidon osmdtica y con conecimiento que 1m
membrana de los eritrocitos es menosz resiztente que la de los
jeucocitos. El bajo porcentaje de viabilidad leucocitaris que
muestra el GH pusde deberae a que no g tuve el puficiente cuidado
en la manipulacidn de los leucocitoz en este proceso de hemélisis
hipotdnica, lo agque dalfio congiderablemente la membrana celular de
muchoe leucocitos.

En la marcacidén con el HHMFAO la viabllidad leucocitaria ese
mantiens alta, debido a gue nc ge realiza un proceso de hemdlisise
hipotonica. va que el HMPAO tiene mavor afinidad por los leucocitos
auve por log demis elementos sanguinecs.

Al realizar la recuperacién leucocitaria el HMPAO preesenta un
85.10% £ 1.90 mientraa qQue con GH es de 78.07% & 3.96, al realizar
la prueba de T-pareada, podemos evidenciar que hay diferencia
significativa entre ambag marcaciones (p=0.0006}. Sin embargo al
realizar la prueba de la Hipdtesis Binomial, =e observa que ambos
radiofdrmacos cumplen c¢on loz requisitos de recuperacidn
leucocitaria, HHMPAQ (p=0.001} ¥ GH (p=0.001)., {grafica no. 6 v

Ha. T Y.
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Aungue el GH presgenta una menor recupsracidén leucocitaria, 1ﬁ
ma= importante a analizar es que ambos radicfdrmacos cumplen con lo
expuesto en la lliteratura: gque para una marcacidn de leucoclites
adecuada, el porcentaje de recuperacidn leucocitaria debe =er
superior al 70%. Esto debido a que al reinyectarlos se necesitan
suficientes leucocitos marcados presentes en el lugar del proceso
infeccicosos rara establecer &1 diagnostico.

e realizdé una tincidén de las muestras con Wright al final de
la marcecidén ¥y observdé la Iintegridad de las membranas en la
marcacién con HMPACQ ¥ con GH. notando claramente que con este
titimo, muchoe de los leucocitos se encontraban destruidos. Este
resultado puede deberse a aue durante el proceso de hemdélieis
hipcténica a aue son sometidoz los eritrocitos. los leucocitos
gquedan seneibiliszadeos, disminuye su tiempo de vida, lo gque da por
resultade la destruccién de é&stcsz =n menor tiempo que los
leucocitoe marcadog con HHPAOQ.

El control microbiclégicoe no presentd contaminacion, ésto

indica aque durante el proceso se cumplld con la asepsia necesaria.
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10.

10.

i,

10.

10.

Lk

CONCLUSIONES

Ambas técnicas de marcaclidn son estables. va que pressntan
altos porcentajes de marcacidn.

Al utilizar #FwTe-Gluccheptonate hay maver posibillided de
dafiar log leucocitos durante su manimilacidn., lo que disminuyve
significativamente la viabilidad leucocitaria.

Ambas marcaciones presentan recuperaciones leucocitarias
superiores al minimo recomendade, lo que indica gue hay
euficientes leucocitos para localizarse en el sitio de
infececidn.

La marcaclién de leucocitos con 28wTc-HMPAC es la mas adecuada
para ser utilizada en pacientes que presenten cuadros de
procesog infecclioeoe localizados.

La inestabilidad y alto costo del HMPAO son factores aque
limitan el uso de éste radiofdrmaco. debido al presupussto del
Departamento de Medicina Muclear del Hospital General San Juan

de Dioes.
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11.
11.

11

11.

11.

0

4

RECOMENDACIONES

Al marcar leucocitos con #®mTc-Glucocheptonato se debe tener
cuidado de no dafiarlos durante su manipulacidén. especialmente
durante la hemdlisis.

FPara evitar la inestabilidad del HMPAO. se debe utilizar ¥mTc
recién eluido ¥ de generadores nuevos.

Fara aumentar el porcentaje de viabilidad en la marcacidén con
GH estudiar la posibilidad de eliminar el paso de la hemélisis
hipotdénica de eritrocitos contaminantes.

