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NORMAS DE SEGURIDAD DEL OIEA

Con arreglo a lo dispuesto en el articulo Il de su Estatuto, el OIEA esta autorizado a establecer o
adoptar normas de seguridad para proteger la salud y reducir al minimo el peligro para la vida y la
propiedad, y a proveer a la aplicacion de esas normas.

Las publicaciones mediante las cuales el OIEA establece las normas figuran en la Coleccion de
Normas de Seguridad del OIEA. Esta serie de publicaciones abarca la seguridad nuclear, radioldgica, del
transporte y de los desechos. Las categorias comprendidas en esta serie son las siguientes: Nociones
fundamentales de seguridad, Requisitos de seguridad y Guias de seguridad.

Para obtener informacion sobre el programa de normas de seguridad del OIEA puede consultarse el
sitio del OIEA en Internet:

http://www-ns.iaea.org/standards/

En este sitio se encuentran los textos en inglés de las normas de seguridad publicadas y de los
proyectos de normas. También figuran los textos de las normas de seguridad publicados en arabe, chino,
espariol, francés y ruso, el glosario de seguridad del OIEA y un informe de situacion relativo a las
normas de seguridad que estan en proceso de elaboracién. Para mas informacidn se ruega ponerse en
contacto con el OIEA, P.O. Box 100, 1400 Viena (Austria).

Se invita a los usuarios de las normas de seguridad del OIEA a informar al Organismo sobre su
experiencia en la utilizacién de las normas (por ejemplo, como base de los reglamentos nacionales, para
exadmenes de la seguridad y para cursos de capacitacion), con el fin de garantizar que sigan satisfaciendo
las necesidades de los usuarios. La informacion puede proporcionarse a través del sitio del OIEA en
Internet o por correo postal, a la direccion anteriormente sefialada, o por correo electronico, a la
direccion Official. Mail@iaea.org.

PUBLICACIONES CONEXAS

Con arreglo a las disposiciones del articulo 111 'y del parrafo C del articulo VIII de su Estatuto, el
OIEA facilita y fomenta la aplicacion de las normas y el intercambio de informacion relacionada con las
actividades nucleares pacificas, y sirve de intermediario para ello entre sus Estados Miembros.

Los informes sobre seguridad y proteccion en las actividades nucleares se publican como
Informes de Seguridad, que ofrecen ejemplos practicos y métodos detallados que se pueden utilizar en
apoyo de las normas de seguridad.

Otras publicaciones del OIEA relacionadas con la seguridad se publican como informes sobre
evaluacion radiologica, informes del INSAG (Grupo Internacional Asesor en Seguridad Nuclear),
Informes Técnicos, y documentos TECDOC. El OIEA publica asimismo informes sobre accidentes
radioldgicos, manuales de capacitacion y manuales practicos, asi como otras obras especiales
relacionadas con la seguridad.

Las publicaciones relacionadas con la seguridad fisica aparecen en la Coleccion de Seguridad
Fisica Nuclear del OIEA.

La Coleccion de Seguridad Fisica Nuclear del OIEA comprende publicaciones de caracter
informativo destinadas a fomentar y facilitar la investigacion, el desarrollo y la aplicacion practica de la
energia nuclear con fines pacificos. Incluye informes y guias sobre la situacion y los adelantos de las
tecnologias, asi como experiencias, buenas practicas y ejemplos précticos en relacion con la energia
nucleoeléctrica, el ciclo del combustible nuclear, la gestion de desechos radiactivos y la clausura.
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PROLOGO

La dosimetria citogenética, método de evaluacién de la dosis de reconocida valia, ha
venido a colmar una carencia entre las técnicas dosimétricas, en particular cuando existen
dificultades para interpretar los datos, cuando hay razones para creer que alguna persona que no
porta un dosimetro se ha visto expuesta a la radiacién, cuando se reclaman compensaciones por
lesiones radioldgicas para las que se carece de pruebas dosimétricas inequivocas, o cuando
alguien ha estado expuesto a lo largo de toda su vida laboral.

La hoy arraigada participacion del OIEA en cuestiones de dosimetria biologica se inicio
en 1978. La vinculacion se produjo a través de una secuencia de proyectos coordinados de
investigacion (PCI), la realizacion de cursos de formacion regionales y nacionales, el patrocinio
de becas de formacion personales, y la provision de equipo de laboratorio en los Estados
Miembros para la creacion de capacidad en materia de dosimetria biologica.

Sobre esas bases se paso al asesoramiento a los Estados Miembros acerca de los aspectos
gque mas pueden interesar a las investigaciones, y sobre las técnicas méas adecuadas para las
actividades futuras en materia de dosimetria bioldgica.

Como resultado de uno de los PCI se publicé en 1986 un manual de dosimetria bioldgica
con el titulo de “Biological Dosimetry: Chromosomal Aberration Analysis for Dose
Assessment (Technical Reports Series No. 260)”. En 2001 fue remplazado por una segunda
edicion, revisada (Technical Reports Series No. 405).

La presente publicacion constituye la tercera edicion de la obra, que ha sido ampliamente
actualizada para plasmar los considerables adelantos registrados en biodosimetria citogenética
durante el ultimo decenio.

ElI OIEA desea expresar su agradecimiento a todos los autores y revisores de la
publicacidn. Se reconocen especialmente las importantes contribuciones del Dr. D. Lloyd.

La publicacion ha sido cofinanciada por la Organizacion Panamericana de la Salud y la
Organizacion Mundial de la Salud.

E. Buglova, del Departamento de Seguridad Nuclear Tecnoldgica y Fisica, ha sido la
funcionaria del OIEA responsable de la publicacion.



NOTA EDITORIAL

Las denominaciones concretas de paises o territorios empleadas en esta publicacién no
implican juicio alguno por parte del editor, el OIEA, sobre la condicion juridica de dichos
paises o territorios, de sus autoridades e instituciones, ni del trazado de sus fronteras.

La mencién de nombres de determinadas empresas o productos (se indiquen o no como
registrados) no implica ninguna intencion de violar derechos de propiedad ni debe
interpretarse como una aprobacion o recomendacion por parte del OIEA.
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1. INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES

La dosimetria biologica, basada en el analisis de cromosomas dicéntricos tefiidos, se utiliza
desde mediados del decenio de 1960. Desde entonces, la técnica de analisis de dicéntricos ha
registrado grandes mejoras, hasta el punto de que ha pasado a formar parte sistematicamente de
los programas de proteccion radioldgica de muchos Estados Miembros [1]. La experiencia
adquirida en su aplicacion en centenares de casos de sobreexposiciones, reales o presuntas, ha
demostrado la valia del método y ha contribuido a definir sus limitaciones. La importancia de la
dosimetria biologica mediante biomarcadores de lesiones cromosémicas radica principalmente
en que, a diferencia de la medicion fisica de la dosis, tiene en cuenta la variacion de la
sensibilidad entre individuos.

Hay que destacar que las aberraciones cromosomicas se utilizan a modo de dosimetro, y
contribuyen, a menudo de forma importante, a la informacion que hay que reunir y considerar
cuando se investiga una emergencia nuclear o radiolégica® [2]. La informacién para el
diagnostico puede proceder de otros biomarcadores de base bioldgica, asi como de los signos
y sintomas clinicos mostrados por las personas, y también de mediciones fisicas tales como
las realizadas por dispositivos de monitorizacion individual o de termoluminiscencia,
luminiscencia estimulada dpticamente o resonancia de espin electronico en elementos de
matriz sélida de las personas irradiadas (por ejemplo, esmalte de los dientes, ufias, muestras
de hueso, etc.) o elementos accesorios (relojes, gafas, etc.). También puede facilitar el calculo
de la dosis la informacion obtenida interrogando a los pacientes y los testigos acerca de datos
basicos tales como la hora local o la distancia a la fuente de radiacién. Todas esas
informaciones se pueden combinar con los datos de dosimetria biolégica para obtener una
evaluacion mas clara del caso.

Durante muchos afios, la prueba de dicéntricos realizada con linfocitos de la sangre ha
sido el Unico método de dosimetria bioldgica disponible, y ain hoy sigue siendo la técnica
utilizada mas a menudo. Se pueden observar dicéntricos y otras aberraciones también en
fibroblastos de la piel y células epiteliales de la boca, pero la presente publicacion no se ocupa
de ellas, pues el &mbito de la obra se limita a las pruebas con linfocitos sanguineos. Ello no
obstante, actualmente se utilizan también cierto numero de otros efectos biologicos tales como
los microndcleos, las traslocaciones y las aberraciones de cromosomas sometidos a
condensacion prematura (figura 1 y cuadro 1), que se pueden analizar en los linfocitos y que
si se describen aqui.

! En este contexto, “emergencia radioldgica” significa lo mismo que “emergencia nuclear o radiolégica”.
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Fig. 1. Esquema del tratamiento de las muestras de linfocitos de sangre periférica para diversas
pruebas citogenéticas de aberraciones cromosdmicas, a saber, condensacién cromosomica
prematura (PCC), prueba de dicéntricos (y anillos) en extensiones metafasicas (DCA), prueba de
traslocaciones en extensiones metafésicas por hibridacion in situ con sondas fluorescentes
(FISH), y prueba de micronucleos con bloqueo de la citocinesis (CBMN), utilizadas para

evaluar la dosis.



CUADRO 1. COMPARACION DE LAS PRUEBAS CITOGENETICAS DE
ABERRACIONES UTILIZADAS PARA EVALUAR LA DOSIS?

Pruebas citogenéticas de aberraciones

Condensacion Dicéntricos Hibridacion in situ Micronucleos con
prematura de (y anillos) con sondas blogueo de la
cromosomas (PCC) (DCA) fluorescentes (FISH)  citocinesis (CBMN)
fragmentos S b S h
Aberraciones cromosomicos dlcent_rlcos dlcent_rlcos microncleos
’ (y anillos) (y anillos)
recontadas en exceso;
habitualmente en dicéntricos® _ puentes
las aplicaciones de y anillos traslocaciones nucleoplasmicos
dosimetria bioldgica traslocaciones®
Escenarios
radiolégicos exposicion aguda exp. aguda exp. aguda exp. aguda
habituales de la prolongada prolongada prolongada
aplicacion exposicion reciente exp. reciente exp. antigua exp. reciente
Equivalente en
fotones, en el margen
de las dosis agudas 02220 0la5 025a4 03a4
(Gy) parala
evaluacion de la dosis
para el cuerpo entero
Util para las
apllca_t:l_o,nes de . Si Si NAS NA
exposicion parcial
del cuerpo
Util para la
evaluacion de la Si Si NA Si
dosis de triaje
ity w o " o 150
[3, 4] pendiente, y [5]

de la prueba

& Cuadro modificado a partir del manual de TMT [6].

b Aberraciones cromosémicas especificas detectadas habitualmente utilizando sondas de hibridacién de ADN especificas para
centrémeros y cromosomas enteros.

®NA: no se aplica o no disponible.

En otras pruebas, que se apartan del ambito de esta publicacion, se utilizan efectos
moleculares que miden roturas del ADN, cambios en la regulacién de algunos genes
centinela, o la presencia de proteinas biomarcadoras detectables dentro de las células o en el
suero o el plasma sanguineo. Se trata de una esfera en la que estdn emergiendo tecnologias
con gran rapidez, y en la que cierto nimero de pruebas se encuentran en distintas fases de
desarrollo y verificacion. La variedad de opciones de dosimetria biologica disponibles ha
propiciado que se hayan formulado propuestas para un planteamiento multiparamétrico en la
investigacion de las personas sobrexpuestas [7], y la disponibilidad de varias pruebas puede
resultar particularmente util cuando un laboratorio tiene que afrontar un suceso que haya
producido un gran numero de victimas.

Por varias razones, en la investigacion de las emergencias radiologicas es importante
estimar la dosis impartida a las personas expuestas. En el caso de las exposiciones altas
(>1 Gy agudo), la informacion sobre las dosis puede facilitar la planificacion del tratamiento
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y alertar a los médicos acerca de las probables consecuencias deterministicas en la salud
(lesiones tisulares) que se pueden registrar en las semanas y meses siguientes.

En las exposiciones inferiores al nivel que hace necesario el tratamiento, la informacion
dosimetrica es importante para que el médico pueda asesorar a las personas irradiadas acerca
del riesgo de que puedan sufrir consecuencias estocasticas, es decir, cancer. En el caso de las
personas cuya exposicion ha sido muy baja, saber que no se ha constatado ningin aumento
significativo de las lesiones cromosomicas suele ser muy tranquilizador. Asi ocurre en
particular cuando se conocen mal los detalles del suceso y no se dispone de mediciones o
calculos de la dosis fisica. Puede que entonces la dosimetria bioldgica sea el Gnico modo de
cuantificar la dosis, aunque, como se ver4, algunos factores tales como la falta de uniformidad
de la exposicion, la incorporacion de radionucleidos o el retraso en la obtencion de muestras
de sangre pueden entorpecer la cuantificacion.

La dosimetria bioldgica puede desempefiar también una valiosa funcion en los momentos
inmediatamente posteriores a una emergencia radiologica o un ataque terrorista, cuando el
namero de personas expuestas puede ser muy alto. En ese momento es necesario realizar el
triaje de las victimas examinando los efectos biologicos y clinicos que permitan efectuar una
répida identificacion inicial de los individuos presuntamente expuestos a dosis potencialmente
mortales, asi como obtener una dosis de triaje.

1.2. OBJETIVO

El objetivo principal de la presente publicacion es proporcionar al lector informacion
técnica para, tras una exposicion accidental a radiacion ionizante, seleccionar y aplicar de
forma estandarizada la técnica citogenética apropiada para obtener una evaluacién de la dosis
que sea comparable. En la publicacién se describen los cuatro posibles métodos citogenéticos
(figura 1 y cuadro 1) disponibles en la actualidad para la dosimetria biolégica. Es apropiado
que se disponga facilmente de todas esas técnicas en las principales regiones geograficas, pero
si existe cierto grado de cooperacidn e interrelacion, no es necesario que todos los laboratorios
nacionales de dosimetria bioldgica dispongan de todas ellas.

1.3. ALCANCE E HISTORIA DEL DESARROLLO

El primer manual de esta serie [1] se centraba exclusivamente en la prueba de dicéntricos.
Esa oportuna publicacién constituyd un valioso y frecuentemente citado hito en dosimetria
bioldgica. Se habia redactado para dos niveles de lectura. En primer lugar, para que sirviera
de manual de laboratorio y constituyera una fuente de informacion técnica completa y
conveniente. Ademas, se trataba de proporcionar un resumen conciso de los antecedentes
técnicos del tema, para su uso en la ensefianza de la radiobiologia o para personas tales como
especialistas en fisica médica, abogados o formuladores de politicas, que pudieran necesitar
cierto grado de conocimiento profesional de la dosimetria bioldgica.

En una edicion revisada del manual [8], publicada 15 afios mas tarde, se incluyeron las
pruebas de pintado cromosémico con FISH, condensacion prematura de los cromosomas
(PCC) y de micronucleos (CBMN).

Ahora, 10 afios después, se ha preparado el presente documento. Gran parte del texto
original sobre la prueba de aberraciones cromosémicas de dicéntricos (y anillos) en
extensiones metafasicas (DCA) de ediciones precedentes sigue siendo valido y se ha
conservado, apropiadamente actualizado. Las pruebas FISH, PCC y CBMN han sido
profundamente revisadas a la luz de las investigaciones recientes y la experiencia adquirida
con su uso. Era inevitable que a lo largo de los 25 afios que abarcan estas tres ediciones la
dosimetria citogenética se haya ampliado considerablemente y haya ganado complejidad
técnica. Ello no obstante, la presente edicion se ha preparado de modo que un laboratorio
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minimamente equipado que se incorpore ahora a este campo no se sienta demasiado
intimidado. Sigue siendo posible extraer material solo de las secciones que se refieren a las
dos pruebas basicas mas importantes que hay que poner a punto, a saber, las de dicéntricos y
de microndcleos. Se proporciona asesoramiento claro sobre el modo de aplicarlas en la
practica, obtener curvas basicas de dosis-respuesta e interpretar los datos obtenidos en las
investigaciones de los casos de sobrexposicion.

Una importante novedad de los Ultimos afios, plasmada en esta revision, han sido los
arreglos para realizar el triaje en los sucesos radiologicos que provocan victimas en gran
escala. Se proporcionan consideraciones sobre el modo en que los laboratorios de dosimetria
bioldgica pueden responder a un aumento brusco del nimero de casos utilizando las pruebas
en la modalidad de triaje, acelerando los analisis mediante la microscopia asistida por
ordenador y estableciendo redes con otros laboratorios. Coincidiendo con este aumento de la
colaboracién en la respuesta a las emergencias se han preparado directrices internacionales
sobre garantia y control de calidad y participacion en ejercicios de comparacion entre
laboratorios. Todos esos temas se abordan en la presente revision.

Las pruebas citogenéticas de utilidad en dosimetria biologica son multiples, puesto que
ninguna es por si sola suficientemente robusta para abarcar todos los posibles escenarios
radiologicos, incluidas las exposiciones agudas de la fase temprana, las exposiciones parciales
del cuerpo, las exposiciones retrospectivas o pretéritas (es decir, la obtencion de muestras
bioldgicas afios después de la exposicidn) o las aplicaciones en que interviene la citogenética
de triaje en los sucesos radiologicos que provocan victimas en gran escala.

1.4. ESTRUCTURA

La publicacion se ha estructurado del modo siguiente. Después de esta introduccion
(seccion 1), en la seccidn 2 se examina el significado de la “dosis” determinada a partir de las
lesiones cromos6micas y la relacion que guarda con los valores de la dosis personal calculada
por métodos fisicos y el concepto de dosis equivalente segun la define la Comision
Internacional de Proteccién Radiolégica (ICRP). En la secciébn 3 se proporcionan
antecedentes biofisicos y microdosimétricos sobre la induccion de lesiones cromosémicas. A
continuacidn, en la seccion 4, se ofrece una breve descripcion de los linfocitos humanos, de
los que forman parte las células T utilizadas en dosimetria bioldgica. En la seccion 5 se
describe a grandes rasgos la estructura de los cromosomas. En la seccién 6 se examinan los
tipos de lesiones del ADN inducidos por las interacciones con la radiacion ionizante y se
proporciona una descripcion y la clasificacion de las alteraciones cromosomicas observadas
en los linfocitos después de la irradiacion. En la seccion 7 se describen los requisitos de la
obtencidon de muestras de sangre, y en la seccion 8 se consideran los requisitos fisicos,
bioldgicos y estadisticos para obtener curvas de dosis-respuesta. A continuacion, en las
secciones 9, 10, 11 y 12, se describen las técnicas de dosimetria biolégica basadas en los
cuatro efectos citogenéticos, a saber: los dicéntricos, las traslocaciones, sobre la base de la
hibridacién in situ con sondas fluorescentes, los cromosomas condensados prematuramente, y
los micronucleos. En la seccidén 13 se exponen los considerables adelantos realizados estos
ultimos afios en el desarrollo del analisis automatizado de las pruebas cromosoémicas, y en la
seccion 14 se considera otra reciente novedad, a saber, el modo en que la comunidad dedicada
a la dosimetria cromosdémica puede responder de forma eficaz a los sucesos que provocan
victimas en gran escala. En la seccion 15 se proporcionan orientaciones y procedimientos
sobre garantia de calidad y, en la ultima seccion, la 16, se examina la seguridad del personal
de laboratorio que realiza los analisis citogenéticos. La exhaustiva lista actualizada de
referencias va seguida de siete anexos, en los primeros cuatro de los cuales se describen
protocolos de trabajo reproducibles para las pruebas de DCA, de traslocaciones basada en
FISH, PCC y CBMN. En el anexo V se describen los criterios para medir el indice mitético, y

5



en el anexo VI figura una guia sobre varias pruebas estadisticas utilizadas habitualmente en el
analisis de los datos de dosimetria biologica y las investigaciones subyacentes. En el altimo
anexo, el VII, se presenta un ejemplo desarrollado de ejercicio de garantia de calidad entre
laboratorios sobre recuento de dicéntricos y estimacion de la dosis. La obra finaliza con un
lista de las abreviaciones utilizadas, un glosario de términos técnicos importantes y, por
ultimo, una lista de las personas que han contribuido a la redaccion y el examen colegiado de
esta tercera, y muy revisada, edicion de la publicacion.



2. APLICACION DE CONCEPTOS DE DOSIS EN DOSIMETRIA BIOLOGICA

En la presente seccion se informa brevemente sobre expresiones dosimétricas, sobre el
significado fisico de dosis absorbida y sobre su interpretacién en la evaluacion bioldgica
(citogenética) de la dosis en caso de exposicion accidental a diferentes tipos de radiaciones
ionizantes.

Para calcular la dosis absorbida por las personas sobreexpuestas se utilizan las
aberraciones cromosdmicas presentes en los linfocitos. Las aberraciones recontadas en los
linfocitos se interpretan en términos de dosis absorbida respecto de una curva de calibracion
dosis-respuesta. La curva se habra obtenido exponiendo sangre in vitro a dosis de la calidad
de radiacion apropiada. Las dosis aplicadas a las muestras deberian poder trazarse mediante
un instrumento fisico, por ejemplo, una camara de ionizacion, respecto de un patron primario
0 secundario.

Los dispositivos fisicos que miden fotones o neutrones se suelen calibrar en unidades de
kerma en aire y, por consiguiente, al considerar las dosis transmitidas a tejidos (0 muestras de
sangre) es necesario aplicar factores de correccion. Para los fotones, esos factores se obtienen
a partir de la razon de los coeficientes masicos de absorcién de energia, y los valores que hay
que utilizar se pueden obtener a partir de tablas normalizadas [9]. Para los neutrones se
pueden fabricar instrumentos con material equivalente al tejido y, de ese modo, indicar las
dosis impartidas al tejido. Algunos laboratorios de dosimetria primaria 0 secundaria, en
cambio, calibran respecto de la fluencia de neutrones, que se puede convertir a dosis
impartida al tejido.

Dado que el efecto bioldgico que se recuenta son las aberraciones cromosémicas, en
términos estrictos estas son un reflejo de la dosis impartida a los nucleos celulares. Para los
fotones y los neutrones, la dosis impartida a los tejidos blandos constituye una aproximacion
muy buena de la dosis impartida al nucleo. La razon es que el didmetro del ndcleo de los
linfocitos es pequefio, ~6 pm, respecto de los recorridos de las particulas secundarias
producidas por los fotones y los neutrones, por lo que se puede aplicar la teoria de la cavidad
de Bragg-Gray [10].

Sin embargo, existen unas pocas excepciones. Por ejemplo, en la exposicién a agua
tritiada, las distancias recorridas por las particula beta se sitan en el intervalo de 0-7 um. Por
consiguiente, la mayor parte de la dosis impartida a un nucleo celular se debe a las emisiones
del tritio contenido en el interior de ese nucleo. En este caso, la base de la calibracion es la
dosis impartida al nucleo del linfocito, que depende del contenido de agua del nucleo,
respecto del de la sangre [11]. Otro ejemplo podria ser la exposicién a neutrones de baja
energia, inferior a alrededor de 100 keV, cuyos protones de retroceso tienen recorridos
inferiores a 2 um. En este caso, la dosis impartida al nacleo del linfocito guardaria relacion
con su contenido de hidrégeno. Sin embargo, es poco probable que un accidente provoque la
exposicion a neutrones situados predominantemente en este rango de energia.

El valor de la dosis obtenido refiriendo a una curva de calibracion una cantidad medida
de aberraciones, por ejemplo, dicéntricos, representa un promedio de la dosis impartida a los
linfocitos que se ha absorbido. El valor corresponderia aproximadamente al promedio de la
dosis correspondiente al cuerpo entero, porque los linfocitos se distribuyen ampliamente por
todo el cuerpo y son moviles. Mediante métodos que se describiran méas adelante en esta
publicacion, a veces se puede perfeccionar el calculo de la dosis para el cuerpo entero en
situaciones donde se han producido irradiaciones no uniformes o parciales procedentes de
fuentes externas.



La mayoria de los radionucleidos incorporados internamente también provocan
irradiaciones no uniformes, pero en este caso la dosis que interesa no es la impartida a los
linfocitos sino la impartida a los drganos y tejidos concretos donde se deposita la
radiactividad. A menudo, la utilidad del analisis cromosémico se ve limitada en cierto modo
porgue, por ejemplo, después de la incorporacion de radioyodo se induciran aberraciones en
los linfocitos, pero estas no se pueden interpretar respecto de la dosis impartida a la tiroides.
Una excepcidn a este caso son los nucleidos que estan muy distribuidos por el cuerpo por el
cuerpo, como el agua tritiada o el radiocesio, pues la experiencia muestra que el analisis de las
aberraciones linfocitarias proporciona una estimacion valida de la dosis.

En dosimetria biolégica de caracter retrospectivo, un decenio 0 mas despues de la
exposicion, donde las traslocaciones se miden por el método FISH, la estimacion de la dosis
representa un promedio de la dosis impartida a la medula dsea activa. La razon es que la
exposicion original se impartié a las células madres precursoras de los linfocitos objeto de
examen. En periodos mas breves, las traslocaciones se observaran en una mezcla de linfocitos
de larga duracion y linfocitos descendientes de las células madre irradiadas.

A menudo, el desencadenante de una investigacion es una medicion rutinaria de la dosis
registrada en un dosimetro personal. Por regla general, los dosimetros personales se calibran
para medir la dosis equivalente personal a una profundidad especificada. Esa cantidad
operacional proporciona una estimacion razonable de la dosis efectiva o la dosis equivalente
para la mayoria de los campos de radiacion que se manejan en la practica. La dosis efectiva y
la dosis equivalente estan ideadas para ser utilizadas en proteccion radioldgica. No son
adecuadas para determinar los efectos de la absorcion de altas dosis.

Por consiguiente, se recomienda que los laboratorios que realizan dosimetrias bioldgicas
calibren sus procedimientos respecto de la dosis absorbida (Gy), especificando, cuando
proceda, los pormenores suficientes para definir el tipo y la calidad de la radiacién [12-15].



3. ANTECEDENTES BIOFISICOS SOBRE LAS LESIONES CROMOSOMICAS

En esta seccién se proporciona informacion destinada a facilitar la comprension e
interpretacion de los principios que subyacen a la metodologia expuesta en las secciones
posteriores. En las ref. [16, 17] figura informacion complementaria.

Cuando la radiacion ionizante atraviesa un objeto, expulsa electrones de los atomos por
los que se desplaza, dejando iones cargados positivamente. La distribucion de los eventos
primarios, ionizaciones y excitaciones a lo largo de la trayectoria de la particula ionizante,
variara en funcion del tipo de radiacion. EI promedio de separacion de esos eventos primarios
disminuye a medida que aumenta la carga y la masa de las particulas (neutrones o particulas
alfa). Como se vera mas adelante, es necesario que la definicion de una radiacion en particular
se haga en términos de la cantidad de energia depositada por unidad de longitud de la
trayectoria, puesto que esta caracteristica modifica la eficacia con que el tipo particular de
radiacion induce diversos efectos biol6gicos.

Una expresion comparativa util para describir la deposicion de energia por diferentes
tipos de radiaciéon es la transferencia lineal de energia (TLE). Para las radiaciones que
presentan una amplia gama de TLE, por ejemplo, los neutrones, se puede deducir una TLE
promedio, que se puede obtener ponderando cada intervalo de TLE en funcion de la energia
impartida (0 dosis) o segun la longitud de la trayectoria recorrida. Se obtienen asi,
respectivamente, las TLE de dosis promedio y de trayectoria promedio. La trayectoria promedio
parece ser la cantidad que mejor describe las variaciones de la eficacia bioldgica relativa (EBR)
correspondientes al dafio cromosomico [18]. La TLE de trayectoria promedio para rayos X
de 250 kVp (méaximo de kilovoltios) es de alrededor de 2 keV/um, mientras que las particulas
pesadas cargadas tienen valores de TLE de trayectoria promedio de 100-2 000 keV/um o
superiores. El punto que es importante considerar es que para un mismo tipo o diversos tipos
de radiacion, la cantidad de energia depositada por micrémetro de trayectoria puede diferir
considerablemente, lo que puede alterar claramente la eficacia bioldgica de diferentes tipos
de radiacion.

Una consecuencia de la distribucion de la ionizacidn para radiaciones de distintas TLE es
la distribucion de frecuencias de las aberraciones cromosomicas entre las células. Para
radiaciones ionizantes de baja TLE, o de escasa densidad de ionizacién, la ionizacién
producida con una dosis particular cualquiera se distribuira aleatoriamente entre las células,
en particular porque habra un nimero muy elevado de trayectorias. Las lesiones del ADN
también se distribuiran aleatoriamente entre las células y, dando por supuesto que las lesiones
tienen la misma probabilidad de convertirse potencialmente en una aberracion, las
aberraciones también se distribuiran aleatoriamente entre las células. Asi se ha visto que era el
caso después de las irradiaciones con rayos X y v, en las que las aberraciones cromosémicas
se ajustan a una distribucién de Poisson. Cuando se trata de radiaciones de alta TLE, o de alta
densidad de ionizacidn, las trayectorias de ionizacion no se distribuiran aleatoriamente entre
las células y la energia se depositara en “paquetes discretos”. EI nimero de trayectorias sera
mucho més bajo que en el caso de la radiacién de baja transferencia lineal de energia a dosis
equivalentes. El resultado, con los mismos supuestos que para las radiaciones de baja
transferencia lineal de energia, es que las aberraciones inducidas no se distribuirdn
aleatoriamente entre las células. Para cualquier frecuencia media observada de aberraciones
habrd mas células con aberraciones maltiples o sin aberraciones que las previstas a partir de
una distribucion de Poisson. Estas caracteristicas se pueden aprovechar en dosimetria
bioldgica, como se vera en la seccién 9.7.4.3, en particular en lo que se refiere a las
exposiciones no uniformes o parciales del cuerpo.

La eficacia con que los distintos tipos de radiacion inducen un efecto concreto se suele
representar mediante la expresion “eficacia bioldgica relativa” (EBR). La EBR se define
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como la razén entre la dosis de radiacion de referencia (ordinariamente, rayos X de
ortovoltaje) y la dosis de la radiacion objeto de estudio que produce el mismo efecto
bioldgico. Es decir,

dosis de rayos X de 200-250 kVp que producen el efecto Z

EBR =
dosis de radiacion que produce el efecto Z

Téngase presente que los rayos X son 2 a 3 veces mas eficaces que los rayos gamma y
que, por consiguiente, la radiacion de referencia se deberia definir siempre [19].

En la figura 2 se muestran las curvas de dosis-respuesta para dicéntricos, de forma
tipicamente lineal y lineal cuadratica, obtenidas, respectivamente, con radiaciones de alta y de
baja transferencia lineal de energia.

DICENTRICOS/CELULAS

DOSIS (Gy)

Fig. 2. Curvas de dosis-respuesta tipicas, lineal y lineal cuadratica, en las que se muestra la
variacion de la EBR en funciéon del efecto [8].

La razén de que adopten formas distintas se examina méas adelante en esta misma
seccion. La linea punteada horizontal superior que cruza las curvas a 1,0 y 3,5 Gy ilustra una
EBR con alta produccion de dicéntricos asociada a dosis altas. La EBR es la razén de las dos
dosis, es decir, 3,5/1,0 = 3,5. Los cruces de la linea punteada horizontal inferior se producen
a0,1y 1,0 Gy, lo que da una EBR maés elevada: 1,0/0,1 = 10. La EBR maxima, que describe
la situacién a dosis bajas, suele representarse por EBRy, y seria la razon de los coeficientes
lineales de las ecuaciones de las dos curvas.

Se ha demostrado que para muchos efectos (mutaciones, muerte celular y aberraciones
cromosomicas) la EBR varia en funcion de la TLE, obteniéndose una curva de respuesta en
forma de joroba (figura 3).

10



EBR

1 1 | |
1 10 100 1000
TLE (keV/pm)

Fig. 3. Relacién general entre la EBR y la TLE [8].

La curva muestra que la EBR aumenta hasta un valor 6ptimo de alrededor
de 100 keV/um y luego disminuye para valores méas altos de TLE. La interpretacion de la
curva se considera aqui de modo 6ptimo para la induccion de aberraciones cromosémicas. A
efectos ilustrativos, la aberracion dicéntrica se utiliza como ejemplo en parte porque entrafia
con claridad una interaccién (o intercambio) entre dos cromosomas, y también porque es el
tipo de aberracion utilizado més frecuentemente en dosimetria bioldgica.

Para producir una aberracion dicéntrica es necesario inducir una lesion en el ADN de los
dos cromosomas no replicados correspondientes tal que los cromosomas dafiados puedan
realizar un intercambio. El intercambio se puede producir como consecuencia de la reparacion
incorrecta de las roturas inducidas directamente por la radiacion en las cadenas de ADN o
como consecuencia del fallo de la reparacion por excisién de las bases dafiadas. Por
consiguiente, como se ve, para que se produzcan esos errores de reparacion, las lesiones de
los dos cromosomas tienen que estar proximas, dentro de lo que se denomina “distancia de
reunion”. Esa region concreta se puede considerar la diana. Es necesario que dentro de la
diana se produzcan dos lesiones, una en la doble hélice de ADN de cada uno de los
cromosomas no replicados. La diana, o zona de interaccion, es pequefia y suele considerarse
que tiene un diametro inferior a 1,0 um. Los rayos X tienen TLE bajas, con bajas frecuencias
de ionizacion por unidad de longitud de trayectoria. Por consiguiente, es baja la probabilidad
de que en el interior de la diana se produzcan dos ionizaciones por causa de una misma
trayectoria. Se precisan un minimo de dos ionizaciones para dafiar los dos cromosomas que
participan en un dicéntrico. ES mucho mas alta la probabilidad de que se produzcan dos
lesiones por ionizacion en dos trayectorias independientes. Los dicéntricos producidos por
una trayectoria tendran una frecuencia proporcional a la funcion lineal de la dosis, mientras
que los dicéntricos inducidos por dos trayectorias tendran una frecuencia proporcional al
cuadrado de la dosis. A dosis inferiores a los 0,5 Gy, la probabilidad de que dos trayectorias
atraviesen una diana es suficientemente baja para que los dicéntricos sean producto casi
exclusivamente de una sola trayectoria y con una frecuencia baja. A medida que aumenta la
dosis aumentara también la contribucion de los dicéntricos inducidos por dos trayectorias. Por
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consiguiente, la curva de dosis-respuesta para dicéntricos inducidos por TLE bajas (figura 2)
sera una combinacion de eventos de una y de dos trayectorias, siendo los primeros mas
frecuentes a dosis bajas y los Gltimos mucho mas frecuentes a dosis altas. Se suele considerar
que la curva de dosis-respuesta se ajusta a la ecuacion (2)

Y =C+aD+ fD’° (2)
donde:

Y es la produccion de dicéntricos,

D es la dosis,

C es el control (frecuencia de base),

a es el coeficiente lineal, y

[ es el coeficiente del cuadrado de la dosis.