Instaurar la marcacion de leucocitos con ®*WmTc-HMPAO en el

Departamento de MHedicina Nuclear del Hospital General San Juan

de IMos, para ser utilizada en pacientes que presgenten cuadros

de proceeos infecciosos localizados.
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ACD:

Agqujas 18% G:

BHI:
DIgr:
Dlmo:
G:
"1 ¢
GH:
HEZPAN:

TMPAQ:

1313:1fp-
ITLC-5G:
Rev:
MBq:
mCi:
HIDFP:

FRL:
PRLF:
rem:
i 3

u=:

AREZRO 1

acido-citrato-dextrosa

agujas de 18% gauge

infueién cerebro-corazon
Cromo-51

Dosis letal media

gravedadéa

Galio-67

Gluccheptonato de Calcio
Hidroxietil almidén
Hexametilpropilenaminoxima
Indio-111

Instant thin layver chromatography
Kiloelectronvolt
Megabequerelios

Milicuries

Sal céleica trisddica del acido
metilendifosfdnico

Flasmsa rico en Leucocitos

Flasma rico en Leucocitos v FPlaquetas

revoluciones por minuto
Tecneclio-98 metaestable

microgramos
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AREZOQ 2

1. Concepto de inflamacitn

La inflamacidén purulenta o supurada se caracteriza por la
rroduccién de gran cantidad de pus o exudado purulento. Ciertos
microorganiemos (por ejemplo, los estafilococos) producen este tipo
de supuracidén localizada y por ello se dsnominan bacterias
ridgenag (productoras de pus). Un ejemplo frecuente de inflamacién
supurada es la apendicitis aguda (1).

In abceso e ctro ejemplo de inflamacién supurada localizada.
I'oe abscesoas zon actmulos localizados de pus producidos por
eupuracion limitada en un tejido, bGrgano o espacio cerrade. Se
rroducen por la implantacidn profunda d= las bacterias pidgenas en
loe tejidos. El absceso comienza como un actimulo local de
leucocitos en un espaclo creado por la necrosis cualitativa de las
célulae originales del tejido (1).
2. Caracteristicas de la inflamacién

El acimulo de leucocltoz es el rasgo miAs importante de 1la
reaeeidén inflamatoria. Los leucocitoz fagocitan y degradan las
bacterias, inmunocomplejos v restozs celulares necréticos y sus
enzimas lisosdmicas contribuyven de otrag formas en la respuesta
inflamatoria. El1 ntmero normal de leucoccitos en sangre periférica
ez de 5,000 a 10,000 células/mm® (1, 2). -

El recuento leucocitario suele ascender en procesos
infecciosos de 15,000 a 20,000 células/mm®, pero a veces puede
llegar a nivelesg extremadamente altos de 40,000 a 100,000

célulagmm=. Ademds el tipo celular presente en la respuesta
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inflamatoria wvaria segin la edad de 1a lesitcn ¥ &1 tivo de
ezxtimulo, En 1a mayoria de loa casos de inflasmacién aguda
rredominan log neutrofilos las primeras 6 a 24 heras, este debido
a: 1) Leos neutréfilos tienen una vida media entre Z24-48 horas
mientras los monocitos sobreviven mész tiempo en los tejidos, Z) La
migracisn de los monocitos se mantiene después de cezada la de los
neutr&filos ¥ 3) Loa factores quimiotacticos rara los neutrafileos
y monocitos son activadoe en momentos diferentes de la reaccidn.
Fero existen tres principales excepciones a este patréon de
exeudacion leuwcocitaria: En 1las infecciones producidas por
reeudomonaz predominan loe neutrofiloe durante 2 a 4 dias: en las
Infecciones virales los linfocitos son las primeras células en
liegar ¥ en algunas reacciones de hipersensibilidad el principal
tipo celular gon los eosindfilos (1).

La quimiotdxia e define como la migracién unidireccional de
loa glégulos blancos hacia una atraccidén o szimplemente 1la
locomocidn orientada segun un gradiente quimico. Entre los agentes
quimiotacticos estén: 1) productos bacteriancs, Z) componentes del
gistema §91 complemento ¥y 3) productos de 1a wia de 1s
lipooxigenasza del metabolismo del acide araquidénico. Es también
importante la presencia de receptores especificos para los agentes
quimiotdcticos en la membrana celular de lo= leucocitos, por eso la
mavoria de microorganismoe son reconocidos debido a que estan

revegtidos de factorese séricoa denominados opsoninas (1),
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I, Obtencidén del concentrade de leucocitos
lebido a aue muchoe agentez redicactivos para marcar celulas