La razon o/ se puede denominar dosis de cruce. Equivale a la dosis a la que los
componentes lineal y cuadratico contribuyen por igual a la formacion de dicéntricos.

A medida que la TLE de la radiacién aumenta hasta un maximo, aumenta la probabilidad
de que dos lesiones de la diana hayan sido inducidas por dos eventos de ionizacién de la
misma trayectoria, lo cual tiene dos consecuencias. La curva de dosis-respuesta para
transferencias de energia lineal superiores a aproximadamente 20 keV/um es lineal (figura 2),
y la eficiencia, la EBR, en la induccion de dicéntricos de la radiacion de TLE mas alta
aumenta a medida que aumenta la TLE, como consecuencia del aumento de la probabilidad de
que se produzcan dos lesiones en una misma trayectoria. La produccion de las dos lesiones en
una sola trayectoria es mucho mas eficiente que el proceso estocastico de que una segunda
trayectoria produzca una lesién cerca de una lesion producida anteriormente por otra
trayectoria, en particular a dosis bajas, en las que la densidad de trayectorias es baja. La EBR
méaxima se dara para un valor de TLE en el que la ionizacion esté espaciada de manera éptima
para producir lesiones en las dos hélices de ADN que participan en la formacion de
dicéntricos sin “desperdiciar” energia, es decir, sin provocar en la diana mas ionizaciones de
las necesarias. Sin embargo, cuando la TLE supera su valor dptimo, se depositara en la diana
mas energia de lo necesario y, en esas circunstancias, la EBR disminuira a medida que
aumenta la TLE, como muestra la representacion grafica de EBR frente a TLE de la figura 3.

En resumen, la curva de dosis-respuesta (figura 2) para radiaciones de baja TLE, protones
de alta energia y neutrones rapidos sera no lineal y se ajustard Optimamente a un modelo
lineal cuadratico; la curva de dosis-respuesta para radiaciones de alta TLE (neutrones de
fision y particulas alfa) sera lineal, o casi lineal; la EBR aumenta a medida que aumenta la
TLE hasta un maximo de alrededor de 100 keV/um y disminuye para valores mas altos de
TLE (figura 3). ¢;De qué modo afecta la tasa de dosis a la produccion de alteraciones
citogenéticas? A los efectos de este documento es mas facil referirse a los dicéntricos, pero
los principios se aplican igualmente a los micronucleos y las traslocaciones. Es sabido que las
lesiones inducidas en el ADN que pueden dar lugar a dicéntricos son reparables, proceso que
tarda desde unos pocos minutos hasta varias horas, segun la lesién concreta de que se trate. Si
las dos lesiones necesarias para inducir un dicéntrico son consecuencia de trayectorias
distintas, y si disminuye la tasa de dosis, es posible que la lesion producida por la primera
trayectoria haya sido reparada antes de que la diana sea atravesada por una segunda
trayectoria y se produzca una segunda lesion. Aunque se han producido dos lesiones dentro de
la diana, no pueden interactuar y formar un dicéntrico. La probabilidad de que dos lesiones
puedan interactuar disminuira a medida que disminuye la tasa de dosis, siendo méas baja la
frecuencia de trayectorias ionizantes por unidad de tiempo cuando disminuye la tasa de dosis,
con lo que aumenta el tiempo disponible para que la primera lesion sea reparada antes de que
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se produzca la segunda. La situacion para las radiaciones de baja TLE es, pues, la siguiente: al
disminuir la tasa de dosis disminuye la frecuencia de dicéntricos por dosis unitaria. La curva
de dosis-respuesta para dicéntricos a tasas de dosis muy bajas, cuando la probabilidad de que se
produzcan aberraciones de dos trayectorias es practicamente nula, sera lineal, y la pendiente
serd igual a la de la porcion lineal de la curva lineal cuadratica para exposiciones agudas. Ese
mismo argumento es valido para las dosis fraccionadas. Si se reciben dos o mas dosis, las
lesiones producidas por la primera pueden interactuar con las causadas por la segunda dosis, 0
dosis ulteriores, siempre y cuando el tiempo transcurrido entre la primera dosis y la fraccion de
dosis subsiguiente no supere el tiempo necesario para reparar las lesiones inducidas por la
primera dosis, 0 la dosis precedente. Por consiguiente, si las dosis estan separadas por intervalos
de tiempo suficientemente largos para que las lesiones se reparen entre las distintas fracciones
de dosis, la frecuencia de dicéntricos producidos por la dosis total (la suma de las fracciones)
serd inferior a la de la dosis total impartida en una sola vez.

La situacion puede diferir en lo que se refiere a la radiacion de alta TLE, porque las dos
lesiones que participan en la induccién de dicéntricos son resultado de una sola trayectoria.
De ese modo, la disminucion de la tasa de dosis no altera la frecuencia de dicéntricos, puesto
que la reparacion de las lesiones durante las exposiciones mas prolongadas no tiene
influencia. EI mismo argumento es valido para las exposiciones fraccionadas; la reparacion de
las lesiones entre las fracciones no influye en gran medida, puesto que las dos lesiones se
producen simultdneamente en una misma trayectoria.

Los aspectos examinados en esta seccion sefialan factores que deberian ser objeto de
consideracion en la practica de la dosimetria bioldgica. En la forma de la curva de dosis-
respuesta influye la calidad de la radiacion (TLE). Por consiguiente, al calcular la dosis habria
que utilizar una curva estdndar correspondiente a una calidad de radiacion igual, o muy
similar, al tipo de radiacion en particular que se haya dado en la emergencia. Se trata de un
requisito importante, porque existen diferencias demostrables en la EBR correspondientes a
lesiones cromosomicas inducidas para radiaciones de diversas TLE incluso si a efectos de
proteccion radioldgica se ponderan de forma idéntica (Wr = 1) [19]. Para radiaciones de baja
TLE, al disminuir la razén de dosis también disminuye la frecuencia de dicéntricos por unidad
de dosis, de tal modo que para razones de dosis muy bajas la curva es lineal y coincide con el
componente lineal de la curva de dosis-respuesta de las exposiciones agudas. Se puede
obtener una curva lineal a partir de una curva aguda estdndar de rayos X y/o v, y posiblemente
se pueda utilizar como curva estandar para exposiciones cronicas, introduciendo las
correcciones apropiadas para tener en cuenta la duracion de la exposicién y el tiempo de vida
de los linfocitos. Para radiaciones de alta TLE, los cambios de la tasa de dosis no afectan a la
frecuencia de dicéntricos, de modo que la curva obtenida para las exposiciones agudas se
puede utilizar para las exposiciones cronicas o fraccionadas, también aqui teniendo en cuenta
la duracidn de la exposicion y los tiempos de vida de los linfocitos periféricos.
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4. LINFOCITOS HUMANOS

Los linfocitos periféricos humanos forman una poblacion de células que se encuentran
predominantemente en la fase del ciclo celular previa a la de sintesis de ADN (es decir, fase Go).
Solo un 0,2 % o menos de los linfocitos periféricos se encuentran en el ciclo celular autosintético,
y probablemente estos procedan del grupo de grandes células linfoides correspondientes a los
linfocitos estimulados o células plasmaticas inmaduras. Las células de ese grupo podrian producir
las infrecuentes mitosis que ocasionalmente se observan en la sangre periférica.

Nowell [20] mostré por primera vez que se puede estimular a los “leucocitos humanos”
periféricos a sufrir mitosis in vitro mediante la fitohemaglutinina (PHA), una proteina que se
obtiene del frijol comun, mientras que Carstairs [21] mostré que los “linfocitos pequefios”
eran las células diana de la iniciacién mitogénica con la PHA.

Observados en frotis de sangre, los pequefios linfocitos periféricos presentan nucleos
grandes y densos, rodeados de un citoplasma relativamente escaso (figuras 4 y 5). Tienen un
diametro de alrededor de 6 um y un volumen estimado en alrededor de 110 pm®.

-l

g (T

Fig. 5. Linfocito observado al microscopio electronico.
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Se distinguen dos tipos principales de linfocitos, a saber, las células T y las B. Los dos
tipos proceden de células del saco vitelino que carecen de competencia inmunitaria y acaban
depositdndose en la médula 6sea. Esas células madre no diferenciadas emigran al timo y otros
organos linfoides primarios, se multiplican en ellos, sufren mutaciones somaticas y dan lugar
a un conjunto de linfocitos de larga vida que pasan a la circulacion. En funcion de sus
marcadores de superficie, las células T y B abarcan una mezcla de células no sensibilizadas y
células de memoria, que tienen vidas de distinta duracion y desempefian distintas funciones en
los procesos inmunoldgicos [22]. Son las células T, en su mayoria los subtipos CD4" y CD8",
las que se estimulan in vitro con fitohemaglutinina y se utilizan en dosimetria bioldgica.

La concentracion linfocitaria de la sangre periférica varia en funcion de la edad, origen
étnico, presencia de patdgenos y factores ambientales (por ejemplo, tabaquismo, obesidad,
consumo de alcohol, etc.). Asi, las poblaciones de determinados origenes étnicos (por
ejemplo, las del Africa oriental) presentan valores de base de recuento de linfocitos més bajos
que la poblacién general de referencia. Con la edad se observa una tendencia a que disminuya
el valor del recuento de linfocitos. Ese es el caso particularmente durante la nifiez, cuando se
observa una disminucién continua hasta aproximadamente 2x10% L a la edad de 15 afios. La
tendencia a la baja se observa asimismo entre los adultos, pero la disminucién es mas lentay a
los 75 afios 0 mas el recuento de linfocitos es inferior a 2x10% L [23].

En general, para un adulto sano, el margen normal de concentraciones leucocitarias en la
sangre periférica es de 1,5 a 4,0 x10% L [24]. Sin embargo, en el caso de las irradiaciones con
dosis altas de unos pocos Gy a una gran parte del cuerpo, una de las reacciones deterministas
tempranas es la caida rapida del recuento linfocitario de la sangre periférica. Habria que tener
presentes esos factores y obtener pronto muestras de sangre de las victimas de radiaciones
bioldgicas para someterlas a dosimetria bioldgica [25].

El ndmero total de linfocitos de wun joven adulto sano se estima en
aproximadamente 500 x 10°. Solo alrededor del 2 % (10 x 10%) de ellos se encuentra en la
sangre periférica; los demas suelen estar en otros tejidos, en particular se concentran en el
timo, los nédulos linféticos, las amigdalas, los tejidos linfaticos de los intestinos, el bazo y la
médula dsea. La duracion de la vida de los linfocitos es variable, y la definicion de ese
periodo puede referirse a que la célula muere o que se divide. Las células T de los subtipos
CD4" y CD8" se pueden dividir a su vez en subconjuntos, en funcion de las diferentes
isoformas del antigeno CD45 que se expresen. En el momento del nacimiento, mas del 90 %
de las células T expresan la isoforma CD45RA; se trata de células que no estan aln
sensibilizadas. A la edad adulta la proporcion se ha reducido a alrededor del 50 %, por
conversion a un subconjunto CD45RO0 de células sensibilizadas, o de memoria.

Las lesiones cromosomicas inducidas por la radioterapia han sido objeto de estudio en
células T de las formas RA y RO estimuladas con PHA [26]. La persistencia de lesiones
inestables ha mostrado que las células RA no sensibilizadas se dividen en promedio una vez
cada 3,5 afios, mientras que las células de memoria RO se dividen mas a menudo, en
promedio cada 22 semanas. Asimismo, las células de memoria pueden regresar al fenotipo no
sensibilizado, pero solo después de haber formado parte de la clase de memoria durante
alrededor de 3,5 afios, en promedio.

Para interpretar las aberraciones cromosémicas inducidas in vivo en el ser humano es
muy importante que el grueso de los linfocitos periféricos pertenezca al ‘grupo de
redistribucion’. Es decir, los linfocitos deberian poder salir de la sangre periférica, atravesar el
bazo, los nédulos linfaticos y otros tejidos y regresar a la circulacion. EI tiempo medio que un
linfocito del grupo de redistribucion pasa en la sangre periférica es de alrededor de 30
minutos. Se ha calculado que alrededor del 80 %, es decir, 400 x10° linfocitos, forman parte
del grupo de redistribucién y que el tiempo global de recirculacion es de alrededor de 12 horas.
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Eso significa que los linfocitos con aberraciones cromosémicas, cualquiera que sea la parte
del cuerpo donde se hayan inducido, acabaran encontrandose en la sangre periférica. Por
consiguiente, el sistema de pruebas de los linfocitos humanos no solo detecta las aberraciones
cromosomicas inducidas en los linfocitos de la propia sangre periférica sino también las
inducidas en linfocitos distribuidos en diferentes 6rganos del cuerpo [27].

La mayoria de los linfocitos periféricos se encuentran en la fase “de reposo” del ciclo
celular (Go) y su contenido de ADN diploide es de alrededor de 5,6 pg. Se puede inducir esas
células a que empiecen a realizar divisiones mitéticas in vitro introduciéndoles
fitohemaglutinina (PHA). La PHA es un mitdgeno de carécter extremadamente general, que
estimula a una gama muy amplia de células T. Bajo la influencia de la PHA, los linfocitos se
transforman en células blastoides, aumentando el volumen del ndcleo y del conjunto de las
células. Cuarenta y ocho horas después de la estimulacion, los linfocitos periféricos presentan
un volumen celular de alrededor de 500 pm?® cuando antes de la estimulacién era de
unas 110 um®. Los voltmenes citoplasmaticos son de ~50 um® antes y ~350 um?® después de
la estimulacion. Con la estimulacién, el volumen nuclear aumenta de ~50 pm® a 170 um®.

La progresion del ciclo celular de los linfocitos después de la estimulacion con PHA
puede variar mucho en funcion de las condiciones de cultivo, por ejemplo segln si se utilizan
medios de cultivo tales como el F-10 de Ham, RPMI (Roswell Park Memorial Institute,
RPMI-1640), medio TC-199, o medio de cultivo esencial minimo (MEM). Por ejemplo, en el
medio F-10 de Ham, la sintesis de ADN empieza alrededor de 26 horas después del inicio del
cultivo y las primeras mitosis se registran unas 10 horas después. Se observan dos maximos
de sintesis de ADN, medidos con tratamiento con timidina tritiada, uno a las 34 horas y un
segundo a las 40 horas, y dos maximos de actividad mitotica, uno hacia las 44 horas y un
segundo hacia las 49 horas. Ello podria corresponder a la existencia dos subpoblaciones de
células que mostraran pautas de estimulacion distintas en un cultivo a base de F-10 de Ham y
PHA [28]. Sin embargo, en los linfocitos cultivados en medio TC-199, las interfases marcadas
con tritio, asi como los indices mitdticos, siguen una pauta irregular, lo que dificulta la
extraccion de conclusiones acerca de la posible existencia de subpoblaciones.
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5. ESTRUCTURA DE LOS CROMOSOMAS

5.1. EMPAQUETAMIENTO DE LA CROMATINA

Se conocen considerablemente bien los detalles de la asociacion del ADN vy las histonas en
el nucleosoma, pero no se conoce plenamente la asociacion de las proteinas no histonicas con el
conjunto nucleosomico. En todo caso, no cabe duda de que el ADN se encuentra en el exterior
del ndcleo de histonas del nucleosoma. Algunos estudios respaldan la existencia de una
estructura central axial integrada por proteinas no histonicas o un armazén de proteina no
histénica [29, 30] en el cromosoma metafasico. No se ha desentrafiado aun la participacién de
esas estructuras centrales en la formacion de las aberraciones cromosdmicas. Las estructuras
centrales también se detectan al microscopio Optico en forma de regiones susceptibles de tincién
argentica en los cromosomas que se encuentran en diferentes fases mitoticas. Aunque esta bien
documentada la existencia de una matriz de proteina nuclear organizada en la interfase, la
presencia de un armazon en los cromosomas metafasicos es probablemente un artefacto. En la
figura 6 se muestra un modelo de la organizacién de un cromosoma metafasico.

Cromosoma
4 I -
Teldmero A
- !’f
Centromero |/

e e

/

z /
Telémero

Histonas

7

Nucleo

Citoplasma

Doble hélice

Fig. 6. llustracion esquematica de los numerosos niveles de empaquetamiento de la cromatina
que dan lugar a la elevada condensacion de los cromosomas metafésicos (cortesia de
REAC/TS, EE.UU).

5.2. CARIOTIPO HUMANO Y CONTENIDO DE ADN DE LOS CROMOSOMAS

El cariotipo humano (figura 7) es la dotacion cromosémica caracteristica del ser
humano, integrada por 23 pares de grandes cromosomas lineales de distintos tamafios, que
dan un total de 46 cromosomas en todas las células diploides. Ordinariamente, los
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cromosomas humanos se retinen en siete grupos, de A a G, mas una pareja de cromosomas
sexuales, X e Y [31]. Los grupos de cromosomas son: A: 1-3, B: 4y 5, C: 6 -12, D: 13-15,
E:16-18,F: 19y 20y G: 21y 22.
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Fig. 7. Preparacion que muestra los cromosomas tefiidos (cariotipo) de un hombre normal, 46,
XY, y una mujer normal, 46, XX (cortesia de la Clinica Mayo, EE.UU.).

En los cuadros 2 y 3 se muestra el contenido relativo de ADN de los cromosomas
humanos para los dos sexos. Los datos se han calculado a partir de Morton, 1991 [32].
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CUADRO 2. PORCENTAJE DEL ADN DEL GENOMA DE UN HOMBRE QUE
CORRESPONDE A CADA PAR DE AUTOSOMAS Y DE CROMOSOMAS SEXUALES

Cromosoma N° Br:zo Brazo q II)?szoZS Croml\(l)os oma Brazo p Brazo q IB(;;ZdO%S
1 4,03 4,25 8,28 13 0,50 3,09 3,59
2 3,12 4,92 8,04 14 0,50 2,93 3,43
3 3,12 3,62 6,74 15 0,54 2,80 3,34
4 1,76 4,63 6,39 16 1,23 1,86 3,09
5 1,64 4,47 6,11 17 0,88 2,02 2,90
6 2,05 3,72 5,77 18 0,63 2,05 2,68
7 2,05 3,34 5,39 19 0,94 1,17 2,11
8 1,57 3,31 4,88 20 0,98 1,29 2,27
9 1,61 2,96 4,57 21 0,35 1,23 1,58
10 1,38 3,15 4,53 22 0,41 1,35 1,76
11 1,83 2,71 4,54 X 0,97 1,61 2,58
12 1,23 3,27 4,50 Y 0,20 0,73 0,93
Total 100

CUADRO 3. PORCENTAJE DEL ADN DEL GENOMA DE UNA MUJER QUE
CORRESPONDE A CADA PAR DE AUTOSOMAS Y DE CROMOSOMAS SEXUALES

Cromosoma N° Brazop Brazoq IB?:zdoosS Croml\(laos oma Brazo p Brazo q IIJ?szoOsS

3,97 4,18 8,15 13 0,49 3,04 3,53
2 3,07 4,83 7,90 14 0,50 2,88 3,38
3 3,07 3,56 6,63 15 0,53 2,76 3,29
4 1,74 4,55 6,29 16 1,21 1,83 3,04
5 1,61 4,40 6,01 17 0,87 1,98 2,85
6 2,02 3,66 5,68 18 0,62 2,01 2,63
7 2,01 3,29 5,30 19 0,93 1,15 2,08
8 1,55 3,25 4,80 20 0,96 1,27 2,23
9 1,58 2,91 4,49 21 0,34 1,21 1,55
10 1,36 3,10 4,46 22 0,40 1,34 1,74
11 1,80 2,66 4,46 X 1,92 3,16 5,08
12 1,21 3,22 4,43 Total 100
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5.3. CICLO CELULAR

Examinando los cromosomas en el momento en que se inicia la division celular, que en
las células somaticas es la mitosis, se puede obtener informacion importante sobre los efectos
clastogenos de los agentes fisicos y quimicos sobre las células en interfase. El ciclo celular
cuenta con cierto nimero de fases, que se distinguen por su apariencia y su funcion (figura 8).

Fig. 8. Ciclo celular (cortesia de REAC/TS, EE.UU.).

En la mitosis se distinguen las fases siguientes: profase, metafase, anafase y telofase. Durante
la interfase, la material cromosomico (es decir, el ADN y las proteinas asociadas a €l) se duplica.
Se trata del periodo denominado “S” (de sintesis), que dentro de la interfase estd precedido del
periodo denominado G (presintético) y seguido del G, (postsintético). En las células que no
efectlan ciclos, por ejemplo, los linfocitos periféricos, la célula se mantiene en Go.

En las células que si efecttan ciclos, la interfase es la parte metabdlicamente mas activa
del ciclo celular, y la mayor parte de las reacciones del nicleo que precisan energia tienen
lugar en esa fase. La duracion de cada una de las fases del ciclo varia en funcién del tipo de
célula y de las condiciones de crecimiento. Se puede determinar la duraciéon de las fases
mediante precursores del ADN marcados radiactivamente tales como la timidina tritiada. En
los linfocitos, el primer ciclo celular que sigue a la estimulacion esta casi sincronizado, por lo
que esas células se prestan particularmente bien a los estudios radiobioldgicos. Las células de
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mamiferos cultivadas que realizan ciclos no estan sincronizadas, obviamente, pero se pueden
sincronizar valiéndose de varias técnicas. La sensibilidad a la accion de los productos
quimicos o las radiaciones difiere en las distintas fases del ciclo, y los tipos de aberraciones
cromosomicas producidos dependen de la fase en que se aplique el tratamiento. [33]. Por
consiguiente, en esos estudios es importante trabajar con poblaciones sincronizadas, o al
menos tener una estimacion de la proporcion de células que se encuentran en las diferentes
fases en el momento de aplicar el tratamiento.

La progresion a lo largo del ciclo celular se controla en diferentes puntos para garantizar
con la maxima fidelidad la integridad del ADN vy la segregacion adecuada de las células hijas.
Los principales puntos de control se situan al final de G;, antes de la replicacion, al final de
G, antes de la mitosis, y en la transicion de la metafase a la anafase, antes de la segregacion
de los cromosomas y la division de las células. En esos puntos de control se puede bloquear la
progresion del ciclo celular si se advierte que se han producido dafios en el ADN, la
replicacion es incompleta o el huso presenta una estructura anormal.
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6. ALTERACIONES CROMOSOMICAS INDUCIDAS POR LA RADIACION

Las primeras pruebas notificadas de que los rayos X pueden inducir aberraciones
cromosOmicas proceden de los estudios genéticos de Miller [34] con Drosophila. Fueron
confirmadas por los estudios citologicos de Painter y Muller [35]. Posteriormente, Sax [36]
elabord la hipotesis de “primero la rotura” sobre el origen de las aberraciones cromosémicas
inducidas por los rayos X, y mas tarde Revell [37] propuso la hipdtesis alternativa del
intercambio. En esencia, Sax [36] propuso que las regiones cromosémicas dafiadas se ponen
en contacto después de haber sufrido roturas completas y que los extremos se desplazan y
acaban combinandose y realizando intercambios. Por el contrario, Revell [37] propuso que en
los puntos de lesién no se producen roturas completas sino que esos lugares son puntos
inestables que pueden interactuar con puntos similares y realizar intercambios de forma
emparejada. Existe una tercera posibilidad, presentada mas tarde por Chadwick y Leenhouts
[38], consistente en la interaccion entre puntos lesionados y no lesionados en la que los puntos
lesionados, en el sentido de Revell, pueden interactuar con un cromosoma no dafiado y
realizar un intercambio.

6.1. LESIONES DEL ADN INDUCIDAS POR LA RADIACION

La radiacion ionizante se caracteriza por la deposicion de energia de forma discontinua
(en forma de pulsos, manchas y trayectorias) en el tiempo y el espacio, que dafa el ADN
directa e indirectamente al crear especies reactivas, principalmente por radiélisis del agua
[39]. Los estudios biofisicos de la estructura de las trayectorias muestran que la radiacion de
baja TLE puede producir racimos de ionizaciones de forma localizada a lo largo de la
trayectoria de un electréon. La radiacion de alta TLE produce un numero algo mayor de
ionizaciones, proximas entre si [17] (figura 9A). La radiacion ionizante induce una amplia
gama de dafios en el ADN, en particular dafios en las bases (BD), roturas monocatenarias
(SSB), puntos carentes de base (AS), entrecruzamientos entre el ADN y las proteinas (DPC),
y roturas bicatenarias (DSB) (figura 9B).
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Fig. 9. Pauta de ionizacion de radiaciones de baja y alta TLE (A) y lesiones inducidas por la
radiacion (B) [40, 41].

La energia necesaria para formar una pareja de iones (H,O" + ) a partir de la radiolisis
del agua es de ~20 eV, y la radiacion ionizante deposita la energia en eventos cuya gama de
energias puede llegar hasta los centenares de eV, siendo la cantidad promedio de 60 eV. Dado
que esa energia es suficiente para producir aproximadamente tres parejas de iones, los
radicales formados reaccionaran en las inmediaciones de una region discreta y localizada. Las
lesiones del ADN resultantes, para todos los tipos de radiacion, pueden ser lesiones del ADN
Unicas con SSB, AS, o BD, lesiones multiples en un mismo sitio (MDS) o lesiones del ADN
arracimadas [42]. Las lesiones MDS producidas en el ADN pueden entrafiar una 0 mas DSB y
varias SSB, asi como BD. Las lesiones complejas y arracimadas del ADN pueden ser mas
dificiles de reparar, 0 puede que no sean reparables y por consiguiente quepa la posibilidad de
que se produzcan aberraciones cromosomicas letales [43].

La célula dispone de complejos mecanismos de transduccion de la sefal, puntos de
control del ciclo celular y vias de reparacion para responder a la lesion del ADN. Las BD, AS
y SSB se reparan mediante diversos procesos tales como la excision de pares de bases (BER),
excision de nucleétidos (NER) y reparacion de las roturas monocatenarias (SSBR) [44, 45].
Las DPC se reparan mediante NER y recombinaciones homologas (HRR) [46]. Las DSB son
lesiones criticas que, si se reparan incorrectamente, producen aberraciones cromosémicas
tales como los dicéntricos o translocaciones [47]. Dos de los principales mecanismos de
reparacion de las DSB son la HRR y la union de extremos no homélogos de ADN (NHEJ)
[48, 49]. Los dos mecanismos actlan en fases diferentes del ciclo celular. Mientras que la
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NHEJ interviene de forma importante en la reparacion de las DSB en todas las fases del ciclo
celular, la HRR lo hace moderadamente en la G;, aumentando su contribucion a medida que
la célula se adentra en el G, [50]. Sasaki [51] ha publicado una revisién exhaustiva de los
procesos biofisicos y moleculares por los que las radiaciones provocan aberraciones
cromosomicas.

6.2. ABERRACIONES DE TIPO CROMOSOMICO
Se han presentado procedimientos para clasificar las aberraciones cromosomicas [52, 53].

Ordinariamente, la poblacion de linfocitos periféricos sometidos a estimulacion
mitogénica no realiza ciclos celulares y se encuentra en la fase Gy del ciclo celular. Las
aberraciones cromosémicas inducidas por la radiacion seran, por consiguiente, de tipo
cromosomico, es decir, que en ellas participaran las dos cromatidas del cromosoma. Esta bien
establecido que la radiacion ionizante es un clastdgeno S-independiente, a diferencia de la
radiacion UV y los mutagenos quimicos, que son agentes S-dependientes. Por consiguiente, la
radiacion ionizante induce aberraciones de tipo cromosdémico y de tipo cromatidico tras el
tratamiento de células Go/G1 y G,/S, respectivamente. Sin embargo, los UV y los agentes
guimicos inducen mayoritariamente aberraciones cromatidicas en todas las fases del ciclo
celular. Si se observan aberraciones de tipo cromatidico en células Go/G; expuestas a
radiaciones ionizantes se puede inferir que las aberraciones no han sido provocadas por la
radiacion o bien que las células ya han atravesado un segundo ciclo in vitro.

Por lo tanto, las aberraciones de tipo cromatidico no tienen mucho lugar en dosimetria
bioldgica, porque no se inducen por irradiacion de linfocitos Go. De todos modos, si forman
parte de la frecuencia de fondo general de lesiones cromosomicas y pueden presentarse en
exceso si la persona objeto de investigacion para determinar si ha estado expuesta a la
radiacion tiene antecedentes de exposicion a clastbgenos quimicos. Es importante, por
consiguiente, que quienes realicen los recuentos microscépicos estén plenamente
familiarizados con las aberraciones de tipo cromatidicos y no las confundan con las de tipo
cromosémico. Ademas, al aumentar el interés de las investigaciones sobre la inestabilidad
cromosOmica retrasada y los fendmenos conexos se ha renovado el interés por las
aberraciones cromatidicas. De ahi que las aberraciones de tipo cromosémico se abarquen en
esta seccion y las aberraciones de tipo cromatidico en la seccion 6.4.

6.2.1. Aberraciones inestables.
Dicéntricos
El dicéntrico (figura 10) es la principal aberracion utilizada en dosimetria bioldgica.
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Fig. 10. Cromosoma dicéntrico junto con el fragmento acéntrico que lo acompafia (tincién
de Giemsa).

Se trata de un intercambio entre las porciones centroméricas de dos cromosomas rotos,
que en su forma completa va acompafiado de un fragmento acéntrico formado por las
porciones acéntricas de esos cromosomas. Se pueden formar configuraciones multicéntricas,
en particular después de la irradiacion con dosis altas. Los tricéntricos van acompafiados de
dos fragmentos, los tetracéntricos de tres, etc. La prueba de dicéntricos se abarca en detalle en
la seccion 9.

Anillos céntricos

En los linfocitos humanos, los anillos céntricos son mucho mas escasos que los
dicéntricos. Algunos investigadores los suman a los dicéntricos, mientras que otros prefieren
no tenerlos en cuenta para estimar la dosis. EI cromosoma anular resulta de un intercambio
entre dos roturas localizadas en brazos distintos de un mismo cromosoma y también va
acompafiado de un fragmento acéntrico (figura 11).
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Fig. 11. Extensién metafasica con dos anillos (flechas), un dicéntrico y fragmentos acéntricos
(tincion de Giemsa).

Acéntricos

Las aberraciones acéntricas se pueden formar independientemente de los intercambios
descritos supra, razén por la cual usualmente se denominan acéntricos en exceso. Puede
tratarse de deleciones terminales o intersticiales de diversos tamafos, pero no siempre se
puede determinar su origen, razon por la cual se los considera conjuntamente. Los anillos
acentricos en los que se observan espacios claros en el interior de pequefias estructuras
circulares se consideran ordinariamente deleciones intersticiales, mientras que los
minicromosomas, que aparecen como parejas de puntos de tincion uniforme, son en su
mayoria deleciones terminales [54, 55].

Células malvadas

Se conocen como células malvadas las células metafésicas preparadas a partir de cultivos
de linfocitos sanguineos que presentan niveles extremadamente elevados de lesiones
cromosOmicas sin una causa aparente. En la figura 12 se muestra un ejemplo; las roturas y
reordenaciones cromosémicas son tan amplias que cuesta identificar mas de uno o dos
cromosomas monocéntricos normales.
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Fig. 12. Célula malvada observada entre otras 500 células metafasicas normales procedentes
de una persona de control sana y no fumadora sin antecedentes de exposicién ocupacional o
médica a radiaciones y que habita en una zona con bajo nivel de radén. En la imagen
metafésica se distinguen los rasgos caracteristicos de una gran abundancia de cromosomas
policéntricos y fragmentos acéntricos, incluido un gran nimero de minicromosomas.

Por el contrario, la célula presenta numerosos cromosomas policéntricos, fragmentos
acentricos y minicromosomas. Los minicromosomas son diminutos cuerpos de cromatina que
contienen unas pocas megabases de ADN y que se pueden definir como los equivalentes
citogenéticos de las secuencias de ADN amplificadas [56].

Estas células sin parangdn se han observado en todas las razas y grupos étnicos del mundo
entero. Por ejemplo, las células malvadas se observaron por primera vez en 1968 en muestras de
sangre obtenidas de tribus de indios Yanomami, que habitan en la pluviselva de Venezuela [57].
Ulteriormente se han sefialado en habitantes de muchos paises, entre ellos Inglaterra, el Japon,
Ucrania, Lituania y la Federacion de Rusia. La expresion “células malvadas” fue acufiada por
Awa y Neel [58], quienes describieron las células en la descendencia de sujetos de control, tanto
irradiados como no irradiados, procedentes del bombardeo de Hiroshima. Analogamente a los
estudios de los supervivientes de las bombas atémicas, las evaluaciones citogenéticas realizadas
en poblaciones expuestas y no expuestas que vivian cerca de Cherndbil mostraron que las
células malvadas no estaban asociadas a la exposicion a radiaciones, puesto que se encontraban
también en grupos de control no expuestos [59, 60].

Si bien se ha determinado incuestionablemente la presencia mundial de células malvadas
en la poblacion humana, se desconoce si tienen importancia clinica. En estudios en los que se
obtienen muestras de forma seriada se ha constatado que las células malvadas son transitorias y
aparecen intermitentemente en breves fogonazos y simultaneamente en determinados
individuos de poblaciones delimitadas. Cabe sefialar que no se ha sefialado la presencia de
células malvadas en la bibliografia citogenética clinica, lo que probablemente se deba a que los
cultivos son mas largos, de tres dias, y se pueden producir de 2 a 3 divisiones celulares, con lo
que las células malvadas probablemente se pierdan. Ademas, para diagnosticar si el cariotipo de
la persona estudiada es normal o anormal, los citogenetistas analizan relativamente pocas
células metafésicas (entre 15 y 20). Por el contrario, los citogenetistas radiolégicos analizan
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sistematicamente centenares o incluso mil o méas células metafasicas de la primera division
procedentes de un mismo individuo, lo que aumenta enormemente la probabilidad de detectar
células malvadas, que, como se sabe, se producen poco frecuentemente. En conclusion, la
etiologia y la importancia médica de las células malvadas de linfocitos humanos siguen siendo
un enigma, si bien algunos datos apuntan a que algunos virus tales como el poliomavirus JC
humano podrian intervenir en su expresion [61].

Habida cuenta de la existencia de células malvadas, se recomienda que, en la mayoria de
los casos, a los efectos de la dosimetria bioldgica, las metafases aisladas que tengan aspecto
de células malvadas se excluyan de la evaluacion de la dosis. Una excepcién a esa regla
podria ser el caso en que se dispusiera de datos adicionales de exposicion a radiaciones de alta
TLE y que, en el caso ideal, se observaran varias células con dafios multiples que presentaran
un espectro continuo de lesiones.

6.2.2. Aberraciones estables
Traslocaciones reciprocas

Se entiende por traslocacién reciproca el intercambio de las porciones terminales de dos
cromosomas distintos. Los diversos tipos de traslocaciones fueron descritos por primera vez
utilizando la técnica de bandeo G y el cariotipado, pero el procedimiento es demasiado
laborioso para la dosimetria biologica sistematica. Con la tincion de Giemsa, que es
monocroma, las traslocaciones no se observan de modo tan fiable. Su aplicacion en dosimetria
es ahora posible con el método FISH (véase la seccién 10), con el que se observan en forma
de cromosomas monoceéntricos bicolores (figura 13).

Fig. 13. Metafase en la que se ilustra la “pintura” de los cromosomas con el método FISH
para detectar las traslocaciones. Las parejas de cromosomas 1, 2 y 4 se han “pintado” de rojo
y las parejas 3, 5y 6 de verde. La traslocacion reciproca se manifiesta en los cromosomas
bicolores (2 y 5), que han intercambiado segmentos en los extremos de sus brazos largos
(cortesia de Ramsey y Tucker, LLNL, EE.UU.).
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Traslocaciones no reciprocas

Cuando se observa un solo cromosoma bicolor, la traslocacion a menudo se denomina
terminal, o incompleta o unidireccional. Sin embargo, valiéndose de una combinacion de
sondas de cromosomas enteros, centromeros y telomeros, se ha comprobado que cierto
numero de traslocaciones que se habian considerado terminales o incompletas en realidad son
reciprocas. Es muy probable que la sefial de la porcidn correspondiente que falta se encuentre
por debajo del limite de resolucion visual, por lo que se ha propuesto que esas traslocaciones,
0 intercambios, se denominen unidireccionales. En la actualidad se considera que si existen
traslocaciones terminales pero que suponen un pequefio porcentaje del total, por ejemplo, que
a 4 Gy corresponden aproximadamente al 5 % [62].

Traslocaciones intersticiales (inserciones)

Se trata de un cromosoma bicolor en el que un fragmento acéntrico de un cromosoma se
ha insertado en el brazo de otro cromosoma. En la figura 14 se muestra un ejemplo.

Fig. 14. Extensién de una metafase humana en la que se distingue una insercion. La pareja de
cromosomas 1 se ha pintado de amarillo y todos los demas cromosomas se han contratefiido
con yoduro de propidio.

Células estables e inestables

Es posible realizar dosimetrias bioldgicas con el método FISH con caracter retrospectivo,
porque las aberraciones estables, tales como las traslocaciones reciprocas, atraviesan la
mitosis y se transmiten a las células hijas. Sin embargo, para que ello ocurra es necesario que
el genoma entero sea estable. Una traslocacién no podra superar la division si en la misma
célula existe una estructura inestable no conexa, por ejemplo, un dicéntrico o un acéntrico en
exceso. Ello ha llevado a que la estabilidad no se considere Gnicamente una caracteristica de
los distintos tipos de aberraciones sino de la célula en su conjunto. Asi fue reconocido hace
muchos afios por Buckton et al. en 1967 [63], quien introdujo las designaciones de Cs y Cu
para las células estables e inestables, respectivamente. La nocion ha recuperado prominencia
con el desarrollo de la dosimetria bioldgica retrospectiva con el método FISH, con la que se
ha demostrado que las traslocaciones reciprocas (bidireccionales) parecen ser mas estables
que las incompletas (unidireccionales) [64, 65].
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6.3. ABERRACIONES DE TIPO CROMATIDICO

Las aberraciones de tipo cromatidico se suelen clasificar del mismo modo que las de tipo
cromosomico; en las aberraciones de tipo cromatidico, la unidad que aparentemente participa
es, en la mayoria de los casos, una sola cromatida, y no el cromosoma entero, como ocurre en
las aberraciones de tipo cromosomico.

Deleciones terminales e intersticiales

Una delecién terminal es un desplazamiento bien definido del fragmento cromatidico
situado en posicion distal respecto de la lesion (figura 15).

Fig. 15. Extension metafasica con roturas (b) y huecos (g) cromatidicos.

Para que sea considerada una delecién terminal, la anchura de la region que no se tifie
situada entre las regiones céntrica y acéntrica tiene que ser mayor que la de la cromatida. Esta
definicidn se utiliza para distinguir las deleciones terminales (roturas cromatidicas) de las
lesiones acromaticas (huecos).

Las deleciones intersticiales de tipo cromatidico no se observan tan facilmente como sus
homologas de tipo cromosémico, en parte porque el pequefio fragmento suprimido a menudo
esta separado del cromosoma que ha sufrido la delecién y no se observa.
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Lesiones acromaticas

Las lesiones acromaticas (o huecos), figura 15, son regiones del cromosoma que no se
tifien, o se tifien muy levemente, que se manifiestan en una sola cromatida (simples) o en las
dos cromatidas, aparentemente en loci idénticos (dobles). Si la anchura de la regién que no se
tifie es inferior a la de la cromatida, se considera que se trata de una lesion acromatica.
Manifiestamente, esta es Unicamente una definicion de trabajo. En general, se sugiere registrar
las lesiones acromaticas, pero siempre separandolas de las deleciones cromatidicas. No se
deberia incluir su frecuencia en los totales de aberraciones por célula, puesto que en la
actualidad no esta clara su importancia ni su relacion con otras aberraciones “genuinas”.

Deleciones isocromatidicas

Las deleciones isocromatidicas constituyen excepciones a la clase de aberraciones de tipo
cromatidico en cuanto que en ellas participan las dos cromatidas, provocandose
aparentemente “roturas” en la misma posicion de ambas. Sin embargo, en un material
adecuado se constata que se pueden inducir con radiaciones en las fases S y G, del ciclo
celular, como ocurre en otras aberraciones de tipo cromatidico.

Se pueden dar varios tipos, en funcion de la naturaleza de las uniones entre las cromatidas
hermanas que tengan lugar. Si se produce una union entre las cromatidas hermanas, es posible
distinguir las aberraciones isocromatidicas de las deleciones terminales de tipo cromosémico.
Sin embargo, en las células de mamifero es muy poco frecuente que se produzcan uniones
entre las crométidas hermanas, y la mayoria de las deleciones isocromatidicas son de los tipos
proximal y distal sin unién. La mayoria de las veces, el fragmento acéntrico no se asocia a la
porcién céntrica suprimida del cromosoma. Segun la convencidn, puesto que las aberraciones
inducidas por radiaciones en los linfocitos en fase Gy son de tipo cromosémico, en el analisis
todos los fragmentos acéntricos apareados se tienen que clasificar como deleciones terminales
de tipo cromosoémico. Dado que, en todo caso, la frecuencia de deleciones isocromatidicas
seré baja en los linfocitos, la convencion no carece de sentido.

Intercambios asimétricos

Los intercambios asimétricos (intercambios entre brazos e intercambios cromatidicos
asimétricos) son equivalentes cromatidicos de los dicéntricos de tipo cromosoémico.

Intercambios simétricos

Los intercambios simétricos (intercambios cromatidicos simétricos), figura 16, son
equivalentes cromatidicos de las traslocaciones reciprocas de tipo cromosémico.
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Fig. 16. Extension metafasica con un intercambio cromatidico asimétrico, tefiida con Giemsa.

En el caso de los intercambios simétricos de tipo cromatidico, el apareamiento somatico
mantiene la asociacion entre los cromosomas que participan en el intercambio, por lo que
estos se pueden observar facilmente sin aplicar procedimientos de bandeo.

Intercambios asimétricos y simétricos

Existen dos formas de intercambios simétricos y asimétricos entre brazos, pero cuando se
analizan células metafésicas solo se distingue una de ellas. El apareamiento somatico hace
posible observar el intercambio simétrico.

Trirradiales

Un trirradial (configuracion con tres brazos) se puede describir como la interaccion entre
un cromosoma que presenta una delecion isocromatidica y un segundo que presenta una
delecion cromatidica.

A todas luces, la clasificacion no es exhaustiva, puesto que se pueden producir muchos
tipos de aberraciones complejas. Las descritas aqui son con mucho las que se observan méas
comunmente. Savage [52] propone una clasificacion mas completa.

6.4. CONDENSACION PREMATURA DE LOS CROMOSOMAS

Cuando las células entran en mitosis, la cromatina se condensa y forma las familiares
configuraciones de los cromosomas. Se han elaborado técnicas que también provocan la
condensacion de la cromatina cuando no se encuentra en mitosis, o que se denomina
condensacién prematura de los cromosomas (PCC). Se puede inducir la condensacion
prematura fusionando células interfasicas con células mitéticas de ovario de hamster chino
(CHO) o células HeLa utilizando el virus de Sendai o macrogol (PEG) como agente de la
fusién [66]. No obstante, la fusion con virus de Sendai obliga a utilizar células con
membranas particularmente receptivas a las particulas viricas, y se ha notificado que los
linfocitos en Gy no se funden satisfactoriamente con el virus de Sendai. La dificultad se supero
a efectos de la dosimetria bioldgica utilizando PEG para inducir la PCC [67].
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Asimismo, se han elaborado métodos quimicos para inducir la PCC utilizando inhibidores
de la fosforilacion del ADN tales como el acido okadaico o la caliculina A. La mayoria de esos
métodos requieren que las células se encuentren realizando ciclos in vitro [68, 69].

La técnica de la PCC, que se describe pormenorizadamente en la seccion 11, es un
instrumento de investigacion muy Gtil para sondear los procesos inmediatamente posteriores a
la irradiacion y la cinetica de la restitucion y/o los fallos de la reparacion de las roturas
cromosOmicas que provocan las aberraciones (es decir, los dicéntricos y las traslocaciones)
[70-72]. Esos estudios demuestran que los dicéntricos, las traslocaciones completas o
incompletas y los fragmentos acéntricos que en Gltima instancia se observan en las metafases se
forman en la fase Goen momentos distintos y dependen de la dosis. En los linfocitos humanos, a
dosis bajas de rayos X (1-2 Gy) se forman rapidamente dicéntricos y traslocaciones. Sin
embargo, a dosis mas altas de 4 y 6 Gy las frecuencias de intercambios cromosémicos
aumentan proporcionalmente a la restitucion de las roturas cromosomicas (reparacion).
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Fig. 17. Condensacion cromosémica prematura inducida por fusion mediante PEG en un
linfocito humano no irradiado fusionado con una célula mit6tica de ovario de hamster chino.
Se observan 46 PCC de cromatina monotatenaria bien definidos.

6.4.1. Técnicas de PCC
Las distintas técnicas de PCC se pueden dividir del modo siguiente:

Prueba de PCC con fusion; es la primera que se describi6 en la bibliografia, en 1974 [73, 74].
En esta prueba, los linfocitos se fusionan con células mitéticas. A menudo se utilizan células
CHO, con el fin de inducir la condensacion prematura de los cromosomas humanos [67]. El
planteamiento permite recontar el nimero de fragmentos de cromosoma humano y, de ese
modo, el nimero de fragmentos cromosomicos que, por efectos de la radiacion, exceden la
frecuencia de fondo. Se ha utilizado también para obtener una estimacion de la exposicion no
uniforme [75]. La ventaja principal de este método es que el dafio se puede observar poco
después de haber obtenido la muestra de sangre.

36



Con la prueba rapida de cromosomas interfasicos (RICA) se puede visualizar el dafio
inducido por la radiacion utilizando sondas FISH. EI ADN de los cromosomas se condensa
artificialmente con el fin de identificar los dominios cromosdémicos y detectar los
intercambios entre dos dominios distintos [76-78].

La prueba de dicéntricos con PCC posibilita la observacion de los dicéntricos en fases del
ciclo celular distintas de la clasica fase M (principalmente en la fase G,) y, de ese modo, la
visualizacion de células que no se habrian observado con la prueba de dicéntricos
convencional [79]. Ello es particularmente interesante cuando el recuento de linfocitos ha
disminuido como consecuencia de una exposicion y cuando es dificil obtener mitosis clasicas.
Mediante el método de PCC con fusion se puede reducir el tiempo que separa la obtencion de
la muestra y la estimacion de la dosis [79], si bien cuando se utilizan técnicas quimicas para
inducir la PCC la mayoria de los laboratorios realiza cultivos de 48 horas y, por consiguiente,
el tiempo no disminuye.

La prueba de anillos de PCC corresponde a la visualizacion de anillos inducidos mediante
radiaciones en células que se encuentran en diferentes fases del ciclo celular (figura 18).
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Fig. 18. Anillos de PCC (flechas) en un linfocito obtenido del paciente A del accidente de
Tokai-mura (véase la seccion 11.3).

La principal ventaja de este planteamiento es que se pueden medir dosis mucho mas altas
que con la prueba de dicéntricos clasica, puesto que la saturacion del nimero de anillos se
produce solo a dosis superiores a los 20 Gy para radiaciones de baja TLE [70, 80, 81].

6.5. MICRONUCLEOS

Se forman microndcleos (MN) cuando en la anafase se quedan rezagados fragmentos
cromosémicos 0 cromosomas enteros, que no pasan a los nucleos de las células hijas
(figura 19A, B). Se manifiestan en el interior del citoplasma de las células hijas como pequefios
objetos esféricos que presentan las mismas propiedades morfoldgicas y de tincion que los
nacleos [82].
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Fig. 19. (A) Diagrama esquematico del mecanismo de formacion de microndcleos y puentes
nucleoplasmicos en la prueba de microndcleos con bloqueo de la citocinesis. (B) Ejemplos de
celulas binucleadas sin microndcleos y con uno o dos micronucleos. (C) Ejemplos de células
binucleadas con uno o dos puentes nucleoplasmicos; en todos los casos, el puente
nucleoplasmico estd acompafiado de un micronucleo.
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A mediados de los afios 1980 se introdujo una importante innovacién técnica. Se trata de
un método en el que, sin inhibir la division nuclear, se bloguea la citocinesis en linfocitos
cultivados agregando citocalasina B (Cyt-B) al medio. El bloqueo de la citocinesis [83, 84] da
lugar a la formacion de células binucleadas (BN), pues no produce la separacion de las dos
células hijas. Con este protocolo es posible, por consiguiente, distinguir las células que
proliferan (después de la primera mitosis) de las que no proliferan, y de recontar
especificamente los MN en las células que son capaces de expresarlos, es decir, las células BN.
La prueba modificada permite identificar y cuantificar los MN en células binucleadas que han
conservado el citoplasma (figura 19B).

La medicion de los micronucleos en células BN se puede perfeccionar ain mas utilizando
sondas centroméricas que hacen posible distinguir los microndcleos procedentes de
fragmentos cromosomicos acéntricos de los que proceden de cromosomas enteros [85, 86].

Los adelantos registrados actualmente en la automatizacion de la deteccion de MN abren
nuevas perspectivas al uso de la prueba en la evaluacion de las victimas en gran escala de
exposiciones a radiaciones y en la biomonitorizacion sistematica [87] (seccion 13.3.3).

La prueba de microndcleos con bloqueo de la citocinesis ha evolucionado ahora hasta
convertirse también en una prueba del citoma en la que se puede evaluar una gama entera de
lesiones cromosOmicas, en particular roturas, reordenaciones cromosOmicas asimétricas,
pérdidas de cromosomas y no disyunciones, asi como necrosis, apoptosis y citostasis [86]. Este
metodo se utiliza asimismo especificamente para medir los puentes nucleoplasmicos (NPB)
(figura. 19A, C), un biomarcador indirecto de los cromosomas dicéntricos originado por la
fusion de extremos teloméricos o por el fallo de la reparacion de las roturas de la doble cadena
de ADN [86]. Por consiguiente, los NPB medidos en la prueba del citoma con blogueo de la
citocinesis se pueden aplicar también a la dosimetria biolégica de la exposicion a las radiaciones
ionizantes [88]. Se ha observado también una fuerte correlacion, y curvas de dosis-respuesta
similares, entre los NPB y los cromosomas dicéntricos y los anillos céntricos [89].

En la seccién 12 se proporciona informacion pormenorizada sobre el analisis de MN y la
prueba del citoma.
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7. OBTENCION DE MUESTRAS DE SANGRE

7.1. SECUENCIA CRONOLOGICA

Se podria obtener por venopuncién una muestra de sangre, preferentemente de 10 mL,
pocas horas después de producirse una exposicion del cuerpo entero a la radiacion. Sin
embargo, si la exposicion ha sido parcial o no uniforme, los linfocitos de los grupos
circulantes y extravasculares no habran alcanzado el equilibrio hasta pasadas alrededor de 24
horas [90]. Por consiguiente, dado que la muestra podria contener una proporcién no
representativa de células irradiadas, es aconsejable retrasar la toma de la muestra hasta el dia
siguiente, por lo menos. Habria que tratar de obtener la muestra con prontitud, puesto que
incluso si los parametros hematoldgicos del paciente estdn dentro de los limites normales al
cabo de aproximadamente unas cuatro semanas, la cantidad de aberraciones empieza a
disminuir y aumenta la incertidumbre de la estimacion de la dosis de radiacion [91].

Si se ha producido una sobreexposicion grave y es probable que el recuento de leucocitos
disminuya fuertemente, se dispone de solo unas pocas horas o dias antes de que el recuento de
linfocitos disminuya hasta el punto de que no se puedan obtener suficientes células para
realizar el analisis citogenético. Si el tratamiento médico prevé la realizacion de transfusiones
de sangre entera o de fracciones sanguineas es importante obtener una muestra de sangre del
paciente antes de que comience el tratamiento. Por interés cientifico, el laboratorio deberia
tratar de obtener una secuencia de muestras de sangre a intervalos frecuentes. Ello es
éticamente aceptable puesto que el muestreo se realiza para monitorear las modificaciones del
recuento de los distintos leucocitos.

Puede que no siempre se puedan obtener cultivos celulares con prontitud, por ejemplo, si
las muestras se toman en regiones remotas mal comunicadas. Las muestras sanguineas se
pueden conservar refrigeradas, pero rapidamente se plantea la cuestién de la pérdida de
viabilidad de los linfocitos [92]. El problema se supera estimulando los linfocitos con
fitohemaglutinina (PHA) inmediatamente después de la venopuncion y manteniéndolos en
frio (por debajo de los 20 °C), de modo que no se transformen y avancen en el ciclo celular
hasta que se calienten a 37 °C. ElI método siguiente, elaborado por M. S. Sasaki
(comunicacion personal) permite retrasar el cultivo celular hasta dos semanas:

1) Preparar por adelantado tubos estériles de 10 mL que contengan 5 mL de medio L-15 de
Leibovitz con un 20 % de suero bovino fetal y un 4 % de PHA deshidratada (el medio L-15
de Leibovitz es esencial para el transporte a largo plazo porque estd tamponado con una
cantidad 10 veces mayor de aminoacidos que otros medios de cultivo comunes y el pH se
mantiene estable durante mucho tiempo).

2) Tomar una muestra de sangre en un tubo heparinizado convencional.
3) Agregar 5 mL de sangre heparinizada en un tubo con medio L-15 y mezclar.

4) Mantener los tubos en frio (<20 °C); en estas condiciones, se pueden almacenar o mandar
al laboratorio sin que disminuya significativamente la viabilidad.

5) Seguidamente, las células se lavan con un medio convencional y se procesan siguiendo los
pasos descritos en la seccidn 9.1 para el establecimiento de cultivos convencionales.

Si se utiliza el procedimiento del medio de Leibovitz sera necesario validarlo con una curva
de dosis-respuesta obtenida en las mismas condiciones.

7.2. ANTICOAGULANTE

El anticoagulante més utilizado para el cultivo de linfocitos es la heparina de litio exenta de
conservantes, aunque se puede utilizar heparina de sodio o de amonio. Con otros
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anticoagulantes comunes, como el acido etilenodiaminotetraacético (EDTA), a menudo el
crecimiento celular no es bueno, por lo que no se deberian utilizar. Si se recibe una muestra con
un anticoagulante no adecuado es preferible pedir una muestra nueva. Sin embargo, ello no
siempre es posible y en esos casos se puede “rescatar” la muestra lavandola. El procedimiento
consiste en tomar 4 mL de la sangre, agregar 6 mL de una solucion salina equilibrada (de Hank
0 de Earle) o un medio de cultivo y centrifugar a 600g durante 3 a 5 min. Retirar el
sobrenadante y agregar 10 mL de liquido de lavado al sedimento de células y centrifugar de
nuevo. Una vez retirado el sobrenadante final, se pueden devolver las células lavadas al
volumen de sangre original agregando medio de cultivo que contenga un 10 % de suero de
ternera fetal. Seguidamente se pueden establecer los cultivos segun se describe en la
seccion 9.1, tratando la muestra lavada como si fuera una muestra sanguinea ordinaria.

7.3. CONTENEDORES

Varias empresas fabrican tubos desechables de vidrio o plastico para muestras con las
cantidades correctas de heparina de litio. Se pueden utilizar tanto los antiguos tubos de tapon
de rosca como los tubos de vacio. Tienen que estar estériles, y muchos fabricantes los
suministran sistematicamente estériles, pero hay que confirmar que lo estén. Hay que evitar
los tubos que contengan geles o microesferas de vidrio o plastico. Si se utiliza heparina
liofilizada es importante mezclar la sangre adecuadamente invirtiendo el tubo varias veces. Es
preferible que el laboratorio de citogenética proporcione el tubo de muestra de su reserva
propia. De ese modo, ademas, se podran dar instrucciones detalladas al médico y se podra
indicar en el paquete la direccion correcta a la que se debera devolver la muestra.

7.4. TRANSPORTE

Es preferible que durante el transporte las muestras de sangre se conserven entre 18°C
y 24 °C. Si se prevé que deberan soportar temperaturas muy alejadas de ese margen se
aconseja utilizar refrigerantes o envoltorios que mantengan la temperatura ambiente, asi como
dispositivos de registro de la temperatura. En todo caso, hay que evitar que las muestras se
congelen durante el transporte.

El transporte de las muestras debe cumplir la reglamentacién nacional y/o internacional
pertinente sobre transporte de sustancias infecciosas, segln se expone en la guia de la OMS
sobre la reglamentacion relativa al transporte de sustancias infecciosas [93]. En ese
documento se explica asimismo a los remitentes el modo de clasificar, documentar, marcar,
etiquetar y empaquetar las sustancias infecciosas o potencialmente infecciosas tales como las
muestras de sangre para diagnostico.

Se pueden utilizar tubos estandar de vidrio o plastico de heparina de litio. Hay que
disponerlos en un contenedor secundario rigido, indeformable y estanco. En el contenedor
deberia haber también material de acolchado y material absorbente en cantidad suficiente para
absorber la totalidad del contenido, pero no deberia haber bolsas refrigerantes. EI contenedor
secundario tiene que disponerse en un envoltorio externo, es decir, en una caja de carton
resistente, debidamente etiquetado. Los envios de muestras de sangre con fines diagndsticos
sobre los que no consta que contienen patdgenos se clasifican como “UN 3373. SUSTANCIA
BIOLOGICA, CATEGORIA B”. Por consiguiente, en el etiquetado debera figurar esa frase,
junto con un rombo equidngulo de fondo blanco que lleve escrito en caracteres negros
‘UN 3373’. Ademas, en el paquete hay que indicar el nombre del remitente, su direccion y
namero de teléfono, el nombre del destinatario, su direccién y nimero de teléfono, y el
numero de teléfono de una persona responsable que esté informada del envio [93].

Si se considera necesario incluir elementos de refrigeracion o de mantenimiento de la
temperatura ambiente, hay que disponerlos por fuera del contenedor secundario, y el envase
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externo tiene que ser de material aislante, por ejemplo de poliestireno. En el comercio se
encuentran envases que se ajustan a la reglamentacion.

En los envios internacionales, el remitente tiene que obtener los permisos de exportacion
0 importacion que corresponda, y hay que notificar el envio de las muestras al laboratorio de
destino, para que, en caso necesario, tramite la autorizacién de importacion. A menudo resulta
practico recurrir a una empresa de mensajeria que preste un servicio rapido “de puerta a
puerta” y se ocupe de los tramites aduaneros, etc.

Son tolerables los plazos de trénsito de dos o tres dias; sin embargo, las muestras de
sangre precisan servicios de entrega especiales para evitar retrasos prolongados, por ejemplo,
por causa de festividades nacionales.

En los transportes aéreos, la sangre no se debe irradiar con rayos X en los controles de
seguridad. Si es probable que eso vaya a ocurrir, en el paquete se puede incluir un trozo de
pelicula de rayos X o un dosimetro estandar de termoluminiscencia (TLD) o un dispositivo de
monitoreo de luminiscencia estimulada Opticamente (OSL). En el paquete debe figurar la
indicacion “NO IRRADIAR CON RAYOS X”, advertencia que se tiene que incluir también
en la documentacion que acomparie al envio.
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8. OBTENCION IN VITRO DE UNA CURVA DE DOSIS-RESPUESTA

8.1. CONSIDERACIONES GENERALES

Pese a la mejora de las técnicas y a que en el analisis de los datos se utilizan programas de
estadistica mas comparables, sigue habiendo diferencias en las curvas de calibracion entre
laboratorios. La interpretacion de la dosis sirviendose de una curva obtenida en otro lugar puede
aumentar la incertidumbre, razén por la cual hay que recomendar que todo laboratorio que vaya
a realizar dosimetrias bioldgicas determine sus propios datos de dosis-respuesta [94].

En la mayoria de las sobreexposiciones accidentales intervienen fuentes de radiacion
gamma, pero se registra también un ndmero apreciable de sucesos con rayos X. Se ha
determinado fehacientemente que la calibracion de esas dos radiaciones de baja TLE es
distinta, en particular a dosis bajas. Por consiguiente, todo laboratorio que decida establecer
un programa de dosimetria bioldgica tendra que determinar en primer lugar las curvas de
dosis-respuesta de esas cualidades de radiacion. Afortunadamente, los sucesos que entrafian la
exposicion a neutrones son infrecuentes, pero se deberia considerar la posibilidad de que el
laboratorio deba responder ante un accidente de criticidad. En ese caso, se precisard una curva
de calibracién para los neutrones del espectro de fision.

Se deberan irradiar linfocitos in vitro aproximandose todo lo posible a la situacién in
vivo; de ese modo se obtiene la misma relacion dosis-respuesta [95]. Hay que utilizar
muestras frescas de sangre, en tubos de heparina de litio, que se irradian como la sangre
entera a 37 °C. Después de la irradiacion se conservan 2 horas mas a 37°C y seguidamente se
cultivan aplicando un método estandar idéntico al que se utilice para la prueba de los
dicéntricos, las traslocaciones o los microndcleos con las muestras obtenidas de los pacientes
supuestamente sobreexpuestos.

8.2. CONSIDERACIONES FiSICAS

La preparacion de la curva de dosis-respuesta tiene que estar respaldada por una
dosimetria fisica fiable y exacta, por lo que es necesario considerar un cierto nimero de
aspectos. La sangre se tiene que colocar de modo tal que la dosis se pueda deducir facilmente,
y hay que exponerla a una distancia suficiente de la fuente para que la irradiacion se pueda
considerar uniforme. Por ejemplo, si la muestra tiene un grosor de 1 cm, se tiene que situar
por lo menos a 1 m de la fuente, para que la diferencia entre la parte delantera y la parte
trasera de la dosis sea inferior al 2 %. Para que las particulas cargadas estén en equilibrio, la
sangre tiene que estar rodeada de una cantidad suficiente de material. Para rayos gamma
de ®®Co bastara un material de densidad equivalente a 4 mm de agua; para rayos X
de 250 kVp solo es necesario 1 mm. Para los neutrones suele bastar también 1 mm.

Hay que reducir al minimo posible el material aledafio, para evitar las complicaciones
debidas a la dispersion de la radiacion. EI material deberia tener una composicion atomica similar
a la de la sangre, porque la dosis impartida a la sangre cerca de la pared del contenedor de la
muestra se debera a electrones procedentes de interacciones con la pared. Si la composicion
atdbmica es muy distinta, las células seran irradiadas de forma no uniforme. Para los rayos X y los
rayos v, la densidad de electrones es el principal factor a tener en cuenta al considerar la diferencia
de composicién, mientras que en el caso de los neutrones importan los constituyentes atomicos,
porgue los neutrones interactuan con los ncleos de los atomos de la diana.

Es necesario calibrar el montaje de exposicién con medidas fisicas, y lo mas comun es
que se utilice una camara de ionizacién, pero se pueden aplicar otros métodos. Por ejemplo,
en la figura 20 se ilustran mediciones realizadas con alanina.
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Fig. 20. Gradilla de exposicion utilizada para sostener y posicionar tubos de ensayo de 15 mL y
tubos al vacio de 10 mL para exposiciones a irradiacion con fuentes de rayos y. El contenedor
de la gradilla es de plexiglas, y se ha disefiado con paredes de 6 mm de grosor para asegurar
que las particulas cargadas estén en equilibrio. Asimismo, el contenedor dispone de orificios de
acceso en sus extremos, para que se pueda conectar un bafio Maria circulante (que no se
muestra) que mantenga el contenido a 37 °C durante la irradiacion. Se muestran también los
tubos de ensayo y los tubos al vacio, ya sea con agua o con viales de alanina, utilizados para
las mediciones dosimétricas [97] (cortesia de AFRRI, EE.UU.).

El detector del dosimetro fisico debe estar rodeado de material equivalente al que rodea la
sangre. De ser posible, debe tener las mismas dimensiones que la muestra de sangre, para que
pueda sustituir a la muestra a efectos de la dosimetria. Ordinariamente, el dosimetro fisico se
calibrara en kerma en aire, en unidades de Gy, y deberia ser trazable respecto de una norma
nacional. El factor de conversion a Gy en tejido blando es la razén de los coeficientes masicos
de absorcidn de energia. EI valor numérico se obtiene multiplicando el valor del kerma en aire
por un factor de 1,09 para rayos X de 250 kVp y de 1,10 para rayos y de *°Co. Por
consiguiente, el factor depende de la energia y disminuye a medida que disminuye la energia.
Existe también una diferencia entre los factores de conversion para los tejidos blandos y para
la sangre, pero para radiaciones de baja TLE es suficientemente pequefia para que se pueda
despreciar. Para los neutrones puede que se aproxime al 5%. El factor de calibracion
comprende la absorcion por la pared de la camara de ionizacién, pero a menudo serd
necesario corregir la tasa de dosis para tener en cuenta la absorcién por la propia sangre.

El método usual para determinar las dosis consiste en convertir el kerma en aire medido en
dosis absorbida en el tejido o la sangre y a continuacion introducir las conversiones necesarias
para tener en cuenta la distancia (ley de la inversa de los cuadrados), la absorcion y la diferencia
de composicion del material en la interfase con la sangre. El tamafio y la geometria general del
aparato son resultado de un compromiso entre esos factores, porque cuanto menor es la muestra
de sangre, menor es la correccion debida a la absorcion y mayor la correccion debida a la
diferencia de composicién. En todo caso, la geometria y el material se tienen que elegir de
modo que se reduzca al minimo la necesidad de introducir correcciones.

Para obtener in vitro una curva de calibracion aplicable a los casos de exposicion
accidental aguda, la tasa de dosis debe elegirse de tal modo que todas las dosis se impartan en
menos de 15 min. De ese modo, las diferencias de tiempo de aplicacion de las distintas dosis
seran suficientemente pequefias para que la influencia sobre el coeficiente B, el coeficiente del
cuadrado de la dosis de la produccion, no sea superior a aproximadamente un 4 %. Ademas,
algunos investigadores prefieren obtener calibraciones no agudas para comprender mejor la
modificacion que se deberia introducir en el coeficiente  para interpretar la produccién de
aberraciones en accidentes en los que se producen irradiaciones prolongadas. Mas importante
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alin es que esas calibraciones se realicen a 37°C. Si se realizan a temperatura ambiente seran
escasas 0 nulas las reparaciones que se lleven a cabo durante la exposicion, con lo que la
curva de dosis-respuesta resultante serda la misma que para las irradiaciones agudas. Es
importante recordar que el tiempo de exposicion, y no la tasa de dosis, es el factor critico en la
calibracién prolongada. Por consiguiente, todos los puntos de datos deben obtenerse de sangre
que se haya irradiado durante el mismo tiempo, lo que se puede lograr modificando la
distancia a la fuente, y ello, obviamente, requiere que se efectlien bastantes mas mediciones
de calibracion. La alternativa méas sencilla, utilizando una tasa de dosis constante y, por
consiguiente, una sola posicion de irradiacion, obliga a utilizar distintos tiempos de aplicacion
para cada dosis, con lo que los datos resultantes no se corresponderan tan bien con la ecuacion
lineal cuadratica de dosis-respuesta. [96].

A efectos de calibracion, algunos laboratorios prefieren colocar la muestra de sangre en
un “maniqui”, considerando que asi se tiene en cuenta en cierta medida la dispersion en el
cuerpo humano (figuras 20 y 21).

Fig. 21. Bafio Maria calentado a 37°C situado delante de una fuente de rayos gamma de
cobalto 60. Para lograr el equilibrio electronico, la muestra de sangre se coloca en el
interior de un soporte de plexiglas.

Sin embargo, hay que tener mas en cuenta los mencionados factores de correccion
dosimétrica y la posibilidad de colocar una cdmara de ionizacion junto a la muestra de sangre.
A modo de “maniqui”, para simular el cuerpo se suele utilizar agua, que se ha de mantener
a 37°C. Si la camara de ionizacion se coloca con la misma disposicion geométrica que la
muestra de sangre, se tendra en cuenta la dosis debida a la dispersion de la radiacién. El uso
de agua caliente obliga a introducir importantes correcciones de temperatura y presion y, por
supuesto, la cadmara no se puede mojar. Resultan particularmente problematicas las
calibraciones de neutrones realizadas con “maniqui”. En lugar de agua es preferible utilizar un
material equivalente al tejido. De ese modo se produce un espectro de radiacion parecido al
del cuerpo y, posiblemente, un reforzamiento considerable del componente de baja TLE de la
dosis impartida a los linfocitos. Especificar el espectro de los componentes de la dosis total
absorbida puede resultar muy dificil.
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8.3. CONSIDERACIONES ESTADISTICAS

Como se examind en la seccidn 3, se dispone de datos muy sélidos de que la produccion
de aberraciones cromosémicas o micronucleos () se relaciona con la dosis (D) por medio de
la ecuacion lineal cuadratica

Y =C +aD + fD? (3)

0 bien, para la radiacion de alta TLE, el término o aumenta y, en ultima instancia, el término 3
pierde importancia biolégica y asimismo queda “enmascarado” estadisticamente, de modo
que la relacion dosis-respuesta se aproxima a la ecuacion lineal

Y =C+aD (4)

El objetivo del ajuste de la curva es determinar los valores de los coeficientes C, o y B
gue mejor se ajusten a los puntos de datos. Para los dicéntricos, la irradiacion con rayos X o
gamma produce una distribucién del dafio que se representa muy bien con la distribucion de
Poisson [98]. Por el contrario, los neutrones u otros tipos de radiacién de alta TLE producen
distribuciones que muestran una sobredispersién, en la que la varianza (c°) supera a la
media (y). Sigue abierta la cuestion de si la razén entre la varianza y la media (c?/y) es una
funcién de la dosis. En el caso de los microndcleos, los datos tienden hacia la sobredispersion
a todas las dosis, incluso si se irradian fotones.