no son selectivos, generalmente es neceaaria la separacidén de los
leucocitos de log demas elementos gancuineos v también es necegario
conservar u viabliliidad. En las técnicas de eseparacidén debe
avitarse al maximo la contaminacidon eritrocitaria por su elevada
concentracifén en relacidn al nGmero ds leucocitos (1.,000:1), en
cambic las plaguetas se geparan faclilmente debido al menor tamafio
v densidad que presentan, aundque estas pueden formar peaquefos
agregados que pueden estar presenten en el concentrado leucocitario
final. La presencia de peauefiag centidades de eritrocitos y
plaguetas no es un inconveniente serio en las exploracicnes de
imdgen. For otro lade. el mayor diametro de los leucocilos, en
comparacién con las otras células, hace aue la probabilidad de que
un trazador lipofilico atraviese su membrana sea mucho mayor en
egte tipo de células. no asi en el caso de sustancias hidrofilicas
con mayor afinidad por los eritrocitos v plaquetas (4, 51).

~igten doa tipoe de separaciones de leucocitos de los demas
elementos sanguineos vy eatas gon:
8., Sedimentacidén por gravedad

La sedimentacisn es la técnica habitual para la obtencidn de
una poblacion minima de las células. La sangre se extras con un
anticoagulante. Logs més utilizades son:
- Heparina: 100 unidades / B0 cc de =angre

- A I: & o /40 o O Bangre
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Con heparina ase obtienen menores agregados rlaquetarios, sin
embargo. con el ACD los leucocitoa ze adhieren menos a las paredes
del materisl pléstice utilizado y presentan menor tendencia a
agregaree entre ellos. La Jeringa con el anticoagulante y la
gangre convenientemente mezcladom, son  puestos en rpoeicidn
vertical. con la aguja hacia arriba y se deja gque los eritrocitos
sedimenten. De esta forma, la separacicn de la capa hemitica dura
entre 60 a 120 minutos. esto depende de 1la velocidad de
sedimentacidn eritrocitica del paciente (4, 51, 57. 58. 58)

Para acelerar el proceso de sedimentacién puede usarse agentes
que ayuden a la agregacldén de los eritrocitos. El agente de mavor
eleccidn es el Hidroxietilalmidén (HES) al 6%. una rarte de HES por
5-8 partes de sangre. El HES ez un reactivo aprobado por la FDA,
no esta asocliado a reacciones alérgica=s v =2e elimina rapido en el
ocrganismo después de la inveccidn IV, otro agente que se utilize es
la Metilcelulosa (MC) al 2% en solucidén salina: Una parte de MC por
10 parteg de sangre.

Ya definida la capa hemdtica., el scbrenadante, plasma rico en
leuncocitos (FRL), se gepara fAcilmente con un tubo flexible hacia
un tubo tipo FALOOW de polipropilenco. Este contendrid alrededor de
un 7O de lo=s leucocitos iniciale=s pregsentes en la sangre
extraida, asi como la mayor parte de las plaguetas ¥y de 1 a 2
hematiee por leucocitos. Para disminuir la contaminacién hemética
del PREL, algunos investigadores lisan los eritrocitos con solucién

galina hipoténica o con cloruro aménico. Varios estudieos indican

gin embarge agque losg granulocites humanos son  sensibles a
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variaciones bruecasz de la osmolaridad, por lo aque puede verse
afectada su viabilidad cuando se exponen mis de 30 segundos a
scluciones hipotdnicas. Thakur y cols. sncontraron que al utilizar
leucocitos maracados a los que ge les sometid a shock hipotdénico,
habia disminucidn de la vida media de losg mismos. asi como aumento
de la captacidén hepatica. Estos datos indican que las células
dafiadas son extraidas por el sistema fagocitico mononuclear. Al
ger lag plaquetas pequefias y de mencor densidad aue log leucocitoe,
ea relativamente fécil reducir su contaminacién mediante
centrifugacion: Leas plaguetas =2 mantienen en suspension. mientras
que loe leucocitos ge depogitan en el fendo del tubo (4, 51, 53,
60).
b. Centrifugacidén simple