Dado que los métodos de ajuste de la curva se basan en modelos estadisticos de Poisson,
se deberia verificar si la distribucién de células dicéntricas se ajusta a una distribucion de
Poisson para cada dosis utilizada en la determinacion de la curva de calibracion. En la
actualidad, la prueba utilizada mas frecuentemente es la de la u [99, 100]. El estadistico de la
prueba de la u es una unidad normalizada del indice de dispersién (c%/y), que para una
distribucion de Poisson deberia valer 1. Los valores de u superiores a 1,96 indican una
sobredispersion (con un nivel de significacion bilateral de o = 0,025).

N —1
u=(c?/y-1) |———— 5)
/ \/ 2(1—%0

N indica el nimero de células analizadas, y
X el nimero de dicéntricos (o dicéntricos y anillos) detectados.

donde:

Los valores de u < -1,96 indican una subdispersion. Desde una perspectiva bioldgica es
muy poco probable que se produzca una subdispersion, por lo que los valores de u inferiores
a -1,96 podrian indicar que ha habido un problema en la obtencion de las muestras.

Para que el ajuste de la curva sea adecuado se precisa un namero suficiente de grados de
libertad, para reducir al minimo el error de la curva. Lo ideal es que se utilicen 10 o més dosis
en el margen de 0,25-5,0 Gy. Para radiaciones de baja TLE no es necesario disponer de datos
superiores a aproximadamente 5,0 Gy vy, en efecto, hay pruebas de que mas alla de esa dosis
se satura la produccion de aberraciones, lo que provoca una distorsion del coeficiente § [101].
Para radiaciones de alta TLE se sugiere un méaximo de 2,0 Gy.

Dado que en la mayoria de los accidentes radiologicos intervienen dosis inferiores
a 1,0 Gy, el extremo inferior de la curva es particularmente importante para estimar la dosis.
Por consiguiente, hay que tratar sobre todo de reducir la incertidumbre estadistica asociada al
coeficiente de produccion a. Se sugiere que varias de las dosis de calibracion, en todo caso
por lo menos cuatro, se sitten en el margen de 0,25 a 1,0 Gy. Si el laboratorio tiene capacidad
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para obtener datos sobre dosis inferiores a 0,25 Gy, es muy deseable que los obtenga. A dosis
superiores, hay que tratar de detectar 100 dicéntricos por dosis. Sin embargo, a dosis
inferiores es muy dificil lograrlo, y en su lugar se deberian examinar varios miles de células
por punto; se propone entre 3 000 y 5000 células. En todos los casos, el numero de células
examinadas debe depender del nimero de puntos de dosis de la zona de dosis bajas,
centrandose en la reduccién al minimo del error de la curva de ajuste. En el cuadro 4 se dan
ejemplos de datos utilizados para obtener las curvas de dosis-efecto para radiacion y de baja
TLE y radiacion o de alta TLE.

CUADRO 4. RESULTADOS CITOGENETICOS OBTENIDOS CON MUESTRAS DE
SANGRE IRRADIADAS CON RAYOS vy Y PARTICULAS DE HELIO-4 [102, 103]

Rayos vy (cobalto 60)

Distribucion celular de dicéntricos

H 2
Dosis (Gy) N X 5 1 > 3 2 3 5 oly u

0,000 5000 8 4992 8 1,00 -0,07
0,100 5002 14 4988 14 1,00 -0,13
0,250 2008 22 1987 20 1 1,08 2,61
0,500 2002 55 1947 55 0,97 -0,86
0,750 1832 100 1736 92 4 1,03 0,79
1,000 1168 109 1064 99 5 1,00 -0,02
1,500 562 100 474 76 12 1,06 1,08
2,000 332 103 251 63 17 2 1,14 1,82
3,000 193 108 104 72 15 2 0,83 -1,64
4,000 103 103 35 41 21 4 2 0,88 -0,84
5,000 59 107 11 19 11 9 6 3 1,15 0,81
Promedio 1,0

Particulas de “He de 20 MeV

Distribucion celular de dicéntricos

H 2
Dosis (Gy) N X 5 1 > 3 2 3 5 > oly u

0,000 2000 3 1997 3 1,00 -0,04
0,051 900 19 881 19 0,98 -0,44
0,104 1029 27 1004 23 2 1,12 2,84
0,511 1136 199 960 154 21 1 1,07 1,60
1,010 304 108 217 69 15 3 1,09 1,15
1,536 142 96 75 40 25 2 0,98 -0,20
2,050 137 120 63 4 16 12 2 1,20 1,65
2,526 144 148 66 34 25 14 3 2 1,40 3,40
3,029 98 108 47 16 17 17 0 1 1,56 3,93
Promedio 1,19

Para cada dosis analizada se presenta el numero total de celulas examinadas (N), el
namero total de dicéntricos observados (X), la distribucién celular de dicéntricos y el indice
de dispersion (c%/y) y la prueba de la u (u). Los valores de u superiores a 1,96 indican una
sobredispersion.

La técnica propuesta para determinar los mejores coeficientes de ajuste es la de la
maxima verosimilitud [104, 105]. Con este método, el mejor valor de ajuste de cada
coeficiente se obtiene suponiendo que la distribucion es de Poisson y maximizando la
verosimilitud de las observaciones mediante el método de la reponderacion iterativa de los
cuadrados minimos. Para distribuciones sobredispersas (que no son de Poisson) como las
obtenidas con radiacion de alta TLE, en las ponderaciones hay que tener en cuenta la
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sobredispersion. Si los datos muestran una tendencia estadisticamente significativa de o/y
con la dosis, entonces hay que utilizar esa tendencia. En caso contrario, hay que dividir la
ponderacién de Poisson en cada punto de dato por el valor promedio de c%/y.

Seguidamente hay que verificar la bondad del ajuste de la curva y la significacion de los
coeficientes o y B ajustados, por ejemplo, utilizando la prueba de la ji al cuadrado () y una
forma apropiada de la prueba de la F (es decir, la prueba de la F, la prueba de la z o la prueba
de la t) respectivamente. Esas pruebas se exponen en detalle en el anexo VI. Si hay pruebas de
que no se produce ajuste (es decir, que x* es mayor que los grados de libertad (df)), entonces
hay que aumentar el error estandar (SE) en (x*df)*2. Muchos programas informaticos
calculan los valores del SE a partir de la suma de los cuadrados, en lugar de utilizar la
estimacion de Poisson de la varianza, lo que puede, incorrectamente, propiciar una
subestimacion del error de Poisson. Por esa razon, cuando se calculan los SE con este método,

y los df son mayores que %2, es una buena practica aumentar el SE en (df /%),

En el cuadro 5 se indican los coeficientes ajustados cuando se utilizan los datos del
cuadro 4 y los SE se calculan suponiendo que las distribuciones son de Poisson.
CUADRO 5. RESULTADOS DEL AJUSTE DE LOS DATOS SOBRE DICENTRICOS
DEL CUADRO 4

Rayos y (cobalto 60)

C+SE o (Gy™) £SE B (Gy™®) +SE v df
0,00128 + 0,00047 0,02103 + 0,00516  0,06307 + 0,00401 6,61 8
F =408, p<0,03 F=1573, p<0,01 p=0,58

Particulas de *He de 20 MeV

C+SE o (Gy™) £SE B (Gy™®) +SE v df
0,00143 +0,00093  0,32790 +0,02875  0,02932 + 0,01636 7,40 6
F=11,41,p<001  F=1,79, p=0,25 p=0,39
0,00193 + 0,00097  0,37290 + 0,01787 10,91 7
F = 20,87, p'<0,01 p=0,14
'Fos 7.7=3,77

Los valores de p de la prueba y? que se muestran en el cuadro 5 indican que los puntos de
datos ajustados no difieren estadisticamente de los valores ajustados, lo que confirma la bondad
del ajuste. Ademas, la prueba de la F confirm6 también la significacion de los coeficientes
lineal y cuadrético, la razén entre cada coeficiente y su SE; para cada coeficiente, el valor de F
era superior a 3,44 (el valor de corte para F s [s ) Y €l valor de z era superior a 1,96 (el valor de
corte para la distribucion; los dos valores figuran en las tablas normalizadas). La prueba de la F,
que se describe en el anexo VI, es una razén de dos distribuciones ji al cuadrado, y el valor de
Fos s, 81 €S el valor de corte para alfa = 0,05, para 8 grados de libertad en el numerador y 8
grados de libertad en el denominador. Para las particulas de “He, las ponderaciones se redujeron
el valor promedio de o?/y, 1,19. El coeficiente de la curva lineal cuadratica no era significativo
(valor de corte para Fos s, 61 = 4,28; p = 0,12 en la prueba de la z) razén por la cual se presenta
también un ajuste lineal.

Hay diversidad de opiniones acerca del modo en que habria que tratar el nivel de fondo de
aberraciones en el ajuste de los datos de dosis-respuesta. En general, existen tres
planteamientos: en el procedimiento de ajuste de la curva se incluye un punto de dosis a cero
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Gy, se desestima el punto de dosis nula, o bien se representa el punto de dosis nula en todos los
procedimientos de ajuste mediante un valor de fondo estandar. Si la produccion medida a dosis
nula se utiliza como punto de dato en el ajuste de la curva (como es el caso en el ajuste
presentado supra), el nivel de fondo pasa a ser un parametro variable. Sin embargo, dado que la
produccidon en las células no irradiadas suele ser baja, a menudo no hay observaciones y la
produccion a dosis nula es nula. Como se ha comentado, a dosis bajas la resolucién estadistica
de los puntos de datos suele ser baja. Por consiguiente, la inclusién de un punto de dosis nula en
el procedimiento de ajuste de la curva a veces puede dar una estimacion negativa del valor de
fondo (C) y coeficientes lineales negativos (a), lo cual, obviamente, carece de base bioldgica.
Algunos investigadores resuelven el problema desestimando los puntos de datos a dosis nula y
forzando la curva a pasar por el origen. Sin embargo, se han publicado suficientes datos a partir
de reconocimientos de personas expuestas tnicamente a la radiacion de fondo para probar que
existe un pequefio nivel positivo de fondo de aberraciones. En consecuencia, algunos han
adoptado un metodo alternativo consistente en utilizar un pequefio valor positivo de fondo como
punto de dato y asignarle un gran porcentaje de incertidumbre. Es preferible que el laboratorio
genere datos de fondo propios, pero ello requiere que se analicen muchos miles de células. Se
ha llegado al consenso de que el nivel de fondo de dicéntricos es de ~0,5-1,0 por 1 000 células
[106] mientras que para las traslocaciones [107] y los micronucleos [108] los valores de control
son mas elevados.

Se pueden utilizar varios programas para realizar el ajuste de la curva, por ejemplo el
Poisson Iteratively Reweigthed Least Squares (PIRLS) desarrollado por Peterson para
modelos aditivos, multiplicativos, exponenciales y no lineales [109], o se pueden utilizar
instrumentos basados en el entorno R? Hay que combinarlos con una rutina redactada
especificamente para el ajuste de curvas, que se puede consultar en la presente publicacion en
el anexo VI-3. Ademads, la comunidad de citogenetistas de radiaciones ha elaborado
recientemente cierto nimero de programas informaticos especializados en el ajuste de curvas
[110]. CABAS [111] aplica métodos de méaxima verosimilitud para ajustar los datos de
calibracion a la ecuacion lineal cuadratica. Dose Estimate [112] es un instrumento similar que
permite tanto el ajuste lineal como el cuadratico. Ademas del ajuste de la curva, CABAS y
Dose Estimate disponen de instrumentos adicionales que facilitan el procesamiento de los
datos de accidentes de radiaciones para derivar las estimaciones de las dosis cuando las
circunstancias no corresponden a exposiciones del cuerpo entero o agudas y recientes. Los
calculos abarcados en esas circunstancias se describen en la seccion 9.7.

Tanto si se utilizan esos programas u otros, el programa tiene que proporcionar suficiente
informacidn sobre los métodos aplicados, asi como pormenores de las varianzas y covarianzas
de los coeficientes ajustados, puesto que se necesitan para calcular las incertidumbres de las
estimaciones de las dosis (seccién 9.7.3).

2 R es un entorno informéatico gratuito para realizar calculos estadisticos que se puede descargar del sitio
http://www.r-project.org/.
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9. ANALISIS DE DICENTRICOS

El texto que figura a continuacion, relativo al cultivo de células, la fijacion y la tincion de
preparaciones, se ha redactado en el contexto de la prueba de dicéntricos, pero gran parte del
material es de interés también para otras pruebas abarcadas en la presente publicacion. El
examen integral de los procedimientos que hacemos aqui permite que en las secciones que se
refieren a otras pruebas baste con detallar los aspectos en que esos procesos se apartan de la
prueba de dicéntricos.

Resumiendo, las principales diferencias son las siguientes:

a) en la prueba de dicéntricos se utilizan cultivos de dos dias, mientras que el periodo se
prolonga a tres dias en las pruebas de microndcleos y/o puentes nucleoplasmicos
(prueba de micronucleos y citoma con blogueo de la citocinesis (CBMN Cyt)).

b) la condensacion prematura de cromosomas por fusién mitotica no precisa cultivo
celular, mientras que los métodos con induccion quimica en general si.

c) laprueba de dicéntricos y otras pruebas metafasicas requieren la detencion de la mitosis
con Colcemid, lo cual no es el caso de la prueba CBMN Cyt.

d) por el contrario, la prueba CBMN Cyt requiere el blogqueo de la citocinesis con
citocalasina B.

9.1. CULTIVO
A la recepcion de la muestra de sangre hay que preparar varios cultivos de réplica.

9.1.1. Eleccion del medio de cultivo

Existen varios tipos definidos de medios de cultivo. Todos ellos se pueden adquirir en el
comercio y se ha comprobado que todos son adecuados para el cultivo de linfocitos. No hay
que utilizar los medios cuya formulacién carece de acido folico, destinados a detectar los
sitios cromosémicos fragiles adquiridos por herencia. Parece que algunos medios (F-10 y
RPMI-1640) propician un crecimiento mas rapido que otros, por ejemplo, MEM y TC-199
[113]. Si bien el numero de células que se encuentran en la segunda metafase in vitro (M2) se
puede determinar con fluorescencia combinada con tincion de Giemsa (FPG), una buena
préctica es utilizar sisteméaticamente un procedimiento de cultivo que en general dé el nimero
minimo de células M2 a las 48 horas.

El medio se debe enriquecer con L-glutamina, heparina y antibiéticos. Cominmente se
utiliza penicilina y estreptomicina (se dan pormenores en el anexo 1). Dependiendo del
fabricante, muchos medios ya contienen esos antibidticos. Sin embargo, puede que sea
necesario agregar antibioticos cuando se diluye el medio hasta la concentracién de trabajo si
se adquieren medios en polvo. Algunos laboratorios prefieren utilizar medios sin antibidticos,
en cuyo caso es fundamental adoptar procedimientos de trabajo asépticos, incluido el uso de
tubos de muestras de sangre estériles.

9.1.2. Eleccién del suero

Se debe utilizar suero de ternera fetal o suero humano AB. Dado que pueden darse
importantes variaciones entre los lotes de suero, hay que verificar la capacidad de cultivo
celular de cada partida que se reciba. Hay que inactivar el suero con calor a 56 + 1°C
durante 0,5 a 1 horas en un bafio Maria, para reducir la variabilidad entre los lotes. También
se pueden cultivar los linfocitos en medios sin suero, que se pueden adquirir en el comercio.
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9.1.3. Bromodesoxiuridina

Hay que incluir bromodesoxiuridina (BrdU) en el cultivo para que se pueda aplicar la
fluorescencia combinada con la tincion de Giemsa (FPG) [114]. Este analogo de la timidina se
capta preferentemente durante la replicacion del ADN. Cuando tiene lugar una sustitucion
bifilar de una cromatida y monofilar de la otra, la tincion FPG produce un efecto arlequinado
en el cromosoma metafasico de las células que se encuentran en la segunda (0 posterior)
division subsiguiente a la sustitucion. (Figura 22).

Fig. 22. Metafase de segunda division tefiida con el método FGP en la que se aprecia el
efecto arlequinado debido a la tincion diferencial de las cromatidas hermanas.

No se ha determinado ain una concentracion de BrdU que tenga validez general. El valor
Optimo variara en funcion de factores tales como la concentracion de timidina en el medio de
cultivo concreto que se utilice. Cada laboratorio debe experimentar por si mismo con el fin de
determinar un nivel satisfactorio. Es habitual agregar BrdU al medio de cultivo en una
concentracion tal que la concentracion en la mezcla de cultivo definitiva no supere
aproximadamente los 50 uM (15,4 ng/mL). Por encima de ese nivel existe la posibilidad de que
la BrdU retrase excesivamente la mitosis [115]. Con muestras de sangre frescas (<24 horas), a
menudo es satisfactoria una concentracion de cultivo definitiva de alrededor de 15 puM. Si las
muestras de sangre se retrasan durante el envio y tienen mas de 24 horas, puede que haya que
aumentar la concentracion de BrdU a, por ejemplo, 40 uM para obtener una tincion FPG fiable
[116]. Conviene sefalar que la BrdU es fotosensible y que, por consiguiente, hay que preparar los
cultivos con una luz atenuada (por ejemplo, con luz de seguridad ambar) y la incubacion se tiene
que hacer en la oscuridad. Puede ser util envolver los recipientes de cultivo con hojas de aluminio.

Si se utiliza el método de la BrdU habra que elegir para la fijacion el momento éptimo en
que una elevada proporcion de las células analizables se encuentren en la primera fase de
division. Desafortunadamente, no siempre es posible predecir el momento o6ptimo para la
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fijacion. Puede que se produzcan diferencias no solo como consecuencia de las variaciones
individuales sino también debido a los efectos de la radiacion en la duracion de los ciclos
celulares. Las células muy dafiadas pueden responder a la estimulacion mitogénica con un
importante retraso. En la practica, los laboratorios preparan cultivos para un periodo unico, en
general de 48 horas. La opcion alternativa seria preparar un gran nimero de cultivos y fijar
réplicas con distintos tiempos de incubacion, seleccionando luego la que contenga la més alta
frecuencia de células en la primera mitosis. Sin embargo, este procedimiento es largo y
costoso y resulta impracticable cuando hay que evaluar rapidamente un gran numero de
pacientes. De ahi que se haya propuesto una ligera modificacién del cultivo. Se puede agregar
citocalasina B (Cyt-B), que ordinariamente se utiliza en las preparaciones de micronucleos
(seccion 12), a los cultivos de metafases para, de ese modo, distinguir las células que han
realizado un numero distinto de divisiones y seleccionar a efectos del anélisis solo las que se
encuentren en la primera mitosis. La Cyt-B se agrega al cultivo a las 24 horas con una
concentracion final de 2 pg/mL. La técnica fue utilizada por primera vez por Hayata et al.
[117] para identificar las células que se encontraban en el primer ciclo, y la diferenciacion se
basaba en el numero de cromosomas y no en la tincion arlequinada de las cromatidas
hermanas con BrdU. La técnica Cyt-B no esta muy difundida para la prueba de dicéntricos
pero se ha utilizado con éxito en algunas estimaciones de la dosis en ejercicios de
comparacion de laboratorios [118, 119].

9.1.4. Mitogenos

Se pueden adquirir en el comercio varios mitdgenos, la mayoria de ellos lectinas
vegetales. En la mayoria de los casos no se han definido con precision las poblaciones
concretas de linfocitos que estimulan. Se recomienda el uso de la fitohemaglutinina (PHA),
que es el mitégeno de uso mas generalizado. Varios fabricantes comercializan dos versiones
de PHA, a veces denominadas de tipo M y de tipo P. En los cultivos de sangre entera
sistematicos no es necesario utilizar el material mas caro y mas refinado (P); sin embargo,
algunos laboratorios consideran recomendable utilizarlo en el cultivo de linfocitos aislados.

Existen otros mitdgenos, por ejemplo, la concanavalina A y la fitolaca, que estimulan
ciertos subconjuntos concretos de linfocitos, lo que puede encontrar aplicacion en
determinados sistemas experimentales y con células no humanas. Ninguno tiene un &mbito de
accion tan amplio como la PHA y no se deben utilizar en dosimetria biologica.

9.1.5. Los cultivos

Se puede utilizar vidrio que soporte el autoclave o contenedores de plastico estériles y
desechables. La practica habitual es realizar el cultivo en tubos desechables de 10 mL de
fondo redondo. Hay que disponer los tubos, inclinados unos 45° y con los tapones sin apretar,
en una incubadora a 37 °C con un 5 % de CO,. También se pueden cultivar las células en una
incubadora sin CO;, pero en ese caso hay que cerrar los tapones.

Hay que incubar las células a 37,0 = 0,5 °C. La estabilidad térmica de la incubadora es
importante, y es aconsejable controlar su funcionamiento, por ejemplo mediante un termopar y
un registro gréafico. Si la temperatura es demasiado baja, la produccion de metafases al cabo
de 48 horas sera escasa 0 nula. Si la temperatura es alta (38 °C 0 mas), las células realizaran
ciclos mas deprisa y puede que al cabo de 48 horas haya un nimero inaceptablemente alto de
metafases de segunda division. [120] En un laboratorio que trabaje mucho y donde se comparta
la incubadora, puede que el aparato se abra y cierre a menudo y exista el riesgo de que, incluso
si dispone de ventilador, la temperatura de los cultivos descienda por debajo del punto 6ptimo
durante un tiempo apreciable. Como opcion alternativa se puede utilizar para la incubacién un
bafio Maria controlado mediante termostato. En ese caso, la transferencia de calor al cultivo
es mas rapida que a través del aire y la estabilidad térmica es mayor a lo largo de las 48 horas.
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Si se utiliza este método, el espacio de cabeza de los recipientes de cultivo de 5 mL tiene que
ser de por lo menos 10 mL y hay que insuflar aire con un 5 % de CO; filtrado. Las tapas de
los recipientes se tienen que sellar herméticamente. El bafio Maria se tiene que poder tapar,
para que los cultivos que contienen BrdU estén a oscuras.

Los métodos de cultivo se basan, con modificaciones, en las técnicas publicadas
originalmente por Moorhead et al. [121] y Hungerford [122]. En sintesis, se pueden crear
cultivos con sangre entera o con linfocitos aislados. Las ventajas e inconvenientes de las
técnicas tienen que ver con los volimenes de la muestra de sangre proporcionada, el tiempo que
se tarda en crear el cultivo y el nimero de metafases recontables (indice mitdtico mas elevado)
que se obtienen. Los criterios aplicados para determinar el indice mitotico figuran en el anexo V.

9.1.5.1. Sangre entera

Este método se puede utilizar con muestras de sangre pequefias (1-2 mL) vy, de ser
necesario, se puede aplicar a sangre obtenida por puncion digital. Otra ventaja es la velocidad
y la facilidad con que se crean los cultivos. Sin embargo, en general, el nUmero de metafases
gue se obtienen por portaobjetos es inferior al que dan otros métodos. El procedimiento
consiste en agregar 0,3 mL de sangre entera y 0,1 mL de solucién de trabajo de PHA a un
recipiente que contenga 4 mL de medio y 1 mL de suero, y a continuacion incubar.

9.1.5.2. Linfocitos aislados

En este método se agrega al medio un indculo enriquecido de linfocitos. Es adecuado
para los casos en que se dispone de una muestra de sangre de mas de 3 mL. Existen dos
técnicas para obtener indculos enriquecidos:

a)  Enprimer lugar, se agregan 0,15 mL de PHA a 2 mL de sangre y se agita suavemente la
mezcla. La sangre se aglutinard en las paredes del recipiente. A continuacion se
agregan 2 mL de suero, se mezclan suavemente y se centrifuga durante un minuto
a 50 g. Se retira con una jeringa el sobrenadante, de alrededor de 3 mL y compuesto por
suero, plasma y la capa de leucocitos, con lo que quedard la mayor parte de los
eritrocitos aglutinados. Es dtil revolver la capa de leucocitos con la punta de la aguja al
aspirar el sobrenadante. Utilicese una aguja de gran calibre, para ejercer el minimo de
tension en las células. Los 3 mL de liquido bastan para sembrar dos cultivos y se
dividen a partes iguales en dos recipientes con 4 mL de medio cada uno.

b)  En segundo lugar, los linfocitos se pueden separar de la sangre entera estratificando la
sangre en una columna de Ficoll Hypaque estéril. Se encuentran en el comercio tubos ya
preparados para la separacion de linfocitos. Se centrifugan los tubos y se retira la capa
rica en linfocitos, que se lavan con solucidn salina tamponada con fosfato y se agregan
al cultivo. La concentracion de células viables se puede determinar aplicando el método
de tincion por exclusibn a una pequefia fraccion, que se recuenta en un
hematocitémetro. De este modo, la concentracion de células del cultivo se puede ajustar
a un valor optimo. Es probable que ese valor difiera entre laboratorios, por lo que hay
que determinarlo independientemente, si bien posiblemente se sitle en el margen de 0,5
a 2,0 x 10° /mL. Hayata et al. y McFee et al. han preparado un protocolo pormenorizado
al respecto [123, 124], y sefialan que el método se adecua particularmente a la
produccion de preparaciones con gran nuimero de metafases. Algunos laboratorios
consideran mas adecuado utilizar cultivos separados de linfocitos para analisis FISH,
también cuando preparan montajes para escaneado con dispositivos de deteccion
automatizada de metafases (secciones, 10 y 13.3.1). Probablemente sea innecesariamente
complicado para el recuento de tinciones de Giemsa convencionales al microscopio
optico normal, cuando basta el método (a), o el cultivo de sangre entera.
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9.1.6. Detencién de la mitosis

Se pueden utilizar la colchicina o su analogo sintético, la demecolcina (Colcemid), agente
este ultimo preferido por la mayoria de los investigadores. Una solucion madre adecuada
contendra 10 pg/mL de Colcemid en solucién fisioldgica y, si se prepara en condiciones
asepticas y se mantiene a 4 °C, se conservara durante seis meses. La adicion de 25-50 uL de
esta solucién a los cultivos de 5,0 mL (concentracion final de 0,05-0,1 ug/mL) proporcionara
un numero suficiente de metafases y evitard a la vez los problemas de toxicidad celular
ocasionados por las concentraciones superiores. EI Colcemid suele agregarse de 2 a 3 horas
antes de la finalizacion de los cultivos. Unos pocos investigadores [125] prefieren agregar el
Colcemid hacia la mitad del periodo de cultivo, es decir, al cabo de unas 24 horas, o en algunos
casos al principio del cultivo [123]. De este modo se impide que las células pasen de la primera
metafase y, por consiguiente, es una forma distinta de impedir que se analicen células en M2.
Cabe sefialar que la adicién temprana de Colcemid puede provocar una contraccion excesiva de
los cromosomas, a menos que la concentracion final de cultivo se reduzca considerablemente,
hasta alrededor de 0,05 ug/mL [123]. La adicién temprana de Colcemid hace posible que los
cultivos se prolonguen mas alla de las 48 horas, lo que se acomoda a los ciclos celulares mas
lentos de algunas personas, por ejemplo, las de edad avanzada.

9.2. PROCEDIMIENTO DE FIJACION

Ordinariamente, los cultivos de linfocitos se incuban durante 48 horas, aunque la
duracion exacta puede variar entre laboratorios desde 46 hasta 52 horas. Los laboratorios
estableceran la duracidn 6ptima que en principio da lugar a buenas producciones de metafases
M1 con sus procedimientos de rutina. Asimismo, es aconsejable fijar solo algunos de los
cultivos replicados con la duracion habitual, dejando los demés en la incubadora. De ese
modo se tiene en cuenta la posibilidad de que las células de algunos donantes tarden méas en
llegar a la metafase, y también permite que se recuenten mas tarde las células en las que una
dosis alta pueda haber retrasado la mitosis.

Una vez terminados los cultivos no es necesario seguir respetando un procedimiento
aséptico y, salvo cuando asi se especifique, el resto del procedimiento se puede llevar a cabo a
temperatura ambiente. Sin embargo, es importante mantener las practicas de manipulacion
segura, puesto que las muestras de sangre pueden contener patégenos humanos. Los cultivos se
centrifugaran y se eliminara el sobrenadante, que se sustituira por una solucién hipotonica
(5 mL) de cloruro potésico 0,075 M. Si el sobrenadante se elimina por succion, la velocidad de
centrifugacion sera de 200 g durante 10 min. Por el contrario, si se retira de otro modo es
necesario que la pastilla sea mas compacta y hara falta centrifugar a 600 g durante 3 min,
aunque es posible que ello provoque la rotura de algunas células. Los tubos se dejaran
aproximadamente 15 min a 37 °C, pero si se utilizan linfocitos separados bastaran de 3 a 5 min.
Es posible también agregar alrededor de 1 mL de fijador a la solucion hipotdnica
durante 5a 10 min, para que la rotura de células después de la centrifugacion sea minima.
Seguidamente hay que centrifugar de nuevo los tubos, eliminar la solucion hipotdnica y
resuspender la pastilla de células en 5-10 mL de fijador recién preparado (metanol/acido
acetico 3:1). El fijador se debe agregar lentamente pero con un caudal constante, agitando el
tubo, por ejemplo con una mezcladora vorticial. Se trata de un aspecto importante, porque de
ese modo nos aseguramos de que las células se dispersan en una suspension uniforme. A
continuacion, las células se centrifugan de nuevo y se resuspenden en fijador, tres veces. De ser
necesario, las células se pueden conservar durante largo tiempo, preferiblemente en un
congelador a -20 °C. En caso contrario, se pueden obtener preparaciones ya sea inmediatamente
o el dia siguiente, y la suspension de células se puede conservar durante un tiempo breve a 4 °C.
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Se elimina el dltimo liquido de lavado de fijacion, dejando una cantidad suficiente
(0,25 mL) para que se disponga del volumen de suspension necesario para cargar los
portaobjetos. Sin embargo, el volumen final dependera de la densidad de células, y si fuera
necesario se podra diluir agregando maés solucion fijadora. Hay que utilizar portaobjetos
limpios, que no contengan grasa. Aunque algunos fabricantes aseguran que sus portaobjetos
estan suficientemente limpios, muchos laboratorios prefieren cerciorarse doblemente y los
guardan en un liquido desengrasante, que puede ser una mezcla 1:1 de acetona y metanol, o una
mezcla 1:1 de éter y etanol o una solucion de &cido clorhidrico concentrado al 1 % en metanol.
Si es necesario, los portaobjetos se pueden secar y pulir con papel de seda limpio. Téngase
presente que los pafiuelos de papel de calidad no son adecuados, porque se les agrega lanolina
para que sean mas suaves. La separacion de los cromosomas mejora si los portaobjetos estan
frios y humedos. A ese efecto se pueden guardar los portaobjetos en la nevera, sacandolos justo
antes de utilizarlos y fundiendo la escarcha con el aliento unos instantes antes de depositar las
células. O bien, se pueden sumergir los portaobjetos durante breves segundos en un recipiente
con agua destilada y cubitos de hielo. Mejora la humectacion de los portaobjetos agregando
algo de metanol al agua helada, sin revolver. Hay que eliminar el liquido del portaobjetos
sacudiéndolo inmediatamente antes de depositar las células. La experiencia muestra que la
extension de los cromosomas puede verse influida en gran medida por la temperatura ambiente
y la humedad relativa del laboratorio. La variacion de calidad debida a estos factores se puede
superar depositando las células en una vitrina de ambiente controlado. En el comercio se
encuentran vitrinas disefiadas especificamente para los laboratorios de citogenética.

Hay que suspender las células integramente en el resto de fijador y depositar con una pipeta
dos o tres gotas en el portaobjetos. Las células de un mismo cultivo se depositaran en dos
portaobjetos por lo menos, aunque muchos técnicos prefieren preparar hasta diez portaobjetos a
partir de cada cultivo. Antes de montar todos los portaobjetos de un mismo cultivo, es una buena
préctica colocar una gota en una preparacion de prueba. Se puede asi evaluar la concentracién de
metafases y, en caso necesario, concentrar o diluir el resto de la suspensién con fijador. Si la
apariencia de las metafases en el portaobjetos de prueba es mala, es decir, si los cromosomas no
se han extendido bien y se observa una cantidad excesiva de restos, a menudo va bien agregar uno
0 mas lavados con fijador, tapar los tubos y guardarlos una noche en la nevera, centrifugandolos y
montando las preparaciones el dia siguiente. Los portaobjetos se deben secar al aire, lo que se
puede acelerar calentandolos suavemente en una placa calefactora, colocandolos en una corriente
de aire caliente suave, o agitdndolos sobre un mechero (evitando que se inflame el fijador).

9.3. TINCION

Se recomienda utilizar fluorescencia mas tincion de Giemsa (FPG) puesto que de este
modo el anlisis se puede confinar a las metafases de la primera division in vitro (M1) [126].
Sin embargo, el método presenta ciertos inconvenientes, que se pueden contrarrestar
utilizando la tincion de Giemsa convencional ademas de la FPG. Muchos técnicos han
observado variaciones considerables en la calidad de la tincion FPG entre preparaciones
réplicas, asi como entre zonas distintas de una misma preparacién. La técnica FPG da los
mejores resultados si su aplicacion se retrasa hasta unos pocos dias (hasta cinco) después de
haber montado la preparacién. El resto de las preparaciones se pueden guardar en una caja,
manteniéndolas a -20 °C hasta su uso. La calidad es peor cuando se utilizan preparaciones
mas recientes o si las preparaciones tienen méas de dos o tres semanas de antiguedad. Si el
recuento no se realiza en unas pocas semanas, las preparaciones tefiidas con FPG se pueden
deteriorar. Por lo tanto, existe el riesgo de que las iméagenes de metafases tefiidas con FPG no
sean suficientemente claras para que se puedan distinguir con exactitud todas las aberraciones.
No obstante, la calidad suele ser suficiente para determinar las proporciones relativas de
células M1, que no se tifien distintivamente, y células M2, que aparecen arlequinadas. A

58



efectos de control positivo de que la tincion ha funcionado, el lote de preparaciones debe
contener también unos pocos portaobjetos con preparaciones obtenidas a partir de cultivos
mas prolongados (72 horas) de los que conste que contienen células M2.

Por lo tanto, el protocolo recomendado es tefiir con FPG una o mas réplicas a partir de
cada cultivo. Si la tincion es buena, se podran utilizar para examinar las aberraciones en las
células M1. Si no, las preparaciones se deberan utilizar para determinar la razén M1/M2, y el
analisis de las aberraciones se llevara a cabo con réplicas obtenidas del mismo cultivo tefiidas
con Giemsa, siempre y cuando el nivel de células M2 sea inferior al 5 % segun la estimacion
realizada con FPG. Si el nivel es superior, puede que sea necesario ajustar la produccion de
aberraciones, lo que podria introducir cierto error adicional. Ello obligara a admitir
determinadas presunciones acerca, por ejemplo, de la proporcion de dicéntricos en las células
M2 que aln contengan un fragmento acéntrico. Como se ha subrayado antes, es mejor
practica adoptar un método de cultivo que en general produzca menos células M2, aunque,
por supuesto, ello no se pueda predecir para una persona en concreto, porque la capacidad de
estimulacion y de proliferacion de los linfocitos varia entre personas [127].