La centrifugacion simple de la sangre con el anticoagulante a
bajas revolucicones produce una capa “blanca”™ de leucocitos por
encima de 1oz hematies.gin embargo aungue rédpido,. este método de
obtener un concentrado leucocitario proporciona bajos rendimientos,
va aue =solo un tercieo del total de leucocitos es recuperado v la
contaminacién eritrocitica es alta. Una técnica que combine
similtaneamente la sedimentacion eritrocitica con la centrifugacidn
gimple produce altoe porcentajes de recuperacion leucocitaria. Aesi
McAffe y cols. al agregar Hetilcelulosa al 1% en solucidn-salina a
la sangre anticoagulada y posterior centrifugacidén a Z20G durante 14
minutoa, encontraron un rendimiento de leucocitos de casi el 100%.
Sin embargoe con ezta misma metodologia se encuentran rendimientos

inferiores ¥ con mavor contaminacidn eritrocitica a la encontrada
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usando HES. Para la obhtencidén de diferentes poblacicnes
leucocitarias, ge utilizan técnicas mias complejas (4, Bl, &80).
4. Radiontclidosz para marcacion de lsucocitos

Hay gran cantidad de radionGelidos usados para marcar
leucocitos, =in embargo pocos llenan los requisitos necesarios para
lograr una marcacidn efectiva. I'e Yo utilizados existe gran
cantidad de trabajoes, estudics e Iinvestigaciones sobre sus
diferentes propliledadssa.
a. MHarcacidn con =1Cr

De log primeros radiontclidos usados con éxito para marcar
leucocitos esta el *~1Cr. Lma caracteristicas in wvivo de los
linfocitos de células animales han side sotudiadas inicialmentes al
marcar meduls dsesa con adenosinn. uwridins o timidine tritiadas v
lnego por marcacidén directs con ®1Cr-cromsto. Al usar BICr e&n
sangre de suietos normales Scott v colaboradores demosiraron una
réapida caids inicial v luvego uwna elevecidn en Is recirculscidn de
linfocitos de 5 a B horas después de la Inyvecclidn de loe
lencocitos. Gillespie, Barth vy coleboradores estudlisron la
migracién de linfocites periféricos wsrecsdos con BiCr. Ferc,
debido & las pobres caracteristicas radisctivas del BCr, =1 larego
rericdo de semidesintegracion (27 dise)., meyor irrediscidn al
paciente., baja eficiencisa de marcacion. imdgenes de beds rescluclidn
v fotones de bajs energia inadecos-dos pars ls cémars gamms. McAffe
v cols., Bagwe y muchos investigadores desgignen al BiCr de poca
eleccion para wmarcacion de levcocitos en disgndéstico de Medicina

NMuclear (4. 12, 185, B81l. 62).
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b. Marcacion con ®7Ga

Degde losz aifios sesenta el  Ga-citrato es el radicnuclido de
eleccidén en el rastreo corporal, para la localizacion de
enfermedades inflamatorias. El #7Ga se concentra en Jleslones
inflamatoria=. con una gensibilidad del 92% y especificidad del 89%
(16).

Anghileri y colaboradoreas en base a =us resultadoe sostienen
la hipdtesisa que el incremento de la permeabilidad de células en
tumores ee la principal causa de acumulacién de ©7Ga en lesiones
inflamatorias. fGelrud y colaboradores al estudiar la cinética de
la acumulacién del #7Ga en lesiones inflamatorias concluven que la
locallzacién de éste en Areas de inflamacidn depende de 1los
granuleocitos. I's cualquier forma el #7¢a tambifén =se acumula en
ciertos Organce y por lo tanto, no es totalmente especifico para
inflamacidn. Ademdéz el *7Ga muestra localizacién normal en el
higado ¥y eg excretado principalmente por la via del tracto
gastrointeetinal creando imégenes ¥ problemas de ambiente en la
evaluacidn de procesoz inflamatorios lozalizados en le regién
abdominal ¥ regién pelvica, a esto ge afiade el hecho que la
marcacién con f7Ga presenta un bajo rendimiento de marcacidn (66%)
{4, 16, 63, 64, 65, 66).
¢. Marcacién con *3l]ln

Las 67 horas del periodo de semidesintegracion del 111In ¥y la
energia de suz fotoneas gamma (137 Kev. 89% y Z47 Kev, 84%) lo hace

buen radiontclide para técnicas centellograflcas (4).