La adaptacion a técnicas de cultivo alternativas tales como el uso de Cyt-B con Colcemid
o de Colcemid en etapas tempranas puede constituir una alternativa mas facil y rapida que la
tincion FPG [117-119, 125]. Esas técnicas pueden ser particularmente preferibles cuando hay
que realizar triajes y es necesario estimar las dosis rapidamente.

9.3.1. Pretratamiento

El pretratamiento de las preparaciones con ribonucleasa A, antes de la tincion, puede
eliminar residuos de material citoplasmatico tefiible [128]. Se trata de un procedimiento
opcional que puede dar imagenes mucho mas claras de los cromosomas para el recuento de
preparaciones con tinciones en bloque, arlequinadas o bandeos. Ademas, se ha comprobado su
utilidad en las preparaciones destinadas a sistemas de analisis automatizado de la imagen.

El protocolo es como sigue: Se calienta durante 10 min a 70 °C una solucion madre
de 10 mg/mL de ribonucleasa A en tampon Tris EDTA y seguidamente se la deja enfriar
lentamente. Se pueden conservar fracciones de la solucion durante varios afios a -20 °C. Se
aclaran los portaobjetos en agua destilada y se sumergen en una solucion de ribonucleasa A
de 0,5 mg/mL (solucion madre: agua destilada 1: 20) durante 10 min a 37 °C. A ese efecto se
puede utilizar una cubeta de tincion precalentada o, para ahorrar, se puede colocar un volumen
menor de la solucion madre diluida debajo de un cubreobjetos. Seguidamente se lavan los
portaobjetos en agua destilada, se colocan durante 2 min en metanol: acido acético 3:1, se secan
y se tifien segln se describe mas adelante. El procedimiento de limpieza de la ribonucleasa A
también se puede utilizar después de destefiir preparaciones antiguas o en preparaciones de
micronucleos. Para esas aplicaciones, las concentraciones y los tiempos pueden variar [128].

9.3.2. Tincion de fluorescencia mas Giemsa (FPG)

El método deriva del que publicaron Perry y Wolff [114], con algunas modificaciones. Se
colocan en el portaobjetos, debajo de un cubreobjetos y asegurandose de que no queden
burbujas de aire, alrededor de diez gotas de tincion Hoechst 33258 (0,5 pg/mL en tampén
fosfato de pH 6,8). Aqui, si se desea, se puede verificar rapidamente con un microscopio de
fluorescencia la razén M1/M2 aplicando el método de Latt [129], que produce un efecto
arlequinado de duracion muy breve. Otra opcion es iluminar los portaobjetos con una lampara
ultravioleta de 20 W (>310 nm) durante 0,5 horas, o bien con una barra luminosa fluorescente
de 30 W durante alrededor de 1,5 horas. Una vez retirados los cubreobjetos cuidadosamente,
se lavan bien los portaobjetos con tampén fosfato de pH 6,8. En este momento, algunos
técnicos colocan los portaobjetos en SSC 2 x (cloruro de sodio 0,3M y citrato sédico 0,03M)
a 60 °C durante aproximadamente 20—-30 min.
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La experiencia ha mostrado que esta fase con SSC se puede omitir si provoca un
engrosamiento no deseado de las cromatidas que dificulta el andlisis al microscopio. Sin
embargo, el uso de SSC 2 x elimina algunos restos celulares, con lo que facilita la obtencion
de preparaciones mas limpias. Seguidamente, las preparaciones se lavan en agua destilada y a
continuacion se sumergen en colorante de Giemsa (5-10 % en tampo6n de pH 6,8, R66 de
Gurr) durante 3 a 5 min. Se aclaran con tampon y luego con agua destilada, y se dejan secar.
En este momento las preparaciones se pueden examinar al microscopio, o se aclaran y se
montan bajo un cubreobjetos.

9.3.3. Tincién de Giemsa convencional

Los portaobjetos se sumergen en colorante de Giemsa al 2 % (R66 mejorado de Gurr)
con tampodn fosfato de pH 6,8 durante 5 min, se lavan en tampon, se aclaran brevemente con
agua destilada y se dejan secar, montandolos por ultimo con un cubreobjetos utilizando un
medio de montaje. En las figuras 10 y 11 se muestran metafases tefiidas con Giemsa.

La tincion se puede modificar para que destaquen especificamente los centromeros, pero
para técnicos experimentados ello no suele ser necesario [130]. Ese efecto se puede lograr con
el método FISH, mediante una sonda pancentromérica (figura 27) o con tincion Giemsa
utilizando el método de bandeo C (figura 23).
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Fig. 23. Metafase tefiida con Giemsa utilizando el método de bandeo C, que destaca los
centromeros.

El protocolo para el bandeo C es el siguiente:

1) Se colocan los portaobjetos en &cido clorhidrico 0,2 N a temperatura ambiente
durante 30 min.

2)  Se lava tres veces en agua destilada.
3)  Secolocan los portaobjetos en hidroxido de bario al 5 % a 60°C durante 1 min.
4)  Selavaen HCI 0,2 N durante 2 min.
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5)  Se lava en agua destilada durante 2 min.
6)  Se colocan los portaobjetos en SSC 2x a 60° C durante 45 min.
7)  Selava en agua destilada.

8) Se deja secar al aire y se tifie con Giemsa al 2 % con tampén fosfato de pH 6,8
durante 10 min.

9) Si la intensidad de la tincion es insuficiente, se pueden volver a sumergir los
portaobjetos en el colorante de Giemsa durante otros 5-10 min.

9.4. ANALISIS DE LAS PREPARACIONES
9.4.1. Microscopia convencional

Hay que asignar un cédigo a cada preparacion, para evitar sesgos en el recuento, y hay
gue examinar las preparaciones metddicamente, para abarcar la totalidad de la superficie. El
examen se realizara con poco aumento (alrededor de x 100 a x 200). En ese momento no se
puede determinar si estan presentes todos los cromosomas ni se pueden detectar aberraciones.
Sin embargo, con la préactica el técnico puede identificar las preparaciones que presentan
unos 40 elementos 0 mas y una apariencia que hace probable que a mayor aumento tengan
calidad suficiente para realizar el andlisis. Es importante que este examen inicial se realice
con un aumento suficientemente bajo para evitar el sesgo en favor de las células que
contienen aberraciones. Cuando se encuentra una metafase hay que pasar a un gran aumento
(alrededor de x 1000 a x 2 000) y, haciendo caso omiso en lo posible de la presencia de
aberraciones, decidir rapidamente si los cromosomas son de calidad adecuada para realizar el
recuento. La decision se adoptara sobre la base de la nitidez de las imagenes y del grado en
que los cromosomas aparezcan retorcidos y solapados. Si se ha utilizado la tincién FPG se
descartaran las células que presenten un efecto arlequinado, pues ello indicara que no se trata
de una preparacién de M1.

Si se decide analizar la extension, hay que contar el nimero de trozos de cromosomas y
observar la presencia de aberraciones. Se recomienda registrar Gnicamente las metafases
completas, es decir, las que tengan 46 centromeros. Si la célula contiene aberraciones
inestables, tienen que estar en equilibrio. Por ejemplo, si una extension presenta un dicéntrico,
deberd tener también un fragmento acéntrico, pero a efectos de recuento se seguira
considerando que contiene 46 elementos. En cambio, un anillo céntrico ira acompafiado
también de un fragmento, pero se considerara que el nimero total de objetos de la célula es
de 47. Cada acéntrico en exceso que no esté asociado a un dicéntrico o a un anillo céntrico
aumentara el recuento de trozos por encima de los 46. Al registrar las aberraciones, los
fragmentos asociados a un dicéntrico o un anillo no se incluirdn en el recuento de acéntricos
en exceso. Cuando ha habido irradiacion a altas dosis puede que en la extension se observe
mas de una aberracién, pero los trozos tienen que seguir estando en equilibrio. Las
aberraciones tricéntricas equivalen a dos dicéntricos y deben ir acompafiadas de dos
fragmentos, las tetracéntricas tendran tres fragmentos, etc. Hay que registrar todas las
anormalidades, aunque a efectos de la dosimetria ordinariamente solo se utilicen los datos
referentes a los dicéntricos méas los anillos. Hay que registrar, para posible referencia en el
futuro, las coordenadas x e y de la platina de todas las células completas que se hayan
analizado, incluidas las que no presenten aberraciones.

9.4.2. Microscopia asistida por ordenador

En muchos laboratorios se utilizan sistemas de identificacion de las metafases por
reconocimiento automatico de pautas, y en el comercio se pueden encontrar varios de ellos.
Esos instrumentos disponen también de un analisis semiautomatizado de imégenes digitales
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que facilitan la localizacion de los cromosomas aberrantes. Sin embargo, ninguno de los
sistemas es totalmente automatico; en todos ellos hay pasos donde el operador, basandose en
su criterio, tiene que adoptar una decision. En el uso de esos instrumentos se tienen que
aplicar los mismos criterios que se han recomendado mas arriba, a saber, que la seleccién de
las metafases en las que se vaya a efectuar el recuento no introduzca un sesgo que pueda
distorsionar la produccion de aberraciones y que solo se recuenten las extensiones
cromosomicas completas. En la seccidn 13 se examinan pormenorizadamente los sistemas de
identificacion y recuento.

9.5. REGISTRO DE LOS DATOS

Las buenas préacticas de laboratorio requieren que se utilice un cdédigo de identificacion
exclusivo, o un sistema de etiquetado, para las muestras, las preparaciones y la
documentacién conexa. Hay que anotar en el diario del laboratorio la llegada y el
procesamiento de las muestras, ya sea para la realizacion de experimentos o para determinar
sobredosis. Existen sistemas electronicos de almacenamiento y tratamiento de datos (vease la
seccion 13.4). Sin embargo, muchos investigadores siguen anotando las observaciones al
microscopio en plantillas de recuento y la mayoria de los laboratorios han ideado modos
propios de registrar los datos. Los sistemas electrénicos pueden almacenar y mostrar los datos
de diversos modos, segun convenga al laboratorio. Es importante que se puedan recuperar los
datos primarios referentes a las observaciones efectuadas en cada célula, para que
posteriormente se puedan realizar todo tipo de compilaciones y agregaciones.

En el cuadro 6 se muestra una plantilla simple de registro de aberraciones.

CUADRO 6. PLANTILLA PARA EL REGISTRO DE ABERRACIONES

Preparacion N°:

Examinador:
Microscopio N°:
Fecha:
Coordenadas
. o . L
Célula N° de la platina N° de trozos de Dicéntricos Anll.los Acentricos Observaciones
« y cromosoma céntricos  en exceso
1 100,1 1,2 46
2 103,4 15 47 1 1
3 105,4 1,2 49 2 1 2
4 112,4 1,6 46
5 112,7 1.8 48 2
6 120,1 1,2 46 1
7 122,7 15 47 1
8 124,1 14 45 Intercambio
cromatidico
9 126,8 1,7 46 2* *=1 tricéntrico
etc.
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A partir de la informacion registrada en esta plantilla se puede identificar cualquier célula si
se desea volver a examinarla en el futuro. Utilizando la técnica de tincion de Giemsa
convencional los datos sobre aberraciones inestables son de la mayor importancia para la
dosimetria bioldgica, si bien no se ha intentado enumerar por separado los minicromosomas, los
fragmentos y los anillos céntricos. La razon de ello es que no siempre se puede distinguirlos con
exactitud. Sin embargo, si se prefiere, se pueden anotar como M, F y AC, respectivamente, en
lugar de asignarles un nimero en la columna titulada “Acéntricos en exceso”. En la columna de
observaciones se pueden anotar otras anomalias, por ejemplo, aberraciones numéricas, lesiones
cromosOmicas estables o aberraciones cromatidicas. Se podré obtener de la plantilla facilmente
cualquier otra informacion numérica que se precise tal como el porcentaje de células con
lesiones o la distribucion de las aberraciones entre las células.

9.6. ALMACENAMIENTO DE LA INFORMACION Y LAS PREPARACIONES

Manifiestamente, los datos de los estudios se tienen que clasificar y conservar para
futuras consultas. Vale la pena subrayar la posibilidad de que los archivos relativos a casos de
sobredosis se tengan que volver a examinar mucho tiempo después. Si una persona presenta
una patologia maligna, incluso varios decenios después, puede que el caso se vuelva a abrir
para resolver una solicitud de compensacion.

La mayoria de los laboratorios desearian guardar también las preparaciones
microscopicas, 0 estan obligados a guardarlas, lo que puede resultar problematico.
Ordinariamente, las preparaciones obtenidas con Giemsa tienden a destefiirse, dificultad que
se agrava en el caso del material preparado con FPG, que a menudo se ha destefiido al cabo de
varios meses. Es recomendable conservar las preparaciones tefiidas en una caja, en un lugar
seco y a temperatura ambiente. Sin embargo, las preparaciones destefiidas se pueden
recuperar retirando cuidadosamente el cubreobjetos y aplicando de nuevo una tincién de
Giemsa convencional. Los intentos de volver a tefiir con FPG no dan buen resultado. Las
preparaciones de réplica conservadas sin tefiir a -20 °C se pueden también tefiir con Giemsa
convencional al cabo de muchos afios.

Asimismo, es una buena practica guardar las células fijadas sobrantes de las
determinaciones de sobredosis. Para facilitar el almacenamiento se pueden concentrar en
pequefias ampollas de 2 mL y guardar a -20 °C. Si es necesario, afios después las preparaciones
obtenidas a partir de este material se pueden tefiir de modo convencional con FPG o FISH.

9.7. ESTIMACION DE LA DOSIS
9.7.1. Eleccién de la curva

Las radiaciones a las que esta expuesto el personal suelen ser rayos gamma, rayos Xy,
ocasionalmente, neutrones degradados. Habitualmente se constata una diferencia entre las
curvas de produccion de los rayos X y los rayos gamma, en particular a dosis bajas (<0,5 Gy).
Por consiguiente, es aconsejable disponer de una curva de calibracion para rayos X de energia
adecuada (por ejemplo, 200-250 kVp) asi como para *°Co o **’Cs. En general, la mag/oria de
los laboratorios de investigacion puede disponer mas facilmente de fuentes de *Co que
de **'Cs. Para los neutrones, un espectro de energia degradado es similar a un espectro de
fision. Los datos disponibles indican que las curvas de dosis-respuesta para los neutrones del
espectro de fision son lineales y no se alteran en gran medida con la energia de los neutrones.
Por consiguiente, deberia bastar una curva de calibracidn obtenida con un espectro de fision.

En radiografia industrial se utiliza comdnmente *’Ir y su energia gamma es, en
promedio, de 400 keV. Pocos laboratorios pueden disponer de este isGtopo para preparar
curvas de calibracion que se sitlen entre las curvas de los rayos X y de rayos gamma
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de ®Co/**'Cs. Sin embargo, en general se considera que se sit(ia més cerca de esta Ultima, por
lo que se recomienda utilizar la curva de rayos gamma.

9.7.2. NUmero de células que hay que analizar

Para obtener una estimacion de la dosis con wuna incertidumbre estadistica
suficientemente pequefia para que tenga validez es necesario examinar un gran numero de
células. La decision acerca de la cantidad que hay que analizar es un compromiso entre la
importancia del caso, la capacidad de trabajo disponible y la calidad de las preparaciones. Por
ejemplo, tras una exposicion a una dosis de varios Gy o0 mas, el recuento linfocitario puede ser
extremadamente bajo, lo que hara que las preparaciones contengan un ndmero escaso de
metafases. Sin embargo, dado que el numero de aberraciones por célula serd alto, se podra
realizar una estimacion razonable a partir del analisis de solo unas pocas decenas de células.
Cuando se aplica la prueba de dicéntricos a modo de instrumento de triaje para realizar una
evaluacion rapida después de un suceso que haya causado gran numero de victimas, es
importante considerar la incertidumbre de la dosis frente al nUmero de células examinadas. La
cuestion se considera con més profundidad més adelante (seccion 14).

A dosis bajas, cuando el nimero de células disponibles no es un factor limitativo, la
estimacion de la dosis se puede realizar sobre la base de alrededor de 500 células. Con un
microscopio convencional, para ello se necesitaran de 2 a 3 dias-persona, si bien en una
emergencia pueden colaborar varias personas en el recuento de preparaciones replicadas. Para
producciones de dicéntricos bajas o nulas, los limites de confianza obtenidos del recuento
de 500 células suelen ser suficientes. La decision de ampliar el recuento de 500 a 1 000 células
0 mas dependerd de la existencia de datos que indiquen que se ha producido una
sobreexposicion grave que justifique la ampliacion del analisis, o si esta amenazada la
persistencia del empleo de un trabajador expuesto a la radiacion. Manifiestamente, no se
puede recomendar el examen de un namero concreto de células en todos los casos. Sin
embargo, a modo de regla general se sugiere recontar 500 células, o 100 dicéntricos, para
obtener una estimacion razonablemente exacta de la dosis.

En el cuadro 7 se muestran los limites calculados aplicando este método a varias
estimaciones de dosis de hasta 1,0 Gy.

CUADRO 7. EFECTO DEL AUMENTO DEL NUMERO DE CELULAS EXAMINADAS
EN LOS LIMITES DE CONFIANZA DEL 95 % INFERIOR Y SUPERIOR PARA
CUATRO ESTIMACIONES DE UNA DOSIS AGUDA DE RAYOS GAMMA

(basado en la curva de la figura 24)

Dosis estimada, Limites de N° de células examinadas
mGy confianza 500 1 000
100 Superior 320 245

Inferior <0 16

S i 448 380
250 uperllor

Inferior 111 141

Superior 677 627
500 .

Inferior 333 383

Superior 1178 1127
1 000 .

Inferior 830 881

En la seccion siguiente, 9.7.3, se examina un método simple para calcular los limites de
las estimaciones de la dosis.
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9.7.3. Incertidumbre de las estimaciones de la dosis

Aunque no es dificil deducir una dosis a partir de las producciones de dicéntricos medidas,
la incertidumbre de la produccién se puede determinar de varios modos. Se trata de expresar la
incertidumbre en forma de un intervalo de confianza, y la practica habitual es calcular los
limites del 95 %. Los limites de confianza del 95 % definen un intervalo que abarca la dosis
verdadera en un minimo del 95 % de las ocasiones. La dificultad a la hora de calcular los limites
de confianza se debe a que la incertidumbre tiene dos componentes: uno debido al caracter de
distribucion de Poisson que tiene la produccion de aberraciones, como se observa en el ejemplo
de la persona sobreexpuesta, y otro resultante de las incertidumbres asociadas a la curva de
calibracion, cuya distribucion es aproximadamente normal. El problema lo han abordado en la
bibliografia Savage et al. [131], Merkle [105] y, mas recientemente, Sztuinska et al. [132]. En
la solucién mas sencilla, propuesta por Merkle, se tienen en cuenta tanto el error de Poisson de
la produccion como los errores de la curva de calibracion.

El planteamiento de Merkle, ilustrado en la figura 24, consta de los pasos siguientes:

1)  Suponiendo que la distribucion es de Poisson, se calculan las producciones
correspondientes a los limites de confianza del 95 % inferior y superior sobre la
produccién observada (Y. y Yy).

2) Se calcula la dosis a la cual Y interseca la curva superior. Ese sera el limite de
confianza inferior (D.).

3) Se calcula la dosis a la cual Yy interseca la curva inferior. Ese serd el limite de
confianza superior (Dy).
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Fig. 24. Curva de calibracion dosis-respuesta con sus limites de confianza del 95 % utilizada
para estimar las incertidumbres.
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Ejemplo: Se analizaron 500 células y en 25 de ellas se observé un dicéntrico. Por lo tanto,
la produccién (Y) es de 0,05 dicéntricos / célula y el indice de dispersion y la prueba de la u
son de 0,95 y -0,78, respectivamente. La dosis se estimé utilizando la curva de dosis-efecto
para ®®Co que se muestra en la figura 24, cuyos coeficientes, varianzas y covarianzas se
enumeran més adelante.

C =1,28E-3

o = 2,10E-2

B =6,31E-2

var C = 2,22E-07

var o = 2,66E-05

var 3 =1,61E-05

covar (C, a) =-9,95E-07
covar (C, ) = 4,38E-07
covar (o) =-1,512E-05

1) Dado que la curva de dosis-efecto es lineal cuadrética (Y= C+ aD+ pPD?), la dosis
estimada de 0,73 Gy se obtiene resolviendo la ecuacion:

_—a+\/a2+4ﬂ (Y—C)
= 25

2) YL Yy Yy se obtienen a partir de tablas estadisticas normalizadas de los limites de
confianza previstos para una variable de Poisson [133]. En el cuadro 8 se muestran los
limites del 95 % para valores de dicéntricos observados de 0 a 103. Para los 25 dicéntricos
observados en este ejemplo, Y| vale 16,768/500 = 0,034 e Y\, vale 36,03/500 = 0,072.

D (6)
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CL:IADRO 8. LI'MITES,DE CONFIANZA DEL 95 % SUPERIOR E INFERIOR PARA EL
NUMERO (X) DE DICENTRICOS OBSERVADOS
(adaptado a partir de [133])

X Inferior Superior X Inferior Superior X Inferior Superior X Inferior Superior
0 0 3,285 {26 16,77 37,67 |52 38,165 66,76 78 61,9 96,06
1 0,051 5323 |27 17,63 38,165 {53 39,76 68,1 79 62,81 97,545
2 0,355 6,686 |28 1905 39,76 |54 4,094 69,62 80 62,81 99,17
3 0,818 8,102 {29 19,05 40,94 |55 4094 71,09 81 6349 99,17
4 1,366 9598 {30 20,335 41,75 {56 41,75 71,28 | 82 64,95 100,32
5 1,97 11,177 {31 2136 4345 |57 4345 7266 | 83 66,76 101,71
6 2,613 12,817 {32 21,36 4426 {58 44,26 7422 | 84 66,76 103,315
7 3,285 13,765 {33 22,945 4528 |59 4426 7549 | 85 66,76 1044
8 3,285 14,921 {34 23,76 47,025 |60 4528 75,785 | 86 68,1 104,58
9 4,46 16,768 {35 23,76 47,69 |61 47,025 77,16 | 87 69,62 105,905
10 5,323 17633 {36 254 48,74 162 4769 78,73 | 88 71,02 107,32
11 5,323 1905 137 2631 50,42 (63 4769 7998 | 89 71,09 109,11
12 6,686 20,335 {38 2631 51,29 |64 48,74 80,25 90 71,28 109,61
13 6,686 21,364 |39 27,735 52,15 |65 5042 8161 91 7266 110,11
14 8,102 22,945 140 28,97 53,72 {66 51,29 8314 | 92 7422 111,44
15 8,102 23,762 {41 28,97 5499 |67 51,29 8457 93 7549 11287
16 9,598 25,4 42 30,02 5551 |68 52,15 84,67 94 7549 11484
17 9,598 26,306 |43 31,675 56,99 |69 5372 86,01 95 75,785 114,84
18 11,177 27,735 {44 31,675 58,72 |70 5499 8748 96 77,16 115,605
19 11,177 28,966 |45 3228 58,84 |71 5499 89,23 97 78,73 116,93
20 12,817 30,017 {46 3405 60,24 |72 5551 89,23 98 79,98 118,35
21 12,817 31,675 |47 34665 61,9 |73 5699 90,37 99 79,98 120,36
22 13,765 32,277 |48 34,665 6281 |74 5872 91,78 | 100 80,25 120,36
23 14,921 34,048 |49 36,03 6349 |75 5872 9348 | 101 8161 121,06
24 14921 34665 |50 37,67 64,95 |76 5884 9423 | 102 83,14 122,57
25 16,768 36,03 {51 3767 66,76 {77 6024 94705 | 103 84,57 123,77

3) Los limites de confianza del 95 % inferior y superior de la curva se pueden calcular a
partir de la ecuacion:

Y=C+oD+/D*+ RJ varC+varoD’ + varD*+ 2covar(C, ) D+ 2covar(C, £)D*+ 2covar(a, 5)D°
(7)

donde:

R? es el factor de confianza de la regresion, y es el limite de confianza del 95 % de una
distribucion ji al cuadrado, ¥*(df, 95 %), con 2 o 3 grados de libertad (df).

Para una curva lineal cuadratica (df = 3) R?vale 7,81, y para una curva lineal, 5,99. En la
ecuacion (7) hay que utilizar un valor de 2,79, que en el caso de una curva lineal debe ser
de 2,45. Dado que tanto en la observacién de la produccion de dicéntricos como en la curva de
calibracion se consideran unos limites de confianza del 95 %, algunos autores han propuesto
que el limite de confianza de la curva de regresion sea del 83 % en lugar del 95 %, para reducir
la posible sobreestimacién de la incertidumbre [134, 135]. En este caso, R* valdréa 5,02 para la
curva lineal cuadrética y 3,54 para la curva lineal.
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4)  EIl calculo del punto en el que Y. interseca la curva de confianza superior, que
corresponde al limite de confianza del 95 % inferior de la dosis estimada (D), se puede
realizar por iteracion. A ese efecto se puede utilizar la herramienta de resolucion
contenida en el programa Excel. Se puede obtener del mismo modo el punto en que Yy
interseca la curva de confianza inferior (Dy). En el ejemplo presente, D, y Dy valen 0,51
y 0,97 Gy, respectivamente.

Si no se conocen las covarianzas, los limites de confianza se pueden calcular por
aproximacion con la ecuacion (8). La ecuacion es valida porque la contribucién de las
covarianzas a la incertidumbre es relativamente pequefia.

Y =C+aD+ A’ + Ry /varC+varaD? +varD* (8)

Para curvas de calibracion bien determinadas sobre la base de un recuento abundante, la
varianza debida a la curva es pequefia respecto de la varianza de la produccion observada en
la persona, y se puede despreciar. Se puede obtener una estimacion aproximada mas simple de
D. y Dy directamente a partir de la curva de calibracion considerando los puntos donde Y, e
Yy cruzan la linea de trazo continuo de la figura 25.
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Fig. 25. Curva de calibracion dosis-respuesta utilizada para estimar la incertidumbre
despreciando el error debido a la curva.

En el ejemplo presente, a 0,73 Gy el error asociado a la curva es de 0,002; el valor se
obtiene sustituyendo D por 0,73 Gy en el ultimo término de la ecuacion (7). El valor obtenido
es menor que el error estandar asociado a la produccién de dicéntricos observada (25)2/500,
que vale 0,01. Con este planteamiento, D, y Dy valen 0,57 y 0,91.
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Si la prueba estadistica de la u es mayor que 1,96, habria que corregir Yy y Y, para tener
en cuenta la sobredispersion, multiplicando por el factor que se indica mas adelante, donde
CL es el limite de confianza de Poisson que figura en las tablas normalizadas, X el nimero de
dicéntricos observados y c%/y el indice de dispersién observado:

Factor :(%)m 9)

Utilizando el ejemplo precedente, si en lugar de 25 células con un dicéntrico se hubieran
observado 19 células con un dicéntrico y tres células con dos, o?/y valdria 1,19, y el valor de u
seria de 3,19. En este caso, Yy e Y valen:

3603 (36'03jm 01074 10
= —X P =V,
"~ 500 25 (10)
Y 16.77 (16'77]m 0,0217 11
= —X - =V,
"~ 500 25 (11)

Aplicando estos valores, Dy Dy valen 0,39 y 1,19 Gy, respectivamente.
9.7.4. Ampliacidn de los célculos de la dosis a situaciones de exposicidn mas complejas

La seccidén precedente se refiere a casos en los que se ha producido una gran
sobreexposicion aguda y accidental a radiacion de baja TLE, que ha afectado uniformemente
al cuerpo entero y en la que se dispone con prontitud de una muestra de sangre. La frecuencia
de dicéntricos por célula, calculada respecto de una curva de dosis-respuesta aguda obtenida
in vitro, proporciona una estimacién fiable de la dosis promedio absorbida por todo el cuerpo.
Sin embargo, en la préctica esas circunstancias ideales rara vez se dan y lo comun es que se
produzca una irradiacién prolongada o fraccionada. Es mas usual que las exposiciones
accidentales no sean uniformes y que afecten quizas solo a una parte del cuerpo. También
puede que se retrase bastante la obtencidén de una muestra de sangre para realizar el estudio
cromosomico. Esos factores hacen que la muestra contenga una poblacién no homogénea de
linfocitos y que la produccién de dicéntricos resultante, comparada respecto de una curva de
dosis-respuesta estandar obtenida in vitro, proporcione una estimacion no realista de la dosis.
La falta de homogeneidad da una produccion de dicéntricos que no se ajusta a una
distribucion de Poisson sino que en general estd sobredispersa. En las exposiciones parciales
ello se debe, obviamente, a que los linfocitos que se encuentran en los tejidos externos al
campo de radiacion no habran sufrido lesiones. Si la exposicion estd muy localizada, puede
que las células dafiadas, menos numerosas de lo previsto, contengan cada una varias
aberraciones. Incluso si la dosis de radiacion es uniforme en la piel, su disminucion
monotodnica con la profundidad del tejido hace que las dosis recibidas por los linfocitos sean
diversas. Ese efecto sera particularmente marcado para las radiaciones poco penetrantes, pero
para las radiaciones muy penetrantes tales como los rayos X de 250 kVp o los rayos gamma
de fuentes de °°Co, " Ir 0 ™*'Cs , el efecto serd suficientemente pequefio para que los
dicéntricos se ajusten aproximadamente a una distribucion de Poisson.

La exposicion accidental a radiaciones de alta TLE tales como los neutrones también
producira una distribucion sobredispersa, dado el modo en que la dosis se deposita a escala
celular (véase la seccion 3).
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El retraso en la obtencion de muestras de sangre influira en la produccién de
aberraciones, porque las células que contienen aberraciones inestables dejan de estar en
circulacién y son sustituidas por células nuevas que no contienen dicéntricos.

En esta seccion se pretende examinar el modo en que la produccion de aberraciones
cromosOmicas esta influido por la falta de homogeneidad de la exposicién, el retraso en la
obtencion de las muestras y la prolongacion de la exposicion, y la forma en que, de todos
modos, se pueden utilizar los datos para obtener una estimacién valida de la dosis. También se
considera la notificacion de emergencias en las que intervienen dosis muy bajas que, por
limitaciones estadisticas, puede ser dificil distinguir de las dosis nulas.

En la seccion siguiente figuran ejemplos ilustrados para cada situacion de exposicion de
emergencia.

9.7.4.1. Accidente de criticidad

Un accidente de criticidad es aquel en el que el cuerpo resulta irradiado por neutrones y
por rayos gamma. Si se conoce la proporcion entre las dosis de neutrones y de rayos gamma,
informacidn de la que se suele disponer a partir de mediciones fisicas, se pueden calcular por
iteracion las dosis de neutrones y de rayos gamma. El proceso de iteracion se realiza del
modo siguiente:

1)  Supongamos que todas las aberraciones se pueden atribuir a los neutrones, y a partir de la
produccion de dicéntricos medida estimamos una dosis a partir de la curva de neutrones;

2)  Utilizamos la dosis de neutrones estimada y la proporcion entre neutrones y rayos
gamma que nos han proporcionado para estimar la dosis de rayos gamma,;

3)  Utilizamos la dosis de rayos gamma para estimar la produccion de dicéntricos debida a
los rayos gamma;

4)  Restamos la produccion calculada de dicéntricos debida a los rayos gamma de la
produccion medida, y obtenemos un nuevo valor de la produccién debida a los neutrones;

5)  Repetimos los pasos 1 a 4 hasta obtener unas estimaciones autocoherentes.

Si no se dispone de una estimacion fisica de la proporcion entre neutrones y rayos gamma,
no se puede aplicar este método. En ese caso, una posibilidad es expresar la dosis en Gy-Eq,
como se hizo para las victimas del accidente de Tokai-mura. Sin embargo, Brame y Groer [136]
han descrito un planteamiento bayesiano de la estimacion de la dosis en los accidentes de
criticidad con el que se puede estimar la dosis aun careciendo de estimacion de la proporcion.
Se ha comprobado que en las simulaciones de accidentes el método bayesiano proporciona
resultados muy similares a los obtenidos con el procedimiento clasico de iteracion [137].

9.7.4.2. Sobreexposicién a dosis bajas

Se afirma a menudo que el limite inferior de deteccidn de la dosis mediante dicéntricos
para radiaciones de baja TLE se sitGa alrededor de los 0,1-0,2 Gy. La sensibilidad a las dosis
bajas es una funcion del nivel de fondo de dicéntricos (que para la poblacién general es del
orden de 0,5 a 1/1 000 células) y del limite del nimero (realista) de metafases que se pueden
examinar. Por consiguiente, las estimaciones de las dosis bajas van acompafiadas de una gran
incertidumbre estadistica. Como se ha dicho, la incertidumbre procede principalmente del
error de Poisson de la produccion, pero con una pequefia contribucion del error estandar de
los coeficientes de la curva de dosis-respuesta, de los que el de o es el mas importante a dosis
bajas. A efectos préacticos, este ultimo se puede despreciar a menos que los datos de
calibracidon para dosis bajas sean escasos.
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Unos 100 a 200 mGy son poco preocupantes en lo que se refiere a las consecuencias de la
exposicion en la salud, pero en terminos legales se trata de una dosis alta si se compara con la
dosis ocupacional anual limite de 20 mSv recomendada por la ICRP. A menudo se presiona a
la citogenética para resolver casos de presuntas sobredosis bajas, incluso forzando el método
mas alla de su capacidad.

La experiencia muestra que al notificar los resultados los no especialistas rara vez
comprenden el concepto de incertidumbre. Se dispone de cierto nimero de planteamientos a
los que se puede recurrir para facilitar la interpretacion de los resultados. En primer lugar,
aunque estadisticamente no sea estrictamente exacto, se puede explicar que la probabilidad de
que una dosis sea superior al limite de confianza superior del 95 % es solo del 2,5 %. Ademas,
se puede utilizar el limite de confianza inferior para definir el “umbral de deteccién” de la
prueba: con las cifras del cuadro 9, la dosis seria estadisticamente superior a cero Gy solo si
hay 4 0 mas dicéntricos por 1 000 células, es decir, cuando el limite de confianza inferior es
mayor que cero Gy.