McAffe y Thakur ensayaron muchas sustancias. unas solublee vy
otrag de naturaleza particular para marcar neutréfilos. Los
trazadores en forma de particulasz presentaban varics problemas y el
mayor de ellos fue la dificultad de geparar las particulas
radiactivas libres, de aguellas célula= con lae particulas marcadas
adheridas en su superficie. Loa trazadores solubles podian
gepararse fadcilmente del trasador 1ibre medliante simple
centrifugacién y posteriormente resusrensién de las células
marcadas. Dle los agentes solubles enaayados., solo leos quelatos no
rolares y solubles en lipidos marcaban a las células con altos
morcentajes. Sin embarge. la mayor parte de leos qguelatos
lipofilico= salian de las células antes que la marcacién ocurriera
(37. 51).

n quelato con el que no occurrid =sate fendémeno y que marcd las
celulas en forma eficiente es el 11iin-oxina. La oxina u 8-
hidroxiquinoleina eg un agente ligente lipofilico bldentade
quelante de ionee metAlicoe bl o trivalentes incluyendo al 131iin
(4. 16, 37, Bk,

La oxina forma complejoe 3:1 con el 311In un complejo soluble
en liplidoe qué renetra F&cilmente las membranas celulares. Dentro
de la célula, el compledo se discocia debido a la mayor estabilidad
de la unidén del 113iIn con las proteinas clitoplasmaticas y. 1a unidn

intraceliular del comlejo es estable in vivo mas de Z4 horas,

mientras la oxnina difunde fuera de 1I=a céluls, Para marcay
levcocitos eficientemente con 13iIn-oxins lns célulss deben estsr

librege de plaesmsa., ya que el 311 yaede disgocisree de la oxins sl
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tener uwna mayvor afinidad por la transeferrins. Loe orimerns
preparsciones de 11l1Ip-oxina contenian e=tsnol en ew formalscion,
este alcohol es tdxico pesrs los leucocitos: Concentraciones tan

mdas come O, 125% causen cambics estructurales en loe nentrofilos,

o

si miemc. un 2% de etanol dismirmve 1s incorporscidén de 1a

ot

imiding o leoe linfocitos., Actualmente mede evitsrse el etancl
usando 113iin-oxing en tampdn TRIS acetsto. o bien la esl ecluble
sulfato de oxina en tsmpdn TRIS vy HEPES. El rendimiento conseguido
pars la marcacidn de célulse sanguinezs blanceas es de 75 a BOX v 1a
viabilidsad de estas células al resalizsr la prueba del szul de
tripan es del BOX al 30X (4. 37, 51, 67, 68, 68, 70).

Ls tropolona o Z-hidromi-Z.4.8-ciclioheptatrienco-1 ez un
quelsto lipofilico aue forma complejos 3:1 con €l 333iIn v es un
sgente <gue wmarcsa cflulas indiscriminadamente. McAffe ¥ cols.
encontraron actividad Eimila? sl guelsto 113iIn-oxins. Peters v
cols. mestran gue después de la inveccidn de las células marcadas,
l1a rdpidas vy transitorisa scomalscidn en 21 pulmdn de neutrofilos
marcados es menor con tropolons que con la oxina, Se obtiene
ademas un porcentaje de marcacidn del B0-R0% en uns mezclas de
lencocitos v 1a Dheo en ratas es de 100 mg por kg de peso (4. 37,
69, T1).

Otro quelato lipofilico para marcar leucocitos con 131In eg el
1-6xido-Z-mercaptopiridina, inicialmente propuesto por Thakur vy
Barry para marcacidon de plaquetaz, estable en solucidn acuosa hasta
ror una semana, obteniendose porcentajes del 8Z% al utilizarios

rara marcacion de neutrsfilos pero su experiencia es poca (4, T2,
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ENEXD 3
CORTRCL DE CALIDAD TIE BADIOFARMACOS
Fureza Hadiocguimiea:

El porcentaje de pureza radicaunimica es necegario para evaluar
el porcentaje de unidn del radioférmaco al radionticlido. =1 cual
debe ger igual ¢ maveor del B8O%, al eser =1 porcentaje menor. el
#2mTe npo se une al radiofarmaco, eate queda en forma likre vy sme
disgtribuye en otros Grgances SOmo tiroides ¥V eistema
gastrointestinal, lo que ocasgiona deficliencias en las imdgenes y

dificulta 1 dilagndSatico.
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ANEXO 4
Kit de Glucoheptonatoe AC ~ SnCl2 . HEO
Fara 50 frascos.
Reactivoe
A (eol) Peear 1 aramo de GHAc. disolver en 40 ml de sgua destilada
egtéril, calentar 2i eg necesmario.
B (20l) Feear 0.0160 gramoz de SnClz. ZHz(., agregar 1 gota de HC1
concentrado ¥ llevar a 10.0 ml con agua destilada v estéril.
Freparacidn:
1. HMedir 1.644 ml de 1a solucion B y agregar a la solucién A.
2. Llevar la =olucidén A a 50 ml con agua destilada estéril.
3. Verificar que el pH ge encuentre entre 5.3 v 6.
4., Filtrar y fraccionar 1 ml en cada frasco,