CUADRO 9. LIMITES DE CONFIANZA DE LA DOSIS DEL 95 % PARA DIVERSAS
PRODUCCIONES BAJAS DE DICENCTRICOS POR 1000 CELULAS Y RAZON DE
POSIBILIDADES QUE MUESTRA LA VEROSIMILITUD DE UNA DOSIS NULA O
DE 0,25 Gy

(dosis calculadas utilizando Y = 0,0010 + 0,0164D + 0,0492D?)

y Dosis (Gy) Razon de
Observacion posibilidades
(dicéntricos) Limite de confianza Media Limite de confianza _

inferior superior p(0 Gy):p(0,25 Gy)
0 — 0 0,12 1306 :1
1 0 0 0,18 160:1
2 0 0,05 0,23 20:1
3 0 0,09 0,26 2:1
4 0,01 0,13 0,30 1:3
5 0,03 0,16 0,33 1:28
6 0,06 0,19 0,36 1:229
7 0,09 0,22 0,38 1:1868

Si, como opciodn alternativa, se consideran solo dos posibles hipétesis (dosis nula o la dosis
presunta, por ejemplo, de un dosimetro), se pueden utilizar las probabilidades relativas de cada
una de ellas para calcular la razén de posibilidades de las dos dosis. Las probabilidades
derivadas de la distribucién de Poisson seran las siguientes. Si la dosis era nula, entonces de la
curva de dosis-respuesta se prevé una frecuencia de fondo de 1 dicéntrico por cada 1 000
células. Para una dosis de 0,25 Gy, se prevé una producciéon de 8,2/1000. A partir de la
distribucion de Poisson, la probabilidad relativa de no observar ningun dicéntrico cuando se
prevén 1y 8,2 es e/e™®?, es decir, 0,36788/0,00027, que da aproximadamente 1 300. En la fila
superior del cuadro 9 se indican los valores de la media, los intervalos de confianza inferior y
superior para la dosis, y la razon de posibilidades para una dosis nula: dosis de dosimetro, junto
con, més abajo, otros valores que se habrian citado si se hubieran observado diferentes
cantidades de dicéntricos en 1 000 células.
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El laboratorio notificante puede utilizar uno de esos dos planteamientos, o ambos, cuando
presente los resultados del analisis, decision que dependera de las circunstancias particulares
del caso.

9.7.4.3. Exposicion parcial del cuerpo

La indicacion citogenética de que se ha producido una exposicion parcial del cuerpo es
que la distribucion de dicéntricos entre las segundas metafases del paciente no es de Poisson.
Por consiguiente, la primera medida sera calcular la razon entre la varianza y la media (c2/y)
y seguidamente aplicar la prueba de la u para determinar si la razon se desvia
significativamente de la unidad (véase la seccion 8.3). Si los datos son congruentes con una
distribucion de Poisson, la recomendacién es que se notifique una estimacion de la dosis
promediada para el cuerpo entero. Si los datos no corresponden a una distribucion de Poisson,
se han propuesto dos métodos (véase infra) mediante los cuales se puede estimar una dosis
correspondiente a una exposicion parcial, en lugar de limitarse a dar un valor promediado para
todo el cuerpo. El incentivo para determinar la estimacion de la dosis de exposicion parcial
del cuerpo se puede basar también en la informacién sobre las circunstancias en que se ha
producido la sobredosis. EI método recomendado para evaluar si los datos se ajustan a una
distribucion de Poisson es la prueba de la u, pero muchos consideran que esa prueba no es
muy robusta, especialmente cuando se examina un numero reducido de extensiones
metaféasicas. De ahi que en muchos laboratorios se comparen también sistematicamente las
estimaciones de la dosis para el cuerpo entero asi como para exposiciones parciales utilizando
uno cualquiera de los dos métodos descritos infra. Si la estimacion de la dosis para el cuerpo
entero difiere significativamente de la estimacion para una exposicién parcial, el laboratorio
deberia considerar que el caso puede corresponder a una exposicion parcial del cuerpo. Si
existe incertidumbre en cuanto a que haya diferencias significativas entre las estimaciones de
la dosis para el cuerpo entero o para parte del cuerpo (seccion 9.7.3), la recomendacion es que
se utilicen los dos metodos descritos aqui Unicamente cuando los datos correspondan
significativamente a una distribucién no de Poisson.

Método 1

El método fue propuesto inicialmente por Dolphin [138] y se ha denominado de Poisson
contaminado. Estudia la distribucién sobredispersa de dicéntricos entre todas las células
examinadas. Se considera que la distribucion observada es la suma de a) una distribucién de
Poisson que representa la fraccion irradiada del cuerpo y b) la fraccion restante, no expuesta.
Obviamente, las células que contengan aberraciones se encontraran en la parte irradiada del
cuerpo. Las células no lesionadas abarcaran dos subpoblaciones: las de la fraccién no
irradiada y las células irradiadas que no han resultado lesionadas (que corresponderan al
primer término (e7Y) de la serie de Poisson). La ecuacion (12) describe la distribucién del
dafio entre las células:

Ye X

= 12
1-e"  N-n, (12)

donde:

Yk es la produccion media de dicéntricos en la fraccion irradiada,

e™' representa el nimero de células no lesionadas de la fraccién irradiada,
X es el nuimero de dicéntricos observados,

N es la cifra total de células, y

No €s el numero de células que no presentan dicéntricos.

72



La ecuacién (12) se puede resolver por iteracion para hallar la estimacion mas probable
de la produccion, y a continuacion se puede utilizar Yg para calcular la fraccion, f, de células
examinadas que habian sido irradiadas, mediante la ecuacion (13):

v =2 (13)
N

La dosis impartida a la fraccion irradiada se puede calcular entonces utilizando Yg y la
curva de calibracion apropiada. El tamafio de la fraccion de cuerpo irradiada se puede obtener
de f una vez corregidos los efectos de la mortalidad interfasica y del retraso de la mitosis.
Esos factores hacen que la probabilidad de que esas células lleguen a la metafase en un
cultivo de 48 horas, incluso aunque no presenten aberraciones, es inferior a la de las células
gue no han estado expuestas. Si la fraccion de células irradiadas que llegan a la metafase es p,
la fraccion de cuerpo irradiado, F, viene dada por

__f/p
1-f+f/ p (14)

El valor de p se estima mediante la ecuacién
P = exp(-D/Dy) (15)
donde:

D es la dosis estimada, y
se dispone de datos experimentales para los valores de D, entre 2,7 y 3,5 [139, 140].

El planteamiento presenta, sin embargo, cierto numero de limitaciones:
1)  Da por supuesto que la exposicion de la fraccion irradiada es homogénea.

2)  Deduce la fraccion de linfocitos irradiados que se pueden relacionar Unicamente con la
fraccion de cuerpo irradiada admitiendo el supuesto simplificador de que los linfocitos
se distribuyen uniformemente por todo el cuerpo.

3)  Requiere una dosis local suficientemente alta para que se observen cierta cantidad de
células con dos o0 més dicéntricos. Es necesario que asi sea para calcular el mejor ajuste
de las células irradiadas pero no dafiadas.

4)  Da por supuesto que el retraso entre la irradiacion y la obtencién de la muestra de
sangre es minimo, con lo que la produccion de dicéntricos no se diluye
significativamente debido a la entrada en la circulacion de células recién formadas, que
no estan lesionadas. Si se produce esa dilucién, es probable que la fraccion irradiada
obtenida con este método constituya una subestimacion [141].

Método 2

El método fue propuesto inicialmente por Sasaki y Miyata [142] y se ha denominado
método Qdr. En él se considera la produccién de dicéntricos y anillos Gnicamente de las
células que contienen aberraciones inestables, y da por supuesto que esas células existian en el
momento del accidente. Por consiguiente, el método elude el problema de la dilucién por
células no dafiadas procedentes de una fraccion no expuesta del cuerpo o el reemplazo
posterior a la irradiacion con origen en el conjunto de células madre. Asimismo, no requiere la
presencia de células muy lesionadas que contengan dos o mas aberraciones. Qdr es la
produccidn prevista de dicéntricos y anillos entre las células dafadas, Ny, y se obtiene de
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X Y,

Qdr = =
Ny 1-exp(-Y,-Y,) (16)

donde:

X es la cifra de dicéntricos y anillos, y
Y1 y Yz son las producciones de dicéntricos y anillos mas la de acéntricos en exceso,
respectivamente.

Dado que Y31 e Y, son funciones conocidas de la dosis y se pueden derivar a partir de
curvas de dosis-respuesta obtenidas in vitro, Qdr es funcién anicamente de la dosis, por lo que
permite estimar la dosis para la parte irradiada del cuerpo.

El método también presenta varias limitaciones, a saber:

1)  Da por supuesto, al igual que el método 1, que la exposicion de la fraccion irradiada es
uniforme, si bien, segin Sasaki y Miyata [142] no informa sobre el tamafio de esa
fraccion. De todos modos, el tamafio se puede calcular aplicando esencialmente el
mismo procedimiento que con el método 1, es decir, convirtiendo la dosis en
produccion y utilizando seguidamente las ecuaciones (13) y (14).

2)  Da por sentado que las aberraciones acentricas en exceso también tienen distribuciones
de Poisson, aunque ello no lo hayan confirmado los datos obtenidos en experimentos in
vitro. Si esta limitacion se considera importante, se puede evitar considerando la
produccién de dicéntricos y anillos en las células dafiadas que contengan Unicamente
dicéntricos y anillos. La ecuacién (16) quedaria reducida entonces a

X _ v,
Ny 1-exp(-Y,) (17)

Qdr =

que es idéntica a la (12). Esta forma simplificada dard una estimacion de la dosis
idéntica a la que se obtiene con el método 1.

3) En el método se da por sentado que todas las células que contienen aberraciones
inestables estaban presentes en el momento de la irradiacion, y que no ha habido aporte
de células con aberraciones cromosdmicas procedentes de lesiones cromatidicas
ocurridas en las células madre.

9.7.4.4. Obtencidn de muestras de sangre con retraso

Se ha documentado fehacientemente que algunos linfocitos portadores de aberraciones
siguen presentes en la circulacion periférica muchos afios después de la irradiacion. Sin
embargo, se ha demostrado que si las muestras se obtienen unas pocas semanas después de la
irradiacion, la produccion de aberraciones es inferior. Ello se constata particularmente en el
caso de dosis grandes, suficientemente altas para causar reacciones deterministas tempranas
tales como la disminucién del recuento de leucocitos. A dosis bajas, inferiores al umbral del
efecto determinista, aumenta la posibilidad de que se reconozca tardiamente una sobredosis.
Por consiguiente, es necesario realizar ajustes para que la estimacién de la dosis sea mas
realista. Desafortunadamente, se dispone de pocos datos que posibiliten la deduccion de un
factor de correccion fiable. En efecto, dadas las destacadas variaciones entre personas, que
dependen de factores tales como las infecciones, la disminucion de la producciéon de
aberraciones probablemente no se pueda expresar simplemente en forma de una funcion del
tiempo Unicamente. Sin embargo, se ha propuesto una tasa de desaparicion exponencial, con
un semitiempo de alrededor de tres afios [106]. Parece una aproximacion general adecuada
cuando la obtencidn de la muestra se ha retrasado mucho, por ejemplo, cinco afios 0 mas. Sin
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embargo, en la investigacion de exposiciones accidentales es muy infrecuente que se
produzcan retrasos tan grandes. Lo habitual es que se tarde desde unos pocos dias hasta unas
pocas semanas. Es probable que se produzca un retraso de unas pocas semanas si no se tiene
conciencia de la exposicion hasta que se procesa un dosimetro personal de uso rutinario y la
exposicion se ha producido al principio del periodo examinado. A lo sumo nos podemos
encontrar con retrasos del muestreo de hasta un afo, y para ese intervalo de tiempo resulta
inapropiado un semitiempo de desaparicion exponencial de unos tres afios.

El conjunto de datos probablemente mas completo es el publicado por Buckton et al.
[63, 143, 144], quienes a lo largo de mas de 30 afios tomaron muestras repetidamente de un
grupo de pacientes con espondilitis anquilosante tratados con dosis fraccionadas de rayos X.
En esos estudios se observd una larga meseta inicial en la produccion de aberraciones, que
duraba alrededor de 20 semanas, seguida de una disminucion muy pronunciada que persistia
durante mas de cuatro afios. Calcularon que a lo largo de los primeros cuatro afios la
produccion de dicéntricos descendid a una tasa de aproximadamente un 43 % cada afio, y a
partir de entonces la disminucion fue de alrededor del 14 % cada afio. Habida cuenta de la
considerable variabilidad de los pocos datos disponibles, no se pueden dar orientaciones
firmes, especialmente para los retrasos que superen las pocas semanas. Por consiguiente, en
las producciones de dicéntricos no corregidas probablemente se subestimen las dosis, pero el
grado de la subestimacién dependera de factores personales, generalmente no cuantificables.

Se sefial¢ al tratar de la irradiacion parcial del cuerpo (seccién 9.7.4.3) que en el método
Qdr se considera la produccion de dicéntricos y anillos Unicamente en las células dafiadas. Por
consiguiente, aplicando ese planteamiento cuando hay retraso en la obtencion de las muestras
se podria también eludir el problema de la dilucion con el tiempo causada por el aporte a la
circulacién de células no dafadas, siempre y cuando se siga observando un nimero suficiente
de células con aberraciones inestables. Obviamente, ello no sera posible cuando el retraso sea
muy prolongado. En esos casos, sin embargo, se podria considerar la persistencia de células
con aberraciones estables. Durante muchos afios, el Unico modo de hacerlo era cariotipar
muchas preparaciones tefiidas en blogue, y mas tarde preparaciones bandeadas. Con esos
métodos, el estudio de la espondilitis anquilosante puso de manifiesto que el nivel de esas
celulas se mantenia mé&s o menos constante a lo largo de los 30 afios de seguimiento. Awa
[145] ha notificado también una buena correlacion entre la frecuencia de aberraciones estables
y las estimaciones del sistema dosimétrico de 1986 (DS86) en los supervivientes de
bombardeos atomicos. Al dividirse, las células que contienen aberraciones inestables son
eliminadas selectivamente porque no se produce la disyuncion mitética. El exceso de
aberraciones estables con el paso del tiempo se explica suponiendo que las células que
contienen lesiones estables desaparecen al mismo ritmo que las que contienen lesiones
inestables, pero que la pérdida de las lesiones estables se ve compensada por las divisiones
irrestrictas procedentes del conjunto de células madre. El laborioso procedimiento de
cariotipaje con bandeo ha sido sustituido actualmente por la técnica de FISH, que se considera
un método 6ptimo para examinar en un gran nimero de células la presencia de traslocaciones
estables infrecuentes, aleatorias y no constitucionales para realizar una dosimetria bioldgica
con caréacter retrospectivo. EI método se describe en la seccién 10.

9.7.4.5. Exposicion prolongada y exposicion fraccionada

La prolongacion o el fraccionamiento de la exposicion también pueden hacer que la
produccion de aberraciones sea menor que si se recibe la misma dosis de forma aguda. Para
radiaciones de alta TLE, en las que la relacion dosis-respuesta es casi linear, no cabria prever
ningun efecto debido a la tasa de dosis o al fraccionamiento. En cambio, para radiaciones de
baja TLE, la prolongacidn de la dosis disminuye el coeficiente de la dosis al cuadrado, B, en la
ecuacion de la produccién (2). El término corresponde a las aberraciones, posiblemente
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debidas a dos trayectorias, que se pueden modificar en virtud de mecanismos de reparacion
que disponen de tiempo para operar durante el transcurso de la exposicion prolongada o en los
periodos que median entre exposiciones agudas intermitentes. Cierto nimero de estudios han
demostrado que la disminucion de la frecuencia de las aberraciones parece seguir una sola
funcion exponencial con un tiempo medio de alrededor de 2 horas. Cinco o seis horas después
de la exposicién, la mayoria de las lesiones que dan lugar a aberraciones cromosomicas
habran sido reparadas, o de una u otra manera ya no podran producir interacciones.

Lea y Catcheside [146] propusieron un factor dependiente del tiempo, denominado
funcién G, con el que se puede modificar el coeficiente de la dosis al cuadrado y, de ese
modo, se tienen en cuenta los efectos de la prolongacion de la dosis. La ecuacion lineal
cuadrética (2) se puede modificar segun se muestra en la ecuacion (18):

Y =C +aD + fG(x)D? (18)
donde:

G(x):x—zz[x—1+e‘x] (19)
y

X = % (20)
donde:

t es el tiempo durante el cual se produjo la irradiacion, y
to es la vida media de las roturas, que, segun se ha demostrado, es del orden de ~ 2 horas
[96, 147].

Por consiguiente, en el caso de la irradiacion continua, es necesario conocer el tiempo que ha
durado la exposicion y realizar la suposicion simplificadora de que la tasa de dosis se ha
mantenido ma&s o menos constante durante la exposicion. Solo vale la pena intentar este
procedimiento si la dosis total que ha intervenido es suficientemente importante y la exposicion ha
durado desde horas hasta unos pocos dias. Obviamente, para exposiciones pequefias (<0,3 Gy) a
radiaciones de baja TLE, incluso aunque haya sido aguda, la mayoria de las aberraciones se deben
a trayectorias ionizantes Unicas, de modo que de todos modos la produccion se aproxima a
Y = aD. Cuando la dosis se aplica durante un periodo prolongado, G(x) se reduce practicamente a
cero. Por lo tanto, incluso si interviene una dosis alta (>1,0 Gy), la produccién viene dada, en
efecto, por Y = aD. En el caso de las exposiciones breves e intermitentes, con intervalos entre
fracciones de méas de seis horas, las exposiciones se pueden considerar irradiaciones agudas
separadas, y las distintas producciones de aberraciones inducidas se suman. Para intervalos entre
fracciones mas breves, en la ecuacion (18) G(x) se puede sustituir por exp (-ti/tp), donde t; es el
tiempo que media entre las fracciones. Lloyd et al. [96] y Bauchinger et al. [147] han presentado
datos experimentales que respaldan la hipétesis de la funcién G.

9.7.4.6. Incorporacion interna de radionucleidos

Se trata de un tipo particular de irradiacién prolongada, con la complicacion afiadida de
que la exposicion del cuerpo es muy desigual. La razon de ello es que los sitios de deposicion
de los radionucleidos y su tiempo de permanencia dependen de un gran nimero de factores.
Entre ellos se cuentan la via de entrada en el cuerpo, la forma fisicoquimica, la calidad de la
radiacion emitida, la via metabdlica a la que se puede haber incorporado el radionucleido, y el
estado fisiologico de la persona.
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En los linfocitos obtenidos de personas con contaminacion interna se pueden observar
aberraciones cromosomicas en exceso respecto del nivel de fondo. Sin embargo, debido a los
numerosos factores de confusion que intervienen, no se puede utilizar la produccion de
aberraciones para deducir una estimacion valida de la dosis de radiacién impartida al cuerpo
entero 0 a 6rganos concretos. Se puede referir la produccion de aberraciones a una curva de
dosis-respuesta obtenida irradiando linfocitos in vitro con el radionucleido de que se trate, y
asi realizar una estimacion de la dosis impartida in vivo a los linfocitos circulantes del
paciente. DuFrain et al. [148] presentaron un ejemplo al respecto para un accidente en el que
un hombre resultd contaminado cuantiosamente con 2**Am. Sin embargo, la dosis impartida a
los linfocitos puede representar muy incorrectamente la dosis impartida a otras células o
tejidos del cuerpo, en particular en el caso de los emisores alfa.

Por consiguiente, en general, los estudios citogenéticos tienen poco valor en los casos de
incorporacion interna de radionucleidos. Existen excepciones cuando los radionucleidos se
dispersan de forma bastante uniforme por el cuerpo. Valen de ejemplo los isétopos del cesio y
el agua tritiada. El cesio tiende a concentrarse en el tejido muscular, que presenta una
distribucion mas bien ubicua, y tiene una eliminacidon biologica con dos maximos: uno
durante los dos primeros dias y el segundo durante los 100 dias siguientes. “*'Cs fue el
nucleido liberado a la comunidad en el accidente de Goiania [149, 150] y uno de los
principales contribuyentes a la dosis que causé la contaminacion ambiental en Chernobil
[151]. El tritio incorporado en forma de gas o agua tritiada pasa al agua del cuerpo y provoca
una irradiaciébn mas o menos uniforme. Su periodo de semieliminacion bioldgica es de
alrededor de 10 dias, por lo que, igual que ocurre con el cesio, la exposicion se podria
considerar cronica y, en la practica, cabria prever una relacion dosis-respuesta lineal. Si se
carece de una curva de dosis-efecto in vitro especifica para el tritio, bastard una curva para
rayos X de alrededor de 200-300 kVp. Prosser et al. [152] han demostrado una EBR de 1,13 a
dosis, o tasas de dosis, bajas para el tritio respecto de rayos X de 250 kVp.

9.7.5. Ejemplos de estimaciones de dosis
9.7.5.1. Exposicion aguda del cuerpo entero

Brewen et al. [91] y Preston et al. [153] describieron un accidente en el que intervino una
fuente de ®Co y que entrafi¢ la irradiacion de la parte anterior del cuerpo de forma bastante
homogénea con una dosis alta. La parte posterior recibié una dosis media inferior, pero también
quedo expuesta cuando el hombre se dio la vuelta y se alejo de la fuente caminando. El tiempo
total de exposicion fue inferior al minuto. Se tomaron cierto nimero de muestras de sangre a
distintos intervalos, desde seis horas hasta tres afios después del suceso. La produccién de
aberraciones se mantuvo bastante constante desde las 6 horas hasta los 32 dias, periodo de
tiempo determinado durante el cual se tomaron 7 muestras de sangre, analizandose 300
metafases en cada una de ellas. Combinando los datos de las 7 muestras se observaron 478
dicéntricos y anillos en 2 100 células. Se utilizd una curva de dosis-respuesta para rayos gamma
in vitro en la que la dosis D se expreso en roentgen (R):

Y=3,93x10"D + 8,16 x 10° D? (21)

estimandose una exposicion media del cuerpo entero de 144 R (1 R = 0,0095 Gy). El valor
concordaba bien con la estimacion fisica de 127 R realizada a partir de un dosimetro de
termoluminiscencia que llevaba el operario y de la reconstruccion del suceso con un maniqui.
Los cambios hematoldgicos generales constatados también se correspondian con una
exposicion de alrededor de 150 R.
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9.7.5.2. Accidente de criticidad

Considerese un accidente de criticidad en el que se examinan 100 células y se
observan 120 dicéntricos, es decir, 1,2 dicéntricos por célula. La razon entre neutrones y rayos
gamma proporcionada por las mediciones fisicas es de 2:3 en la dosis absorbida. Las
estimaciones citogenéticas de la dosis se tienen que realizar utilizando curvas de calibracion
para neutrones del espectro de fisién de 0,7 MeV y rayos gamma de *°Co. Las ecuaciones de
produccion para esas curvas son las siguientes:

Neutrones: Y = 0,0005 + 8,32 x 10 D (22)
Rayos gamma: Y = 0,0005 + 1,64 x 102D + 4,92 x 107> D*  (23)
Siguiendo los pasos enumerados en la seccion 9.7.4.1:
1) 1,20 dicéntricos por célula equivalen a 1,44 Gy de neutrones;
2) 1,44 x3/2=2,16 Gy de rayos gamma;
3) 2,16 Gy de rayos gamma equivalen a 0,266 dicéntricos por célula;
4) 1,200,266 = 0,934, que es la produccion de dicéntricos atribuible a los neutrones;
5) 0,934 dicéntricos por célula equivalen a 1,12 Gy de neutrones.

Repitiendo el paso 2, 1,12 x 3/2 = 1,683 Gy de rayos gamma, etc. Después de realizar
unas pocas iteraciones se obtienen las dosis de 1,21 Gy de neutrones y 1,82 Gy de rayos
gamma. En el cuadro 10 figura la secuencia entera.

Se ha descrito una validacion in vitro de este planteamiento, con la que se han obtenido
estimaciones muy buenas de las dosis reales en ejercicios internacionales llevados a cabo para
comparar la dosimetria de los accidentes de criticidad [137, 154]

CUADRO 10. SECUENCIA DE PASOS UTILIZADOS EN LA ESTIMACION DE LA
DOSIS DE IRRADIACIONES MIXTAS DE RAYOS GAMMA Y NEUTRONES

Pasos1y5 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Dosis de Dosis de Produccion de los Produccion de los
neutrones rayos gamma rayos gamma neutrones
(Gy) (Gy) (dicéntricos por célula)  (dicéntricos por célula)
1,44 2,16 0,266 0,934
1,12 1,68 0,167 1,032
1,24 1,86 0,201 0,999
1,20 1,80 0,189 1,011
1,21 1,82 0,194 1,006
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9.7.5.3. Sobreexposicién a dosis bajas

Un técnico radiogréfico de ensayos no destructivos que trabajaba con fuentes de '*Ir

devolvio un dosimetro de termoluminiscencia que habia registrado una exposicion a radiacion
penetrante de 250 mSv. En ninguno de los dosimetros de los compafieros que habian
trabajado habitualmente con el técnico se registraron exposiciones. No habia datos sobre
fallos en el sistema ni ninguna otra explicacion para la sobredosis registrada en el dosimetro.
Se sometio el caso a andlisis citogenético, en el que se examinaron 1 000 metafases, ninguna
de las cuales presentaba lesiones. Se notificd que la mejor estimacion era una dosis nula, pero
utilizando la Y = 0,001 + 0,0164D + 0,0492D?, el valor nulo entrafiaba un limite de confianza
superior del 95 % de 0,12 Gy. Los investigadores albergaban dudas de que el técnico hubiera
realmente sido irradiado, por lo que en este caso resultd Gtil presentar los resultados de un
modo distinto. Aplicando el planteamiento de la razén de posibilidades descrito en la
seccion 9.7.4.2, las posibilidades en favor de la dosis nula eran aproximadamente de 1300:1.

9.7 5 4. Exposicion aguda no uniforme

Se produjo una irradiacién no homogénea, que dio lugar a una exposicion muy localizada
suficiente para provocar quemaduras en la piel, cuando un trabajador no expuesto a la
radiacion recogié una fuente de *?Ir de 250 GBq (6,7 Ci) y se la meti6 en el bolsillo [155]. Se
tomaron rapidamente muestras de sangre y se examinaron mil metafases de linfocitos, 99 de
las cuales contenian las aberraciones inestables siguientes: 86 dicéntricos, 2 anillos céntricos
y 60 acentricos en exceso. La distribucion de dicéntricos fue como sigue:

CUADRO 11. DISTRIBUCION DE DICENTRICOS TRAS UNA EXPOSICION AGUDA
NO UNIFORME

Dicéntricos por célula
0 1 2 3 4 5
N° de células 932 56 9 1 1 1

Las curvas de dosis-respuesta in vitro del laboratorio que se ocupd de la investigacion fueron:
Y =157x107D +5,00x107*D? (24)

dicéntri cos

Y,

acéntri cos

=2,30x107°D +3,90x102D? (25)

Aplicando el método de Poisson contaminado (seccion 9.7.4.3, método 1) la estimacion
mas probable de la produccion de dicéntricos, Yg, de las células irradiadas se obtiene
introduciendo los datos del ejemplo en la ecuacién (12). Por iteracion, Y = 0,489 dicéntricos
por célula irradiada, lo que en la curva de dosis-respuesta corresponde a 2,97 Gy.

El tamafio de la fraccion irradiada, f, se obtiene resolviendo la ecuacion (13), que en este
ejemplo da f = 0,176. Dado que ese valor corresponde a la poblacién de células que fueron
irradiadas y sobrevivieron, se debe ajustar segun se describe en la ecuacion (14) para tener en
cuenta la seleccion de células irradiadas debida a factores tales como la muerte interfésica y el
retraso de la mitosis. Segun algunos datos experimentales [147], esa seleccion es una funcion
exponencial de la dosis, en la que Dy = 2,70 Gy. En el presente ejemplo, la dosis, estimada en
alrededor de 3,0 Gy, significaria que solo alrededor del 33 % de las células irradiadas (p en la
ecuacion (14)) sobrevivieron y pudieron ser analizadas. La fraccion originalmente expuesta, F, es
igual a 0,393 y se obtiene resolviendo la ecuacion (14). Por consiguiente, redondeando, la fraccion
del cuerpo irradiada fue de alrededor del 40 %, con una dosis promedio de alrededor de 3,0 Gy.
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Hay que sefialar que en el método de Qdr (seccién 9.7.4.3) el laboratorio que realiz6 la
investigacion por regla general no utilizaba la produccion de dicéntricos y anillos en la
estimacion de la dosis, sino Gnicamente la de los dicéntricos, es decir, Qd. Dado que es muy
infrecuente que entre las aberraciones se observen anillos, en comparacion con los dicéntricos
y los acéntricos en exceso, la modificacion tiene un efecto meramente trivial. Por lo tanto, si
se introducen los valores en la ecuacion (16) y se omiten los anillos céntricos se obtiene

86 157x102D+5,00x10x2 D?

Qd B @ B 1— efs,gmo-2 D-8,90x1072 D? (26)

La ecuacion se puede resolver para D por iteracion y se obtiene una estimacion de la
dosis de 3,19 Gy. Ese valor concuerda bien con el valor de 2,97 Gy obtenido con el método de
Poisson contaminado.

9.7.5.5. Obtencidn de muestras de sangre con retraso

Se presentan a continuacién dos ejemplos de célculo de la dosis cuando las muestras de
sangre se han obtenido con retraso.

Ajuste de la produccién de dicéntricos

Stephan et al. [156] han notificado un accidente en el que dos hombres fueron expuestos
de modo bastante uniforme durante alrededor de cinco minutos a una fuente de rayos gamma
de ®°Co. Portaban placas de pelicula que indicaron 470 y 170 mSv, valores que coincidian
bien con los célculos fisicos de las dosis. Desafortunadamente, la obtencion de las muestras
de sangre se retrasd 215 dias en el caso del hombre méas expuesto y 103 dias en el de su
comparfiero. Se examinaron alrededor de 1 500 metafases de cada hombre y se obtuvieron
producciones de dicéntricos casi idénticas, de 0,47 y 0,46 dicéntricos por 100 células, que
corresponden a 0,13 Gy en la curva de dosis-respuesta:

Y =3,00x107D +5,00x10° D? (27)

Los autores optaron por ajustar las producciones de dicéntricos x 3 y x 2, respectivamente,
para tener en cuenta los retrasos. La decision se baso en los datos de Brewen et al. [91] y
Preston et al. [153] correspondientes a la irradiacion accidental de todo el cuerpo descrita en la
seccion 9.7.5.1. Las producciones de dicéntricos ajustadas dieron unas estimaciones de la dosis
de 0,31y 0,22 Gy. Aunque de este modo la estimacion bioldgica de la dosis correspondiente al
hombre mas expuesto se aproxima a la estimacion fisica, sigue habiendo cierta discrepancia. Si
los autores hubieran optado por utilizar los datos de retraso del estudio de la espondilitis
anquilosante [143], habria correspondido a lo sumo una correccién de 1,4, con lo que la
discrepancia entre las estimaciones bioldgica y fisica para el primer hombre habria sido mayor.
Dado que el efecto de la espondilitis dura hasta 20 semanas, el retraso de 103 dias no habria
precisado correccion.

Uso del método Qdr

Ishihara et al. [157] han descrito un importante accidente en el que se llevo a una vivienda
una fuente de ***Ir para radiografia industrial, resultando irradiadas seis personas. Los cuerpos
de las dos personas sobreexpuestas mas gravemente sufrieron una irradiacion parcial,
circunstancia que se puso de manifiesto en forma de quemaduras de la piel. También se plasmé
en los datos sobre aberraciones, siendo las dosis estimadas por el método Qdr de 1,95
y 1,50 Gy, sustancialmente méas altas que los valores de 1,52 y 0,54 Gy de las dosis para el
cuerpo entero, respectivamente, obtenidas a partir de las producciones de dicéntricos y anillos
por célula. Los valores de dicéntricos y anillos por célula variaron en cierta medida durante los
dos primeros meses que siguieron a la exposicion, pero luego se hicieron mas estables hasta los
seis meses. Por el contrario, los valores Qdr se mantuvieron relativamente constantes desde el
principio hasta 400 y 200 dias, respectivamente, cuando cesaron los estudios.
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9.7.5.6. Exposicion prolongada y exposicion fraccionada

En diciembre de 1998 se produjo un importante accidente en Estambul cuando en una
chatarreria se rompid y se abrié una antigua fuente de °°Co para radioterapia [158]. Resultaron
irradiadas diez personas, la mayoria durante un dia, con tiempos de exposicion de entre 2y 7
horas [159]. Utilizamos aqui a una de las personas a modo de ejemplo. El tiempo de
exposicion fue de 7 horas, y la frecuencia de dicéntricos, obtenida a partir de los resultados
combinados de cuatro laboratorios, fue de 157 dicéntricos en 688 células = 0,228 + 0,18
dic/cél. De la curva de dosis-respuesta

Y =0,001+0,003D +0,060D° (28)

la estimacion de la dosis aguda (xSE) = 1,7 + 0,1 Gy. Se ha simplificado ligeramente la
incertidumbre despreciando los errores que pueda haber en la curva de dosis-respuesta.
Aplicando la funcion G, en la que

_t/ 17/ _
X—A— ) =35 (29)
de modo que G(x) = 0,413, la curva de dosis-respuesta se convierte ahora en
Y =0,001+0,003D +0,025D> (30)

La frecuencia de dicéntricos corresponde ahora a una exposicion de 7 horas a 2,5 + 0,1 Gy.
9.7.5.7. Incorporacion interna de radionucleidos

Lloyd et al. [160] describen la inhalacién accidental de alrededor de 35 GBq (~1 Ci) de
goticulas de agua tritiada por la trabajadora de una fabrica. Se acelerd la eliminacion del
tritio del cuerpo mediante diuresis forzada. Se calculd la dosis comprometida impartida a
los tejidos blandos midiendo la concentracion y la tasa de eliminacion del tritio por la orina.
Se midié la produccion de dicéntricos en muestras de sangre obtenidas en diversos
momentos después del suceso, y se utilizaron los datos de los dias 40 a 50 a efectos de la
dosimetria bioldgica, pues para entonces ya se habian recibido todas las dosis
comprometidas. Las producciones de dicéntricos se refirieron a un coeficiente lineal in vitro
de calibracion dosis-respuesta, 5,37 x 107D, obteniéndose una estimacién de la dosis
promedio impartida a los linfocitos de 0,58 Gy, valor que, ademas, habia que multiplicar
por un factor de 0,66. En el célculo de ese factor se tienen en cuenta las diferencias de
contenido de agua del cuerpo entero, los tejidos blandos y los linfocitos. La produccion de
aberraciones se calibra respecto de la dosis impartida a los linfocitos, mientras que las dosis
aplicadas por el agua tritiada afectan principalmente a los tejidos blandos del cuerpo. La
correccion dio una estimacion de la dosis bioldgica de 0,38 Gy, con unos limites de
confianza del 95 % de 0,48 y 0,28 Gy, lo que constituye una comparacién mas realista
respecto de los 0,47 Gy + 20 % obtenidos en las mediciones de la orina. Asimismo,
convirtiendo la concentracion de tritio en la orina a dosis aplicada a los tejidos blandos se
tenia en cuenta el contenido de agua de los tejidos blandos [160].
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10. ANALISIS DE TRASLOCACIONES

Uno de los inconvenientes reconocidos de las pruebas de dicéntricos y de micronucleos
con bloqueo de la citocinesis (CBMN) es que las lesiones son inestables y, por consiguiente,
se eliminan del conjunto de linfocitos de la sangre periférica al ritmo con que se renuevan las
células (véase la seccion 4). Se admite desde hace tiempo que para realizar la dosimetria
bioldgica de exposiciones antiguas o prolongadas es necesario analizar lesiones mas
persistentes, por ejemplo, las traslocaciones estables. Las traslocaciones se pueden detectar
mediante cariotipaje, pero el método es demasiado laborioso para aplicarlo sistematicamente
en dosimetria bioldgica. La introduccidon de la técnica FISH [161] ha abierto la posibilidad de
detectar las traslocaciones por otros procedimientos.

En esa técnica se utilizan secuencias especificas de ADN, que se aplican a modo de
sondas de una parte concreta del genoma y que, unidas a diversos fluorocromos, destacan o
“pintan” las regiones de distintos colores. Las traslocaciones se observan al microscopio de
fluorescencia en forma de reordenaciones coloreadas (figuras 26 y 27).

Fig. 26. Metafase humana con cromosomas pintados de colores (N° 2, FITC, verde; N° 4, rojo
Texas; y N° 8, FITC + rojo Texas y amarillo), y el resto contratefiido con DAPI. Se observa
una traslocacion aparentemente simple, o traslocacion bidireccional [t(Ba),t(Ab)] que afecta
al cromosoma N° 2.
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Fig. 27. Metafase humana con cromosomas a los que se les ha aplicado una pintura
monocromatica (N° 1, N° 4 y N° 11 marcados con Cy3 (rojo)), centromeros destacados con
una sonda pancentromérica marcada con FITC (verde), y el resto contratefiido con DAPI. Se
observa una traslocacion aparentemente simple, o traslocacion bidireccional [t(Ba),t(Ab)]
que afecta al cromosoma N° 1.

La técnica FISH tiene numerosas aplicaciones en medicina y en citogenética
fundamental. Sin embargo, en la presente publicacion se comentara unicamente su aplicacion
en dosimetria bioldgica. Se dispone en la actualidad de una gran variedad de sondas, por lo
gue se pueden pintar selectivamente regiones enteras o delimitadas de cada uno de los
cromosomas humanos. Adhiriendo diferentes proporciones de fluorocromos a puntos
especificos se pueden iluminar simultdneamente distintas regiones con una amplia variedad de
colores. Un inconveniente del uso de muchos colores, como ocurre en el procedimiento FISH
multicolor (mFISH), es que las diferencias pueden ser demasiado sutiles para distinguirlas a
simple vista. De ahi que sea necesario utilizar sistemas electronicos para captar las imagenes y
mostrarlas con colores falsos (figuras 28 y 29).
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Fig. 28. Imagen de una metafase tefiida con mFISH. A: con colores RGB, tal como los ha
captado la camara.

Fig. 29. Imagen de una metafase tefiida con mFISH. B: la misma metafase, en la que ahora a
cada pareja de cromosomas se le ha asociado un pseudocolor.

10.1. CULTIVO CELULAR Y PROCEDIMIENTOS DE FIJACION

Los procedimientos para obtener sangre, cultivar los linfocitos y recolectar células fijadas
son similares a los descritos para la prueba de dicéntricos (secciones 9.1 y 9.2). Si bien las
traslocaciones son estables a lo largo de las mitosis, sigue siendo una buena préactica realizar
el analisis con metafases M1. Ello es particularmente importante porque la pérdida mitotica
de células que contienen aberraciones inestables podria distorsionar la frecuencia media de
traslocaciones. Ademés, puede que en ocasiones para una misma muestra sea necesario
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disponer a la vez de las frecuencias de traslocaciones estables y de dicéntricos, inestables.
Para el andlisis FISH es mejor conservar suspensiones refrigeradas de células fijadas. Se
pueden guardar las células preparadas en portaobjetos de microscopio. Habria que
mantenerlas a -20°C, pero incluso asi en ocasiones se ha constatado un deterioro. Para el
transporte a otros laboratorios son mas practicas las suspensiones de células fijadas.

En general, para la dosimetria biologica se pinta Unicamente una porcion del genoma (es
decir, tres parejas de cromosomas), lo que obliga a examinar mas metafases de las necesarias
para el analisis de dicéntricos. Por consiguiente, es util y mas costoeficaz obtener
preparaciones que presenten cada una un gran namero de metafases de calidad suficiente para
el examen.

10.2. PINTURA DE LOS CROMOSOMAS

Con la gran variedad de sondas y combinaciones de fluorocromos disponible en el
comercio se pueden ahora iluminar todos los cromosomas con el método denominado FISH
multicolor (mFISH) [162]. Con ese método se puede realizar un cariotipado completo y
detectar la totalidad de las traslocaciones intercromosomicas. También se pueden marcar
separadamente los centromeros y los telomeros de todos los cromosomas.

Se pueden detectar los intercambios intracromosémicos tales como las inversiones
pericéntricas pintando selectivamente con colores distintos los brazos p y g del cromosoma
[163], y las reordenaciones dentro de un mismo brazo se pueden detectar con un bandeo
multicolor (MBAND) [164, 165]. Se ha propuesto que el aumento de la frecuencia de
intercambios intracromosdémicos respecto de los intercambios intercromosémicos es una
“huella” de los efectos de las radiaciones de alta TLE [166], de ahi que estos métodos tengan
una particular aplicacion en la busqueda de efectos cualitativos de la radiacion.

Para la mayoria de las aplicaciones de la dosimetria bioldgica retrospectiva basta con
detectar las traslocaciones intercromosomicas, y el procedimiento mFISH es la técnica que
puede proporcionar la mayor cantidad de informacion de cada metafase. Asimismo, se puede
ampliar de modo que todos los brazos cromosdmicos se tifian de un color distinto (pg-mFISH)
[167], pero el procedimiento es caro y lento y obliga a recurrir a sistemas complejos de
captura y manipulacién de imagenes. De ahi que se prefiera pintar un nimero reducido de
parejas de cromosomas, ya sea con un mismo color o con colores distintos, y contratefiir el
resto de los cromosomas. Se recomienda aplicar una sonda pancentromérica [168]
simultdneamente a la pintura de los cromosomas enteros para distinguir con mayor exactitud
los dicéntricos y las traslocaciones (figura 30).
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Fig. 30. Metafase humana con cromosomas a los que se les ha aplicado una pintura
monocromatica (N° 1, N° 4 y N° 11 marcados con Cy3 (rojo)), centrémeros destacados con una
sonda pancentromérica marcada con FITC (verde), y el resto contratefiido con DAPI. Se observa
un dicéntrico aparentemente simple [dic(BA),ace(ab)] que afecta al cromosoma N° 1. También se
distinguen un dicéntrico y un acéntrico que afectan a los cromosomas contratefiidos.

En general, la pintura de tres de los cromosomas de mas tamafio (es decir, los N° 1 a
N° 12 — véase la figura 7), lo que corresponde a alrededor del 20 % del genoma (véanse los
cuadros 2 y 3), detecta las traslocaciones con una eficiencia del 33 % cuando se utiliza solo un
color. El porcentaje de genoma “pintado” por cada combinacion, respecto del total del
genoma, se calcula a partir de la longitud fisica de los cromosomas [169]. El total de las
frecuencias de traslocacion gendémica se puede estimar segun una formula estandar propuesta
por Lucas et al. [170], que se aplica admitiendo el supuesto de que los intercambios son
emparejamientos simples. Es aconsejable no incluir los cromosomas 7 y 14 en las
combinaciones de sondeo, porque durante el desarrollo inmunoldgico pueden aparecer in vivo
traslocaciones y otras aberraciones en las que intervengan esos cromosomas, lo que
confundiria la cuantificacion del efecto de la radiacion [171, 172].

A efectos de dosimetria biologica retrospectiva parece bastar la técnica FISH
monocromatica para una combinacion triple de cromosomas diana. La pintura del triplete con
varios colores aumenta la eficiencia de la deteccion (si se marcan los cromosomas N° 1, N° 4 y
N° 12 entre alrededor del 31 % y alrededor del 34 %) y mejora la deteccidon de las traslocaciones
complejas que pueden aparecer como consecuencia de exposiciones a dosis altas recientes. Las
ecuaciones, que se facilitan en la seccion 10.4 para obtener la equivalencia del genoma entero,
se pueden aplicar tanto si en la pintura se utiliza un solo color como si se utilizan varios.

10.3. CRITERIOS DE EXAMEN
10.3.1. Seleccidn de las células objeto de examen

Aungue no se ha llegado a un consenso sélido acerca de las metafases que deben ser objeto
de examen, se considera que las células metafasicas bien extendidas son adecuadas si parecen
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intactas, los centromeros son morfolégicamente detectables y estan presentes en todos los
cromosomas pintados, y el marcaje con fluorocromo es suficientemente destacado para que se
detecten todos los intercambios entre los cromosomas marcados con colores distintos [107].

No se tiene en cuenta sistematicamente la integridad de los cromosomas contratefiidos,
pero la mayoria de los investigadores rechazarian las metafases en las que manifiestamente
falten varios cromosomas, por ejemplo, si se presentan menos de 40 objetos.

Algunos investigadores consideran que habria que examinar todo el material pintado
presente, aunque ello obligue a aplicar cierto grado de discernimiento, porque el limite de
resolucion de la técnica FISH actual se sitta en alrededor de 11-15 Mbp [173]. En efecto, si
bien algunas traslocaciones simétricas tienen el aspecto de intercambios incompletos, las
investigaciones con sondas para teldbmeros han mostrado que una gran parte de las
traslocaciones que aparentemente son incompletas en realidad son completas [62]. Las células
en las que manifiestamente falte una gran parte del material pintado, o centrémeros marcados,
se deberian excluir del examen.

A efectos de dosimetria retrospectiva, se ha demostrado que las frecuencias de las
traslocaciones en celulas estables, definidas como células en las que no hay dicentricos, anillos
centricos o acéntricos, se mantienen constantes a lo largo del tiempo [64, 174]. Por consiguiente,
se recomienda anotar para cada traslocacion si se ha dado en una célula estable o inestable.

10.3.2. Nomenclatura y registro de los datos

Para describir las aberraciones cromosomicas detectadas con el procedimiento de
pintando se han elaborado dos sistemas independientes de nomenclatura, y se utilizan también
descripciones basadas en la terminologia de los exadmenes citogenéticos sistematicos
[173, 175-178]. La introduccion de sistemas de nomenclatura respondié al hecho de que la
terminologia convencional resulté inadecuada para el andlisis parcial del genoma, pues
muchas configuraciones reveladas con FISH eran mas complejas de lo que se preveia.

i)  Se elabor6 un sistema (denominado PAINT) con el que meramente se describen los
distintos objetos metafasicos pintados que presentan aberraciones [175]. Cada objeto se
describe por separado, sin referirse a los deméas objetos aberrantes de la célula. Los
colores se designan por medio de letras, empezando por orden alfabético con la
contracoloracion. Una letra mayuscula indica que el componente presenta centrémero.
De este modo, utilizando pintura monocromatica, un objeto t(Ab) indicaria que se trata
de un elemento bicoloreado integrado por una porcién centromérica de un cromosoma
contratefiido y una porcion no centromérica de un cromosoma pintado. En cambio, t(Ba)
indicaria un objeto portador de un centrdmero en el componente pintado. La coloracién
maultiple se indica agregando letras adicionales a la designacion. El lector encontrara en
Tucker et al. [175] la descripcion completa de todas las abreviaciones utilizadas en el
sistema. La propuesta adicional formulada en el documento de que se cuenten las
uniones de colores a modo de indice de dafio relacionable con la dosis no tiene
aplicacion practica en dosimetria retrospectiva.

i)  Savage y Simpson (S&S) [176, 177] propusieron una terminologia a base de cifras y
letras con la que se describe enteramente cada intercambio. La cifras indican el numero
de objetos que contienen material pintado, y la ordenacién alfabética de letras plasma en
qué medida se prevé que las configuraciones sean comunes. EI denominado sistema
S&S se aplica solo a las configuraciones de un color. Se puede utilizar para las
configuraciones de dos o tres pinturas, pero en ese caso los cromosomas pintados se
tienen que examinar aisladamente, sin tener en cuenta los colores de las parejas [131].
Esta nomenclatura es de gran utilidad en los estudios mecanisticos, en particular, por
ejemplo, para comprender las reordenaciones complejas.
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Recurriendo a una terminologia mas convencional, las traslocaciones se podrian
denominar reciprocas, terminales o intersticiales [179]. Las dos primeras también se han
denominado completas o bidireccionales e incompletas o unidireccionales, respectivamente.
La tercera incluye las inversiones y las inserciones. Los términos completas/incompletas o
reciprocas/terminales aluden a conceptos mecanicistas. A efectos de la dosimetria biol6gica
probablemente sea mejor denominarlas mono o bidireccionales, meramente sobre la base de
su aspecto visual y sin implicaciones mecanisticas. En efecto, los estudios mecanisticos han
mostrado que las configuraciones unidireccionales no proporcionan una estimacion fiable de
la medida en que los intercambios son incompletos [180]. Las inserciones son uno de los
muchos tipos de reordenaciones complejas que, segun su definicion formal, se forman como
consecuencia de la presencia de tres 0 mas roturas en dos 0 mas cromosomas [177].

Las nomenclaturas descritas supra no son mutuamente excluyentes sino que se
complementan, habiéndose realizado comparaciones de su aplicacién a un mismo conjunto de
datos [175].

En la actualidad, el método mas difundido de registro de datos consiste en describir cada
metafase anormal como una unidad propia utilizando la nomenclatura PAINT [175], pero de
un modo ligeramente modificado [178] en que se consideran los mecanismos subyacentes a la
formacion de aberraciones. Se utilizan las abreviaciones del sistema PAINT, pero anotando
las asociaciones entre los objetos de la metafase, con lo que se incorporan también aspectos
de la terminologia convencional. Las aberraciones cromosémicas se clasifican como simples
o complejas, siendo estas Ultimas aquellas en que son necesarias tres 0 mas roturas en dos o
mas cromosomas para producir la anormalidad observada. Las aberraciones se consideran
completas cuando todas las piezas rotas se han reunido, e incompletas cuando una o mas
piezas no se han reunido.

Por ejemplo, t(Ba) observada con t(Ab) se considera una traslocacion simple completa o
una traslocacion bidireccional, y cada una de las configuraciones, por si sola, se considera una
traslocacion simple incompleta o unidireccional si aparece a solas en la metafase, a veces
asociada a un acéntrico pintado, t(Ba) mas ace(b). Las complejas se registran como tales y se
describen como inserciones, por ejemplo ins(Aba), o como reordenaciones mas complejas
tales como una t(Ba) con ace(ab) o dic(BA) con t(Ab).

Adviértase que si se pinta un ndmero limitado de cromosomas, las aberraciones tales
como t(Ba) mas t(Ab) se consideraran “aparentemente” simples. Se utiliza la designacion
“aparentemente” porque parecen simples pero podrian proceder de aberraciones complejas, si
bien ello solo se podra determinar si el complemento cromosémico completo se pinta con
mFISH [181, 182].

10.4. MANEJO DE LOS DATOS

Lucas et al. [170] dedujeron las ecuaciones para calcular la equivalencia genémica, que
fueron resumidas luego por Lucas y Deng [183].

La frecuencia de traslocaciones gendmicas se suele calcular utilizando la férmula de las
fracciones gendmicas pintadas [32], del modo siguiente:

F

F=— P 31
© 205f,(1-f)) 1)
donde:

F es la frecuencia de aberraciones del genoma entero,
Fp es la frecuencia de traslocaciones detectada con FISH, y
f, es la fraccion del genoma que se ha hibridado [170], teniendo en cuenta el sexo de la persona.
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En la seccion 10.4.1 se examina la cuestion mas pormenorizadamente.

Se recomienda convertir los datos a equivalentes del genoma entero cuando los datos se
tienen que combinar o cuando se comparan entre laboratorios los resultados de diversos
estudios en los que se han utilizado distintas combinaciones de sondas de pintura de
cromosomas enteros. La presuncion, denominada en ocasiones formula de Lucas, es que la
probabilidad de que un cromosoma pintado concreto haya participado en una aberracion es
proporcional a su contenido de ADN. La cuestion ha sido objeto de intensas investigaciones
[184-186] y basicamente se acepta que esa presuncion proporciona una aproximacion
razonable. Sin embargo, se ha llegado al consenso de que cuando en la formula de Lucas se
utiliza el (contenido de ADN), la participacion de los cromosomas mayores en las
aberraciones de intercambio simple se sobrestima respecto de la de los de tamafio menor
[187, 188]. Por consiguiente, el uso de (contenido de ADN)?? en la férmula de Lucas en lugar
de (contenido de ADN) da unos resultados mas exactos. Algunos autores sostienen que ese
tipo de proporcionalidad podria ser un indicio de que se producen intercambios en los que
participa principalmente cromatina proxima a los limites de los territorios de los cromosomas
[186-188]. Morton [32] da los mejores datos sobre el contenido relativo de ADN, y los
valores que se muestran en los cuadros 2 y 3 se han calculado a partir de los datos de la
columna 2 de su cuadro 4.

10.4.1. Pintado monocromatico
Una fraccion, f, del genoma se pinta (verde) y el resto, 1 — f, se contratifie (azul).
Nota: por mor de simplicidad, f, de la ecuacion (31) se ha abreviado aqui a f.

Habra f2 intercambios verde—verde
(1-f)7? intercambios azul-azul
2f(1 —f)  intercambios azul-verde
Total 1,00

Sin embargo, en ese total se incluyen los intercambios dentro de un mismo cromosoma,

es decir, las inversiones. ElI nimero total de intercambios intercromosémicos es de 0,974,
utilizando la mencionada presuncién de proporcionalidad del ADN (véanse los célculos en
Lucas et al. [170]). Por consiguiente, la fraccién de todas las traslocaciones que son
traslocaciones azul-verde viene dada por la ecuacion (32):

F, 2f@-f

—P=¥:2,05f(1—f) (32)
F, 0974
donde:

Fp y Fg son, respectivamente, la frecuencia de traslocaciones medida con FISH y la
frecuencia de traslocaciones del genoma entero.

La misma formula se aplicaria a los dicéntricos azul-verde.
Ejemplo

Supdngase que se han pintado las parejas de cromosomas 1, 2 y 4. Sus respectivos
contenidos de ADN (para un vardn), segun el cuadro 2, son 0,0828, 0,0804 y 0,0639.

Por consiguiente, f = 0,2271, por lo que Fp/Fg = 0,360.

Esta combinacion de pintura de cromosomas mide las traslocaciones bicolores con una
eficiencia del 36 %. Por lo tanto, para obtener la produccion de traslocaciones del conjunto
del genoma, hay que dividir por 0,36 la produccion observada.
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10.4.2. Pintado bicromatico

Supdngase que se pinta de rojo una fraccion, f;, de verde otra fraccion, f,, y que (1 —f; — )
= f5 se contratifie de azul.

Habra: f,? intercambios rojo—rojo
f,? intercambios verde—verde
f3? intercambios azul-azul
2f1f, intercambios rojo—verde
2f1f3 intercambios rojo—azul
2f>f3 intercambios verde—azul

De nuevo, el total de intercambios intercromosdmicos sera de 0,974, y, por consiguiente,
la fraccidn de todas las traslocaciones bicolores viene dada por

2(f, f,+f f,+ 1, f5)

0.974 -2,05[f,(1- f,)+ f,(1- f,)+ f,(1- f,)]

(33)
Ejemplo

Supdngase que las parejas de cromosomas 1, 2 y 4 se pintan de rojo; las parejas 3,5y 6
se pintan de verde y el resto se contratifie de azul. Las fracciones obtenidas del cuadro 2 son
fl =0,227 Yy fz =0,186:

% =2,05(0,175+0,151-0,042) = 2,05(0,284) = 0,582 (34)

G

Esta combinacion detecta las traslocaciones con una eficiencia del 58 %. Cabe sefialar
que donde se produce un intercambio bidireccional entre dos cromosomas pintados de distinto
color, el evento se contabiliza como uno solo.

10.4.3. Mas de dos colores

Los célculos se pueden ampliar al pintado FISH multicolor. Cuando se utilizan muchos
colores, la ecuacion se convierte en

%: 2,05[2 Fl-f)-2 1 f,} (35)

i<j

Todos los célculos que se detallan en esta seccion estan disponibles en el programa
informéatico Dose Estimate mencionado en la seccion 8.3.

10.5 NIVEL DE CONTROL DE LAS TRASLOCACIONES

Los niveles de control de las traslocaciones son superiores a los de los dicéntricos, lo que
en cierta medida se debe a que se trata de aberraciones persistentes. Por consiguiente, es
importante que cuando se realiza una dosimetria retrospectiva se tenga en cuenta el fondo de
traslocaciones, en particular en el caso de las dosis bajas.

Obviamente, no se dispone de muestras de sangre de control previas a la exposicion de la
persona irradiada accidentalmente o del grupo de poblacién estudiado, por lo que se debera
utilizar un valor supuesto basado en datos de reconocimiento genéricos. Lo ideal es que los
laboratorios desarrollen una base de datos de control propia, pero se trata de un empefio de
envergadura, dado que deberia abarcar cierto nimero de factores de confusion v,
especialmente, un amplio intervalo de grupos de edad. En un metaanalisis integral publicado
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por Sigurdson et al. [107] se encuentra actualmente la mejor base de datos internacional,
desglosada por edad, sexo, raza y habito de fumar. Contiene datos procedentes de un estudio
anterior en el que se combinaban los resultados de algunos laboratorios europeos [189].

A partir de esos dos estudios se observa claramente que la edad es el principal factor que
determina la frecuencia de fondo de traslocaciones, que aumenta sustancialmente por encima
de los 60 afios de edad (figura 31).

Produccién de traslocaciones por 1 000 células

Edad (en afios)

Fig. 31. Numero de traslocaciones en funcion de la edad [107].

Es importante tener en cuenta el fondo y restar del nimero de traslocaciones observadas
en los linfocitos de una persona la tasa de traslocaciones prevista en funcion de su edad.
Ademas de un efecto confirmado en laboratorio, el estudio de Sigurdson et al. [107] mostrd
una importante variacion entre las cuatro principales zonas geograficas. Por el contrario, no se
observd efecto en lo que se refiere a la etnicidad o el sexo. Por consiguiente, parece esencial
que Unicamente se comparen los datos del propio laboratorio al estudiar los factores que
influyen en la tasa de traslocaciones.

Entre los escasos estudios que notifican un efecto del sexo en la tasa de traslocacion
[107, 189, 190], dnicamente el de Whitehouse et al. [189] muestra una tasa de traslocacién mas
alta entre los hombres que entre las mujeres para el grupo de edad de 20-29 afios,
significativamente diferente del grupo de edad de 30-39 afios (p <0,05). Para los demas grupos
de edad, las mujeres presentaban una tasa mas alta que los hombres, aunque la diferencia no era
significativa. En los otros estudios donde se examin0 el efecto del sexo no se encontraron
pruebas de diferencia alguna [107, 190, 191], ni siguiera desglosando por grupos de edad.

Si bien los estudios coincidieron unanimemente en que la tasa de traslocaciones aumenta
con la edad, el resultado de esa revision de la bibliografia muestra que esa tendencia no es tan
clara para algunos otros factores (cuadro 12).
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CUADRO 12. RESUMEN DE LOS EFECTOS DE LOS FACTORES ESTUDIADOS EN
LA PRODUCCION DE TRASLOCACIONES Y DICENTRICOS

Factor de confusién

Estudios importantes y

referencias conexas

Referencias adicionales

Badr y Hussain [192]

Alcohol
Burim et al. [193]
Ramsey et al. [191] Tawn y Cartmel [195]
Bothwell et al. [194] Van Diemen et al. [196]
Sigurdson et al. [107] Pressl et al. [190]
Tucker et al. [197]
Tabaco ]
Whitehouse et al. [189]
Maeng et al. [198]
Beskid et al. [199]
Pluth et al. [200]
o Steenland et al. (aplicadores)
Plaguicidas Tucker [197]
[201]
Smith et al. (>31 ppm) [203] Kim et al. [202]
Benceno Smith et al. (< 31 ppm) [203]

Zhang et al. [204]
Beskid et al. [205]

Beskid et al. [199]
Sram et al. [206]
Maeng et al. (cromo, solo
fumadores) [198]

Contaminacién industrial

Dulout et al. (arsénico) [208]

Metales pesados
Maeng et al. (cromo, solo no

Doherty et al. (cromo) [207]
fumadores) [198]

Unicamente el alcohol mostré una tendencia a crear un exceso de traslocaciones en los
dos estudios en que fue considerado. Esa tendencia no se observo para el tabaquismo (8/11
estudios) ni los plaguicidas (1/2 estudios). EI benceno es un caso particular, puesto que los
andlisis se realizaron para los cromosomas que intervienen en enfermedades relacionadas
especificamente con la exposicién. Ello significa que en algunos estudios [202-204] solo se
registraron los intercambios entre dos cromosomas (N° 8 y N° 21 o N° 14 y N° 18). En los tres
se registré un efecto significativo cuando se estudiaban Unicamente las tasas de traslocacion t
(8;21) y t (14;18). Sin embargo, se identificaron tres estudios en los que se examinaban las
traslocaciones entre esos cromosomas y todos los demas, sin que ninguno mostrara resultados
significativos.

Las sustancias que se consumen y de las que se abusa por eleccion tales como el tabaco,
las drogas y el alcohol, solo afectan a las traslocaciones cuando el consumo es importante y
cronico. De todos modos, a menudo inducen un aumento importante de las tasas de
traslocacion cuando se combinan o asocian con otros tipos de agentes (metales y sustancias
quimicas mutagenas) [192]. Los efectos sinérgicos de las sustancias objeto de abuso
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notificados en algunos estudios sugieren que el tabaquismo aumenta la tasa de traslocaciones
debidas a una exposicion ocupacional. Ese es el caso de las personas expuestas a radiaciones
ionizantes [194], plaguicidas [197] y al cromo [198]. El efecto sinérgico del tabaquismo es
aun mas evidente en cuanto que la mayoria de los estudios de los efectos del tabaquismo por
si solo no muestran ningn aumento significativo de la tasa de traslocaciones. Por el contrario,
para el alcoholismo es més dificil demostrar el efecto sinérgico porque los alcoholicos rara
vez presentan una Unica adiccion, o al menos porque la cifra de los que no tienen otras
adicciones es demasiado baja para realizar un analisis comparativo con un grupo de control.
Por lo tanto, seria instructivo un estudio del impacto en la tasa de traslocaciones causadas
exclusivamente por el alcoholismo.

A menudo, el efecto de los agentes toxicos del lugar de trabajo (plaguicidas, benceno y
metales) en la cifra de traslocaciones es proporcional a la dosis y la duracion de la exposicion.
Asimismo, se ha demostrado que la exposicion a una mezcla de productos es mas dafiina que
la exposicién a un solo elemento quimico. Por altimo, la eficacia de la proteccion personal
(guantes, mascaras, mono de trabajo/overol) ha sido demostrada por la disminucién de la tasa
de traslocaciones entre la poblacion expuesta a esos tipos de sustancias mutagenas.

En la figura 32 se ilustra el impacto de los factores estudiados en la tasa de traslocaciones
en funcion del tipo de factor, la exposicion, y de los estudios.
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Fig. 32. Comparacion entre las tasas de traslocaciones debidas a diferentes agentes y la tasa
de traslocaciones provocada por la irradiacion in vitro.

Para cada estudio se indica la tasa de traslocaciones por 1 000 células en la poblacion de
control y en la poblacion expuesta. Ademas, para comparar las tasas de induccion, en la figura
se presenta asimismo la tasa de traslocaciones obtenida irradiando in vitro muestras de sangre
con dosis de 0,2, 0,5, and 0,7 Gy. Sin embargo, es necesario sefialar que las irradiaciones se
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llevaron a cabo en un breve intervalo de tiempo, y que se trataba de exposiciones agudas,
mientras que las exposiciones al alcohol, el tabaco fumado, los plaguicidas o al benceno son
crénicas. Las exposiciones se designan como cronicas cuando la persona ha sido expuesta al
agente genotodxico durante toda su vida o una parte importante de ella (modo de vida o
exposicion ocupacional).

En la figura 32 se muestra asimismo que la tasa de traslocaciones halladas en las
poblaciones expuestas al alcohol, el tabaco fumado y los plaguicidas es considerablemente
inferior a las tasas medidas para la exposicion al benceno vy, especialmente, al cromo.
Ademas, los valores correspondientes a los grupos de control son relativamente similares a los
observados en los grupos expuestos al alcohol, el tabaco fumado y los plaguicidas. En
comparacion con un grupo expuesto a radiaciones ionizantes a una dosis de 0,5 Gy, la tasa de
traslocaciones para las personas expuestas al alcohol, el tabaco fumado y los plaguicidas es
baja. Por consiguiente, se puede extraer la conclusién de que cuando se observa una tasa de
traslocaciones elevada, esta se puede atribuir a una irradiacion. Por el contrario, durante un
estudio retrospectivo de la exposicion a radiaciones ionizantes entre personas muy expuestas
al cromo o al benceno no serd posible distinguir las tasas de traslocaciones de origen
radioldgico de las de origen ambiental. De todos modos, la exposicion al benceno o al cromo
no es comun, por lo que deberia ser posible identificarla mediante un cuestionario apropiado
gue abarque las actividades ocupacionales pasadas y presentes.

10.6. PERSISTENCIA DE LAS TRASLOCACIONES

El mayor inconveniente del método de los dicéntricos es que la cantidad de aberraciones
presentes en las personas expuestas disminuye a medida que aumenta el tiempo transcurrido
desde la exposicion. Los dicéntricos inducidos en el conjunto de linfocitos periféricos
circulantes se van perdiendo debido a la muerte de las células y se van diluyendo por la
renovacion de las células sanguineas. Se trata de aberraciones mitéticamente inestables,
incapaces de atravesar repetidamente la divisién celular. Por el contrario, en general las
traslocaciones son mitdticamente estables y, siempre que la célula en su conjunto sea estable
(Cs), las traslocaciones inducidas en las células madre pueden persistir y transmitirse hasta los
linfocitos circulantes. Inicialmente, las traslocaciones se inducen con una frecuencia similar a
la de los dicéntricos, pero su estabilidad posterior a la irradiacion es la que las hace mas
adecuada a efectos de dosimetria bioldgica retrospectiva.

La persistencia de la frecuencia de traslocacion es objeto de debate desde hace tiempo.
Varios afios después del accidente de Goiania (Brasil), se constatd que la frecuencia de
traslocaciones era inferior a la frecuencia de dicéntricos observada inmediatamente después
de la exposicion [209, 210]. Sin embargo, en ninguno de esos estudios se conocia la
produccion inicial de traslocaciones. En un estudio retrospectivo del personal nuclear
industrial de Mayak, en el sur de los Urales, las dosis estimadas fueron en general inferiores a
lo que se habria predicho a partir de la curva de calibracidn de las traslocaciones transmisibles
aparentemente simples [211]. Otros estudios de seguimiento de personas irradiadas
accidentalmente mostraron que la frecuencia de las traslocaciones se mantenia relativamente
constante a lo largo del tiempo. En las personas irradiadas en Chernoébil no se observé un
cambio sustancial de las frecuencias de traslocacidn entre 5 y 8 afios después del accidente
[212]. En personas cuyos cuerpos habian resultado irradiados enteramente en un accidente en
Estonia, las frecuencias de traslocaciones se mantuvieron bastante constantes durante dos
afios, salvo en el caso de una persona que habia sufrido una irradiacion prolongada y no
uniforme de todo el cuerpo [213]. Sin embargo, cuatro afios después de ese mismo accidente,
la frecuencia de todas las traslocaciones en células que contenian Gnicamente reordenaciones
sencillas descendi6 en promedio al 65 % de su valor inicial, aunque la persistencia de las
traslocaciones bidireccionales era ligeramente superior a la del total de las traslocaciones
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[214]. La disminucion de la frecuencia de la traslocaciones a lo largo del tiempo se atribuy6 a
que la irradiacion del cuerpo habia sido parcial, o que es congruente con la idea de que en
esas exposiciones las distribuciones de dicéntricos y de traslocaciones coinciden [215, 216].
De ello se seguiria que en exposiciones parciales del cuerpo la estimacion de la dosis del
cuerpo entero en intervalos de tiempo largos después de la exposicidn tendera a ser mas baja a
medida que aumenta la dosis [215].

En otros casos de exposiciones accidentales de personas se ha descrito una disminucion
méas marcada de la frecuencia de traslocaciones con el paso del tiempo a medida que aumenta
la dosis; la frecuencia de traslocaciones persistia con el tiempo para dosis inferiores a 1-3 Gy,
pero se observaba un descenso para dosis mas altas [217, 218]. En pacientes de cancer
tratados con radioterapia se observo una clara disminucién de la produccién de traslocaciones
a lo largo del tiempo trascurrido desde la irradiacion, que era mas pronunciada en las personas
con una elevada frecuencia inicial de traslocaciones [219-222]. Una posible explicacion de
esas observaciones en el caso de los pacientes de radioterapia es la dosis letal impartida a las
células madre y la repoblacion de esa zona por células no irradiadas procedentes del exterior
de la parte irradiada del cuerpo. En conjunto, esos resultados sefialan que, a dosis altas, la
produccion inicial de traslocaciones quiza no sea siempre constante a lo largo del tiempo
transcurrido a partir de la irradiacion.

Que las traslocaciones sean 0 no completas o complejas puede influir en su desaparicion
a lo largo del tiempo transcurrido después de la irradiacion. La mayoria de las aberraciones
complejas no son transmisibles, por lo que las células que las porten irdn desapareciendo a
medida que va transcurriendo el tiempo a partir de la irradiacion [213, 215, 223-226].