B. Liofilizsr.
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ANEXD 5
COLORANTE AZ7UL DE TREIPAN
Digolver 0.2 gramos de colorante de Azul de Tripan en 0HO
mililitros de zolucidin buffer de fosfatos v azida de sodic 3 mM,

agitar y guardar en frasco ambar.
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TADBLA No.

1

VALORES HEMATOLOGICOS HORMALES EN 10 DONADORES

G. blancos

N

G. rojos

ror mms For mms por mm<
7.700 4,470,0001 202,000
7.500 4,070,000] 142,000

T L 000
7. 000
O.,700
B, 500
7.000
7.000
10,000

89.500

4.600 ., 0040
4.600, 000
5,260,000
4,400,000
4,500,000
4,260,000
5300, Q00

5,000, 000

124 .0
146,000
125,000
L0000
- QO
218.000
148,000

130 000

rlaquetas

Hematocrito

D
el

a7.0
35.2
43.9
45.0
44,0
39.0
42.0
38.4

40.0

39.0

hemoglobina

gr/dl

13.
13.
15.
14.
1H.

13.

th

0

N Qo o o

o
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TABLA No. 2

COMPARACION DE LA EFICIENCIA DE MARCACION DE LIEUCOCITOS-28mTe

CON HMPAO Y GLUCOHEPTONATO

Ho. Muestra HMPAOQ (%) Gluccheptonato (%)
1 80.0 70.0
2 To. L B7.0
3 B1.4 73.0
4 90.9 5.0
5 Bi.1 T75.0
&6 B1.3 B4.5
T BO.O 85.8
8 T8.0 B5.0
g 81.0 75.0

10 B4.0 0.0

Media:

81.27 £+ 4.13

Media: 80.03 = 7.09




TABLA No, 3
COMPARACION DE LA VIABILIDAD EN LA MARCACION

DE LEUCOCITOS-28mTe CON HMPAO Y GLUCOHEPTONATO

i Mo CONTROL HHMPAO GH despnda de GH nl final de la -E
% b4 la hemélisis % marcacion %
1 .lﬂﬁ- i 96.5 e _“__;%.0 o 93.0
2 83 96.6 at.2 87.0
3 100 96.4 87.5 896.4
4 100 96.7 HE . B 04.8
K 99 98.0 06,0 BZ.4
B 100 95.2 a93.0 2.6
7 99 25.9 95.0 92.7
a8 100 89.7 96.6 96.0
2 29 99.8 98.3 96.3
10 100 29.4 58.6 27 .0
:w; g99.6 g9 .72 £ 1.%5 96.58 54.82 ¥ 1.656
=mrea — H




TABLA No. 4
COMPARACION DE LA RECUPERACION LEUCOCITARIA EN LA MARCACION
DE LEUCOCITOS-28mTc CON HMPAO Y GLUCOHEFTONATO

Ne. de muestra HMPAO (%) Glucoheptonato (%)
 § 85.7 77.9
2 84.0 74.6
3 85.7 82.8
4 85.0 80.0
B 82.5 82.5
6 85.3 76.9
7 B5.7 78.6
8 84.3 71.4
8 83.3 80.8

10 89.5 B4.2

MEDIA: 65.1 £ 1.90 T8. 97 = 3.96
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HMPAO'Y GLUCOHEPTONATO

81.27

80.03

N
AN

75

70
HMPAO GH



GRAFICA No. 3

PORCENTAJE DE MARCACION

HMPAO Y GLUCOHEPTONATO
Bex Plots for columns: Xy _ Xp. -
100 b ; ; 1
“l
90 ). i s : o,
s, "T‘ N
- Ak
» e
= ; —.i..— :
63 '
60,
55.
o ; _
GLUCOHEPTONATO : . HM=PAD

Columns




GRAFICA No. 4
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GRAFICA No. 5
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GRAFICA No. 6

RECUPERACION LEUCOCITARIA
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GRAFICA No. 7

RECUPERACION LEUCOCITARIA
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