Otro factor que contribuye a la persistencia de las traslocaciones es la coincidencia de
traslocaciones y aberraciones inestables en una misma célula. De ahi que se haya propuesto, y
se esté estudiando, la posibilidad de considerar las células estables, en lugar del total de células,
en las estimaciones retrospectivas de la dosis. En un estudio de seguimiento de las victimas del
accidente de Estonia, la produccion inicial de traslocaciones, considerando la totalidad de las
células, disminuy6 alrededor del 70 % al cabo de 2 afios [214]. Sin embargo, un nuevo estudio
del mismo grupo, en el que se volvieron a analizar las imagenes digitalizadas de las células
dafiadas para seleccionar las que no presentaban aberraciones inestables, indic6 que al cabo de 7
afios la produccién de traslocaciones era similar a la de los dos primeros afios. De todos modos,
el estudio presentaba limitaciones, puesto que se basaba en imégenes de células que se habian
elegido porque en ellas los cromosomas pintados presentaban lesiones. No era posible
introducir correcciones para tener en cuenta las células consideradas “normales” en lo que se
refiere al material pintado, porque no se habian digitalizado. No obstante, el estudio,
considerado admitiendo la posibilidad tedrica de que al cabo de un largo intervalo de tiempo
solo habran persistido las células estables, sugiere que es mas apropiado considerar la
produccidén de traslocaciones en las células estables que la produccién en la totalidad de las
celulas. La cuestion solo se resolverd en ultima instancia mediante buenos estudios de
seguimiento con FISH y andlisis de las aberraciones inestables, realizados en paralelo en
victimas de irradiaciones accidentales e iniciados con prontitud después de la exposicion.

10.7 CURVAS DE CALIBRACION

Para las estimaciones de la dosis con traslocaciones detectadas con FISH, cada laboratorio
debera establecer curvas propias. Los calculos matematicos del ajuste de la curva son los
mismos que se aplican para los dicéntricos, que se han descrito en la seccion 8.3. La curva se
debera preparar con la misma combinacion de sondas FISH que se utilice ordinariamente en las
investigaciones de casos. De ese modo se elude la necesidad de realizar una conversion a
equivalentes de genoma, lo que podria introducir una incertidumbre adicional.
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En el caso de las radiaciones de baja TLE, una vez construidas las curvas de calibracién
para las traslocaciones teniendo en cuenta las celulas estables o todas las células, no habia
diferencias en los coeficientes de ajuste y solo se consideraron las traslocaciones aparentemente
simples [227, 228]. Sin embargo, se recomienda que durante el analisis al microscopio se
recuenten todas las aberraciones detectadas en el conjunto entero de cromosomas, no solo las
que afectan al material pintado [64]. De ese modo se podra determinar con certitud si la
limitacion a las células estables produce estimaciones de la dosis mas realistas.

En general, se realizaran estimaciones de la dosis con FISH cuando las dosis hayan sido
altas pero prolongadas, o tras una exposicion a radiaciones bajas mucho tiempo atras, que no
manifiesten signos médicos. Al contrario que la dosimetria de exposiciones agudas, en las que
se utilizard una curva lineal cuadratica, aqui el término lineal o de la curva de dosis-respuesta
tiene una importancia decisiva. Se puede utilizar la prueba de la F mencionada en la
seccion 8.3 para verificar la fiabilidad del coeficiente lineal. Pocas, o ninguna, de las curvas
de calibracién publicadas tienen suficientes recuentos en el rango de las dosis bajas para haber
obtenido un coeficiente lineal suficientemente fiable con un intervalo de confianza pequefio
[64]. Para construir una relacion de dosis lineal, hay que examinar un gran nimero de células
en varios puntos de dosis por debajo de 1 Gy, lo que entrafia un trabajo considerable. Entre
tanto se pueden formular un cierto nimero presunciones para resolver ese problema. La razén
de formacién de dicéntricos y traslocaciones es de alrededor de 1:1 [229, 230], por lo que se
pueden prever unos coeficientes de dosis-respuesta similares. Los datos publicados sobre
diversos estudios de dicéntricos sugieren un coeficiente de calibracion lineal de alrededor
de 15-20 traslocaciones por 1 000 células de equivalente de genoma por Gy para rayos gamma
de alta energia [51]. Se sabe también que el término lineal de las curvas de dosis-efecto esta
influido mayoritariamente por la calidad de la radiacion, definida por su transferencia lineal
de energia, mientras que la curvatura se debe al coeficiente B, que esta modificado por la tasa
de dosis (segun se describe en la correccion del término G en la seccion 9.7.4.5). Hay
indicaciones de que el coeficiente lineal obtenido con una exposicion crénica in vitro, siempre
que se lleve a cabo a la temperatura del cuerpo, no difiere del notificado para el término lineal
de la respuesta a una dosis aguda [233]. Por consiguiente, hasta que se hayan obtenido
coeficientes lineales fiables para traslocaciones FISH mediante experimentos de calibracion
de respuestas a dosis bajas in vitro, es razonable utilizar el término lineal obtenido con
radiaciones de la misma calidad en curvas agudas de calibracién de dicéntricos.

En la reconstruccién de la dosis mucho tiempo después de la exposicidn, la estimacion de
la dosis se basara en la presuncion de que los linfocitos irradiados in vitro y las células madre
sanguineas irradiadas in vivo mostraran frecuencias de traslocaciones similares. No se sabe
con certeza si las células madre y los linfocitos maduros tienen idéntica radiosensibilidad, ni
si influyen las divisiones celulares intermedias, en las que se eliminan células que portan
aberraciones inestables. En dosimetria retrospectiva se supone que no se trata de factores de
confusion importante, y en la bibliografia reciente se sugiere que no tiene importancia
practica alguna [64].

En conclusion, la reconstruccion de la dosis sobre la base de las traslocaciones presentes
en células estables es un método bien establecido [174], pero presenta limitaciones. Parece ser
un buen instrumento en caso de exposiciones a dosis prolongadas y bajas, cuando predomina
el término lineal de la curva de calibracion. Como medida transitoria se puede utilizar a modo
de presuncién el término obtenido para las curvas de dosis-respuesta de dicéntricos. Después
de una exposicién a dosis altas, especialmente agudas, limitarse a las células estables puede
propiciar la subestimacion de la dosis, puesto que el nimero de células que posean
traslocaciones en células inestables aumentard junto con el numero de las aberraciones
complejas. Ademas, la dosis superior para la que se puede calibrar tiene un limite, puesto que
cada vez escasean mas las células que no contienen lesiones inestables.
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10.8. EJEMPLOS DE FISH UTILIZADOS EN DOSIMETRIA BIOLOGICA
RETROSPECTIVA

Estos estudios se disefiaron para investigar la viabilidad de la prueba de traslocaciones
FISH en dosimetria retrospectiva para 1) poblaciones sin investigaciones de dosimetria
bioldgica o fisica previas; 2) poblaciones con estimaciones de dosimetria fisica conocidas;
y 3) poblaciones con estimaciones de dosimetria bioldgica conocidas obtenidas por analisis de
dicéntricos convencional inmediatamente después de la exposicion. Los datos del dltimo
grupo se consideran los mas fiables para la comparacion de las frecuencias de traslocaciones
con el fin de definir la estabilidad de las traslocaciones.

Se seleccionaron cuatro grupos de estudio, integrados por 1) trabajadores de la central
nuclear; 2) poblaciones que vivian en zonas contaminadas; 3) trabajadores que participaron en
la limpieza de Chernobil; y 4) personas 0 grupos expuestos accidentalmente.

10.8.1. Dosimetria bioldgica retrospectiva en grupos de poblacion sin dosimetria
personal previa

Con objeto de obtener estimaciones retrospectivas de las dosis de radiacion se determino
la frecuencia de aberraciones cromosémicas en 15 personas de las que constaba que habian
estado fuertemente expuestas como consecuencia del accidente de Cherndbil, todas las cuales
habian recibido tratamiento para los sintomas de la fase tardia del sindrome cutaneo causado
por la radiacion.

Los estudios empezaron en 1991 y se realizaron seguimientos hasta 1994 [212, 233, 234].
En 1991 se determinaron las estimaciones de los equivalentes de dosis bioldgicas, ya sea
midiendo la frecuencia de dicéntricos y cromosomas en anillo mediante el método Qdr, ya
midiendo la frecuencia de traslocaciones estables utilizando FISH con genotecas de ADN
especifico para cromosomas enteros y una sonda pancentromérica de ADN. Con los dos
métodos se obtuvieron estimaciones bastante comparables de dosis individuales de entre 1,1
y 5,8 Gy para 12 de las 15 personas, mientras que tres de ellas no mostraron frecuencias
elevadas de aberraciones [234]. Para los estudios de seguimiento se examinaron las
frecuencias de traslocaciones en los mismos donantes durante tres afios, desde septiembre
de 1991 hasta julio de 1994, manteniéndose bastante constantes en 11 de los 12 casos. De ese
modo se pudieron obtener estimaciones comparables de la dosis a partir de los diversos
intervalos de muestreo [212].

De esos estudios no se puede extraer una conclusion directa acerca de la estabilidad de las
traslocaciones, puesto que no se dispone de datos de referencia inmediatamente posteriores a
la exposiciéon (es decir, dosimetrias bioldgicas y fisicas). Sin embargo, los estudios de
seguimiento indican que las traslocaciones pueden permanecer constantes cuando han
transcurrido cinco afios desde el momento de la exposicion, y para diferentes niveles de dosis.

10.8.2. Dosimetria biologica retrospectiva en grupos de exposicion poblacional u
ocupacional con estimaciones de la dosis fisica

En varios estudios diseflados principalmente para estimar las dosis absorbidas se han
examinado las frecuencias de aberraciones cromosomicas en los linfocitos, por ejemplo, en las
victimas de las bombas atomicas de Hiroshima y Nagasaki (Japon) o en los trabajadores que
han realizado tareas de limpieza en Cherndbil. Las frecuencias de traslocaciones registradas en
los supervivientes de bombas atomicas parecian proximas a los valores previstos obtenidos para
cada persona a partir las dosis estimadas con el DS86 (sistema de dosimetria de 1986), en
comparaciéon con una curva de dosis-respuesta in vitro [145]. Por consiguiente, los estudios
respaldaban la nocion de que las traslocaciones persisten a largo plazo. Sin embargo, se constatd
una importante diferencia en el caso de cuatro trabajadores irradiados durante el accidente
ocurrido en 1959 en la planta Y-12 de Oak Ridge (EE.UU.), donde varios afios mas tarde las
frecuencias de traslocaciones eran sustancialmente inferiores a los valores previstos [170].
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En 1994 se llevo a cabo un estudio piloto en alrededor de 60 personas de Estonia
contratadas para tareas de limpieza en Cherndbil en 1986 o 1987 con dosis registradas que
iban de 0 a 300 mSv, con el fin de determinar si los andlisis de los dicéntricos y las
traslocaciones se correspondian con las dosis que se habian registrado [235]. En otro conjunto
de investigaciones se estudiaron con pintado FISH 52 encargados de tareas de limpieza [236].
Las estimaciones de dicéntricos ya no eran validas, pero se podian utilizar las traslocaciones
para verificar las dosimetrias tempranas realizadas Unicamente para las personas que habian
recibido las irradiaciones mas altas. Para la gran mayoria de las personas menos expuestas se
constatd que FISH no era practico a modo de dosimetro individual. Sin embargo, se ha
sugerido que tiene cierto valor para diferenciar los grupos de personas expuestas a distintas
dosis [235], lo que esta respaldado por el estudio de los limpiadores estonios [92, 237].

Existe otro conjunto de datos sobre 75 trabajadores de Mayak para los que se disponia de
dosimetria fisica y cuya exposicion principal se habia producido entre 1948 y 1963 [238]. Se
notificaron dosis externas acumulativas de entre 0,02 y 9,91 Sv y cargas de plutonio de entre 0,26
y 18,5 kBqg. A los 35 a 40 afios de exposicion prolongada se determinaron las frecuencias de
traslocaciones utilizando sondas de pintado de cromosomas enteros para los cromosomas N 1, 4
y 12 en combinacion con una sonda pancentromérica. Los resultados mostraron una frecuencia de
traslocaciones mas alta en los trabajadores de Mayak respecto de un grupo de control emparejado.
Sin embargo, en general el rango de producciones de traslocaciones era inferior al previsto a partir
de las dosis personales registradas y las curvas de calibracion [235, 238].

Se realiz6 un pintado FISH en preparaciones de metafases obtenidas de 73 residentes de
asentamientos situados a lo largo del rio Techa, expuestos a radiaciones. El grupo de estudio
comprendia dos subgrupos que vivian en asentamientos situados ya sea entre 7 y 60 km o
entre 78 y 148 aguas abajo de las instalaciones. Ambos se distinguieron de los controles y se
observaron frecuencias medias de traslocaciones significativamente mas altas [239].

En el periodo de 1991 a 1994 se realizaron estudios de dosimetria bioldgica de
trabajadores expuestos a la radiacion en el emplazamiento nuclear de Sellafield que habian
acumulado dosis de por vida impartidas al cuerpo entero de entre 173y 1 108 mSv, y que en
todos los casos salvo tres eran >500 mSv. Al dividir a los trabajadores en cohortes por rangos
de dosis, las frecuencias medias de traslocaciones de los grupos mostraron un aumento
significativo con las categorias de dosis. Por el contrario, las dosis de por vida acumulativas
no guardaban relacién con las frecuencias de dicéntricos [240].

En supervivientes de la bomba atomica de Hiroshima se constatd una buena correlacion
entre la dosimetria por resonancia de espin electrénico y la dosimetria citogenética mediante
frecuencias de traslocaciones en linfocitos procedentes de 40 supervivientes que vivian cerca
(aproximadamente a 2 km) del hipocentro y que tenian al menos 10 afios de edad en el
momento del bombardeo [241]. Los estudios de supervivientes de la bomba atémica de
Hiroshima sefialan la persistencia de las traslocaciones estables. Sin embargo, de otros
estudios mencionados supra se desprende que una fraccién de las traslocaciones parece
disminuir en funcion del tiempo transcurrido desde la exposicion.

10.8.3. Dosimetria biol6gica retrospectiva en personas con estimaciones de dosis
biolégicas conocidas realizadas poco después de los accidentes utilizando
analisis de dicéntricos convencionales

Accidente con tritio

La sobreexposicion accidental a agua tritiada descrito supra (seccién 9.7.5.7) se examind
también retrospectivamente con FISH [242]. Inicialmente, los dicéntricos indicaron una dosis
promedio de 0,38 Gy, que se correspondia bien con los 0,47 Gy obtenidos midiendo el tritio
presente en la orina. Esos valores son dosis promedio impartidas a tejidos blandos del cuerpo
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cuando el tritio se incorpora al agua del cuerpo y provoca una exposicion mas 0 menos
uniforme de todos los tejidos blandos. Las muestras de sangre obtenidas subsiguientemente
mostraron una disminucion prevista de la produccion de dicéntricos congruente con una
semitiempo de desaparicion de 3,3 afios.

Seis y once afios después del accidente se hicieron sendos intentos de dosimetria FISH
utilizando las producciones combinadas de traslocaciones uni y bidireccionales. En la primera
ocasion, un laboratorio realizd el analisis con pintura monocromatica de los cromosomas
N® 1, 2 y 4, y para el segundo analisis los trabajos se compartieron con otro laboratorio, que
pint6 los cromosomas N* 2, 3 y 5. Se realizaron estimaciones de las dosis refiriéndose a una
calibracién in vitro obtenida con tritio en uno de los laboratorios, que dio una curva de dosis-
respuesta lineal para el total de traslocaciones corregido para el genoma completo de Y =C +
(5,26 + 0,49) x 107°D. Los datos combinados de la totalidad de los recuentos FISH dio una
estimacion de la dosis de 0,48 Gy.

Accidente de Goiania

En el accidente de radiacion de Goiania (Brasil, 1987) quedd expuesto un gran nimero de
personas cuando se rompi6 y se abrié una fuente agotada de radioterapia de **'Cs [149, 150].
El grupo de personas formaba una buena cohorte para la realizacién de estudios de
seguimiento. Inmediatamente después de la deteccion del accidente se analizaron las
frecuencias de dicéntricos y anillos en 129 personas afectadas. En 29 personas, la dosis
estimada se situaba en el intervalo de 0,3 a 5,9 Gy [243]. Si bien la mayorias de las personas
sufrieron una exposicion no homogénea, sugerida por la presencia de lesiones cutaneas
localizadas, en todos los casos salvo seis las aberraciones mostraron una distribucion de
Poisson. En algunas de las victimas el seguimiento se prolongd durante afios, realizandose
dosimetrias retrospectivas de la radiacion examinando las frecuencias de dicéntricos (los
analisis comenzaron de inmediato) y las traslocaciones, mediante FISH (se comenz6 al cabo
de cinco afos) [209].

Los datos sobre frecuencias de traslocaciones obtenidos con FISH (mediante diversas
combinaciones de sondas que abarcaban alrededor del 80 % del genoma) se podian comparar
directamente con las frecuencias originales de referencia de dicéntricos de las mismas personas
[209]. Las frecuencias de traslocaciones observadas afios después de la exposicién a la radiacién
(a partir de 1992) a dosis superiores (>1 Gy) eran entre dos y tres veces inferiores a los
dicéntricos iniciales determinados en 1987. Para niveles de exposicion considerados <0,9 Gy se
encontraron pequefas diferencias entre las frecuencias de traslocaciones y las producciones
iniciales de dicéntricos. Se podria mejorar la exactitud de esas estimaciones de dosis
examinando mas células. Sin embargo, la precision de esas estimaciones se ve reducida por
factores tales como la persistencia de linfocitos que contienen traslocaciones, la falta de
proporcionalidad entre los niveles de traslocaciones y el tamafio de los cromosomas y las
variaciones individuales. No se constatd ningun descenso de las traslocaciones uni o
bidireccionales durante el seguimiento [209], lo que coincide con los estudios de Cherndbil.
Straume et al. [244], utilizando FISH, evaluaron asimismo dos victimas del accidente de
Goiania un afo después de su exposicion. Al comparar los datos con las frecuencias de
dicéntricos obtenidas inmediatamente después del accidente se observo que la frecuencia de
traslocaciones habia disminuido.

Accidentes en Alemania y Estonia

Por el contrario, en otro estudio [245] realizado 11 afios después de un accidente que
afectd a tres trabajadores expuestos a la radiacion, la prueba FISH, realizada con los
cromosomas N* 2, 4 y 8 y una sonda pancetromérica, dio unas frecuencias de traslocaciones
estables que no diferian significativamente de las frecuencias medias de dicéntricos
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determinadas con tincion FPG convencional poco después de la deteccidn del accidente. Se
determind que alrededor del 75 % de las traslocaciones eran de tipo bidireccional. Después de
un accidente radiologico ocurrido en Estonia en 1994 se realizaron analisis cromosémicos un
mes, y subsiguientemente 2, 6, 10, 12, 17, 22 y 24 meses, después de la exposicion de cinco
personas que, segun se calculd, habian recibido aproximadamente de 1 a 3 Gy [213, 246]. En
los estudios de seguimiento las traslocaciones bidireccionales se mantuvieron relativamente
estables en las cinco personas, y en una persona se observo una importante disminucion de las
traslocaciones unidireccionales. A los 12 meses de la exposicion, los dicéntricos habian
disminuido en todas las personas hasta alrededor del 50 % de las frecuencias iniciales [246].
Segun otro estudio de seguimiento que abarco los 7 afios posteriores al accidente, el recuento
de las traslocaciones de las células estables pareci6 anular la disminucion de las traslocaciones
observada en todas las células. En las células estables, durante los primeros afios de
seguimiento la produccion de traslocaciones fue independiente del tiempo [174].

Accidente de Estambul

En la seccion 9.7.5.6 se describe un caso en el que varias personas resultaron irradiadas
por una fuente de ®°Co sin blindaje, mezclada con metal de chatarra. Transcurrié un mes
desde el momento del accidente hasta que las autoridades reconocieron que se habian
producido exposiciones a la radiacion. Los pacientes presentaban recuentos sanguineos
considerablemente disminuidos. Para las cinco personas mas fuertemente expuestas, los
analisis de dicéntricos sefialaban dosis de entre 2,2 y 3,1 Gy. En esos célculos, para tener en
cuenta la prolongacion de las exposiciones durante varias horas se introdujo el ajuste de la
funcion G a la curva de dosis-respuesta. En la seccion 9.7.4.4 se sefiala que cuando las
exposiciones son suficientemente importantes para causar efectos deterministicos tales como
la disminucion del recuento sanguineo, la produccion de dicéntricos puede reducirse
apreciablemente a lo largo de un periodo de unas pocas semanas.

También se realiz6 dosimetria con FISH con las mismas muestras de sangre que se
utilizaron en la prueba de dicéntricos. Los analisis se llevaron a cabo en tres laboratorios
[158], y las estimaciones de dosis resultantes se basaron en las producciones de traslocaciones
uni y bidireccionales combinadas de los laboratorios. Las estimaciones de dosis con FISH, en
las que también se habia introducido el ajuste de la funcion G, eran entre un 20 y un 30 %
superiores a los valores obtenidos con los dicéntricos.

El uso de FISH a modo de dosimetro retrospectivo suele plantearse cuando la toma de
muestras de sangre se produce afios después de la irradiacion, o cuando se han producido
exposiciones prolongadas, por ejemplo, por causa de una contaminacién ambiental por
radionucleidos. Sin embargo, este caso es un buen ejemplo de que la prueba FISH también
puede ser util cuando se han recibido dosis altas y las muestras se han obtenido con un retraso
moderado, 0 en una escala temporal en la que, para dosis menores, la prueba de dicéntricos
suele considerarse bastante adecuada.

Accidente en Georgia

Once jovenes guardias fronterizos resultaron expuestos accidentalmente a una o varias
fuentes de *'Cs con una actividad que no superaba los 150 GBq en el centro de
entrenamiento militar de Lilo. Las fuentes estaban destinadas a fines de entrenamiento y para
la calibracién de instrumentos. Las victimas estuvieron irradiadas durante aproximadamente
un afio, desde mediados de 1996 hasta abril de 1997 [247].

Cuatro de las personas mas expuestas fueron hospitalizadas en Francia, donde en
noviembre de 1997 se realizaron pruebas citogenéticas [248] (cuadro 13).
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CUADRO 13. CIFRAS Y, ENTRE CORCHETES, FRECUENCIAS DE ABERRACIONES
CROMOSOMICAS INESTABLES POR CELULA?®

Células Dosis, dic Dosis, FISH
Paciente  exami- Dic Rc Ace Prulzbj de
nadas Gy[9%B5%CIl] Gy[95 % ClI]

500 14 (0,03) 0(0,000) 11 (0,022) -0,43 0,4 [0,2-0,6] 0,7 [0,4-1,0]
500 19(0,04) 1(0,002) 15 (0,030) -0,59 0,5[0,4-0,7] 0,410,1-0,7]
502 55(0,11) 4(0,008) 24 (0,048) 4,68 1,1[0,9-1,3] 0,8[0,6-1,1]
518 80 (0,15) 4 (0,008) 25 (0,048) 3,61 1,3[1,1-1,5] 1,7 [1,4-1,9]
?La prueba de la u indica una sobredispersion significativa, u >1,96; o subdispersion, u <1,96. Las estimaciones
de las dosis se derivan de los dicéntricos y las traslocaciones bidireccionales.

A OWOWN P

Para calcular las dosis se utilizé una curva de calibracién aguda (0,5 Gy.min™) in vitro de
0Co para dicéntricos y anillos. Para las personas 1y 2, la reconstruccion de la dosis fisica
sugeria una irradiacion muy localizada, que no fue confirmada por la distribucién de
dicéntricos por célula (u <1,96, cuadro 13). Por consiguiente, las dosis que se calcularon con
la presuncion de que la exposicion habia sido aguda y homogénea son muy inferiores a las
estimaciones de las dosis para las personas 3 y 4, en las que las aberraciones presentaban
distribuciones sobredispersas (u >1,96), lo que sugeria que la exposicién del cuerpo habia
sido parcial. Ello concuerda con las circunstancias de la exposicion segun se reconstruyeron
por dosimetria fisica.

Los cuatro pacientes posiblemente sufrian linfocitopenia antes de su llegada a Francia vy,
por consiguiente, en las estimaciones promediadas de las dosis impartidas a todo el cuerpo,
basadas en aberraciones inestables (seccion 9.7.7.4), probablemente se subestime la dosis. En
consecuencia, también se realiz6 la prueba de traslocaciones con FISH, considerando la
totalidad de las células en lugar de limitarse a las células estables. Se pintaron tres parejas de
cromosomas (N® 2, 4 y 12) junto con una sonda pancentromérica. En la persona 2 no se
observo diferencia en las dosis estimadas utilizando dicéntricos o producciones de
traslocaciones (cuadro 13). Para las personas 1y 4, los valores FISH eran superiores a los de
dicéntricos, pero las diferencias no eran estadisticamente significativas. En cambio, para la
persona 3 la dosis estimada con los dicéntricos fue superior. Esas diferencias probablemente
se expliquen por la heterogeneidad y el fraccionamiento de las exposiciones, que diferian
marcadamente entre los pacientes y que, por consiguiente, modificaban las distribuciones de
traslocaciones en las células inestables, afectando por lo tanto a la desaparicion relativa de los
dicéntricos respecto de las traslocaciones.

Se realizaron nuevas pruebas citogenéticas de seguimiento (figuras 33 y 34) si bien no
siempre se dispuso de muestras de todas las personas.
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Fig. 33. Cambios de las estimaciones de la dosis obtenidas a partir de dicéntricos, en
funcién del tiempo transcurrido desde la irradiacion.
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2 | @+ 2 meses
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Fig. 34. Cambios en las estimaciones de la dosis obtenidas a partir de traslocaciones
bidireccionales, en funcion del tiempo transcurrido desde la irradiacion.
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Como se preveia, se observo una disminucion de la produccion de dicéntricos a lo largo del
tiempo en todos los pacientes. Por el contrario, no se observo descenso de la frecuencia de
traslocaciones bidireccionales en tres de los cuatro pacientes. Para la persona 1 la frecuencia
de traslocaciones disminuyd dos meses después de la obtenciéon de la primera muestra de
sangre pero, habida cuenta de las incertidumbres, el hecho no era estadisticamente
significativo. La estabilidad general de los ultimos datos de traslocaciones probablemente sea
un reflejo del rapido recambio de los linfocitos asociado a su linfocitopenia y la rapida
eliminacidn de las aberraciones inestables. Los ultimos datos FISH probablemente indiquen la
dosis recibida por las células madre de la médula dsea.
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11. ANALISIS CON CONDENSACION PREMATURA DE LOS CROMOSOMAS (PCC)

En general, la dosimetria biologica se realiza analizando los dicéntricos y/o las
traslocaciones en la primera mitosis que sigue a la transformacion blastica con PHA in vitro. Es
conocido que esas pruebas presentan varios problemas, a saber, el retraso de la mitosis inducido
por la radiacion y la mortalidad celular que se registra durante el cultivo de dos dias,
especialmente en el caso de las altas dosis de radiacion, lo que puede propiciar una considerable
subestimacion de la dosis de exposicién a la radiacion [250]. En esta seccion se describen una
serie de técnicas para provocar la condensacion prematura de los cromosomas, es decir, antes de
que se produzca la primera mitosis, con el fin de reducir o suprimir el tiempo de cultivo y, por
consiguiente, la posibilidad de que se retrase la mitosis o se produzca muerte celular.

11.1. PCC POR FUSION MITOTICA

La induccion de la PCC fusionando linfocitos humanos con células mitéticas de ovario de
hamster chino (CHO) en presencia de un agente fusionante (macrogol (PEG)) posibilita la
medicién de las aberraciones cromosomicas inmediatamente después de la irradiacion sin
necesidad de estimular la mitosis ni realizar cultivos [66]. El uso de este método de PCC, en
combinacion con técnicas convencionales tales como el bandeo C o FISH con genotecas de
ADN especificas para determinados cromosomas, con 0 sin sonda pancetromérica, permite
detectar las roturas, dicéntricos y anillos, asi como las traslocaciones. Se ha propuesto utilizar
esta prueba a modo de instrumento biodosimétrico mediante el analisis de las frecuencias de
aberraciones cromosomicas, es decir, los dicéntricos, traslocaciones y roturas en exceso
[67, 72, 75, 250]. Se trata de una prueba practica para determinar la exposicion a dosis bajas,
asi como en caso de exposiciones potencialmente mortales a dosis altas y agudas de
radiaciones de baja y alta TLE. Ademaés, con ella se pueden distinguir con exactitud las
exposiciones totales y parciales del cuerpo [75]. Dado que en esta prueba de PCC, la cifra de
células normales refleja mas exactamente la proporcion de linfocitos no irradiados, el método
detecta de forma eficiente incluso pequefias fracciones no irradiadas (hasta de solo el 5 % del
cuerpo). Asimismo, la prueba podria también cuantificar mejor las quemaduras pequefias y
localizadas causadas por exposiciones parciales del cuerpo.

11.1.1. Condiciones para el cultivo y la fusion celular
11.1.1.1. Uso de células mit6ticas CHO

Antes de realizar el analisis PCC hay que preparar células mitéticas de ovario de hamster
chino (CHO). Lo habitual es crear los cultivos de células CHO a partir de lineas celulares ya
preparadas, que son muy féciles de manejar y presentan un ciclo celular breve, de
aproximadamente 12 horas. Las células CHO se pueden cultivar en frascos o botellas
rotatorias para 750 mL, en un medio completo (compuesto por F-10, 15 % de suero de ternera
recién nacida y antibioticos). Se pueden obtener células mitéticas agregando Colcemid (en
una concentracion final de of 0,1 pug/mL) durante 4 a 6 horas, cuando los cultivos se han
llenado hasta la mitad, seguido de agitacion mitética. De cada frasco o botella rotatoria se
pueden aislar células mitéticas varias veces al dia; por consiguiente, después de cada
aislamiento habra que agregar medio fresco con Colcemid en los recipientes que contienen las
células restantes. Se pueden preparar por adelantado grandes cantidades de células mitéticas,
gue se conservaran en un congelador entre -80 y -110 °C hasta su uso.

11.1.1.2. Aislamiento de linfocitos

En general, para el aislamiento de linfocitos hay que utilizar Ficoll Hypaque, como se
describe en la seccién 9.1.5.2. Ello presenta la ventaja de que si se aislan suficientes
linfocitos, una parte se puede utilizar inmediatamente y el resto, si es necesario, se puede
congelar entre -80 y -120 °C para su uso en el futuro.
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11.1.1.3. Agente de fusion

En general hay que utilizar macrogol (PEG) de un peso molecular de 1450, siendo la
concentracion deseada para la fusion del 40 % al 50 % m/v (en medio F-10 sin suero, PBS, o
preferiblemente en medio RPMI-1640 con HEPES sin suero).

11.1.1.4. Procesos de fusion y de condensacién cromosémica

Para inducir la condensacion prematura de los cromosomas hay que fusionar linfocitos
con células CHO mitéticas (proporcion 5:1) que posean un factor promotor de la mitosis en
presencia de PEG. El proceso de fusion tarda solo 4 minutos (1 minuto en PEG solo,
agregando luego gradualmente medio de lavado F-10). A continuacion se incuba durante una
hora en medio completo con Colcemid a 37 °C [67, 72, 251].

11.1.1.5. Procedimientos de fijacion

En principio, el procedimiento es similar al método utilizado para las metafases
(seccion 9.2) pero variando ligeramente el cronograma y las concentraciones Optimas. Hay
que tratar los linfocitos con una solucion hipotonica de KCI (0,075M) y mantenerlos en un
bafio Maria precalentado (a 37 °C) durante 3 0 4 min; después se centrifuga y se fijan las
células con una mezcla de acido acético y metanol (1:3).

La preparacion de los portaobjetos se realiza aplicando la técnica estandar similar a las
pruebas descritas anteriormente (vease la seccion 9.2).

11.1.1.6. Procedimientos de tincién

La eleccion de la técnica de tincion dependera del efecto biolégico que se quiera analizar,
como sigue:

1)  Anaélisis convencional de roturas cromosdmicas.

Para analizar aberraciones cromosémicas tales como las roturas de cromosomas
inducidas por la radiacién se pueden tefiir las preparaciones con Giemsa convencional
(R66 mejorado de Gurr) o segun la técnica FPG descrita en la seccién 9.3.2 (figura 35)
[67, 252]. El protocolo con FPG se prepard para PCC con células en las que los dos
complementos cromosomicos fusionados estaban totalmente entremezclados.
Probablemente no sea necesario para la técnica de linfocitos que se describe aqui,
puesto que los dos conjuntos de cromosomas tienden a mantenerse en dos grupos, como
se muestra en la figura 35, en la que se distinguen claramente los cromosomas humanos
monocatenarios. Un inconveniente de la tincion FPG es que los cromosomas tienden a
hincharse, lo que puede entorpecer el recuento exacto de fragmentos PCC, pues si dos
objetos pequefios y engrosados adyacentes se tocan, pueden dar la impresion de que
forman una sola estructura.
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Fig. 35. Go humana sometida a PCC en la que se sefialan con flechas algunos fragmentos
producidos por el método de fusién mitotica.

2)  Andlisis de dicéntricos con bandeo C.

Ademas de las roturas cromosomicas también se pueden visualizar los dicéntricos. Para
ello hay que pretratar las preparaciones con hidroxido de bario y solucion salina
(seccion 9.3.3), seguido de tincidén con Giemsa, que destaca la regién centromérica de
todos los cromosomas, para que los dicéntricos se distinguieran facilmente de los
monocéntricos (figura 36) [70, 79].
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Fig. 36. Preparacion PCC tefiida con el método de bandeo C donde se distinguen dos
dicéntricos (d).

3)  Andlisis de traslocaciones y dicéntricos con la prueba de pintado cromosémico.

La frecuencia de traslocaciones y dicéntricos inducidos por la radiacion también se
puede determinar con preparaciones PCC utilizando la técnica FISH, ya sea solo con
sondas de pintado cromosémico o en combinacion con una sonda pancentromérica

(figura 37), que permite distinguir con mas exactitud las traslocaciones de los
dicéntricos [72].
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Fig. 37. Preparacion PCC con FISH bicolor, la combinacion de pintado cromosémico (N° 8) y
una sonda pancentromérica para todo el genoma. (A) En una PCC normal de control no
irradiada. En células irradiadas, las flechas indican (B) exceso de roturas en PCC, ace(b);
(C) dicéntrico, dic (BA), fragmento bicoloreado, ace(ba); (D) anillo, r(B); (E), (F) traslocacion
terminal, t(BA) y t(AB) [8].

11.1.2. Analisis

Los criterios de andlisis son en parte similares a los descritos en la seccion 9.4 (es decir,
codificacion de las preparaciones, parametros de examen, etc.). Las extensiones PCC se
pueden localizar a mano o recurriendo a sistemas automatizados de deteccion de metafases,
de uso mas general (seccién 13.3) [75]. Se recomienda facilitar el examen utilizando un
sistema de registro que permita sefialar todas las piezas cromosomicas en un dibujo o imagen
de la extension PCC. Se puede adaptar al microscopio un dispositivo (camara lGcida) que
presenta las extensiones con gran ampliacion y con el que se puede dibujar y hacer
anotaciones en la imagen. Algunos sistemas de detecciébn de metafases disponen de
aplicaciones que permiten agregar anotaciones en las imagenes digitalizadas. Hay que anotar
las coordenadas de platina de las posiciones que ocupan las extensiones PCC en los
portaobjetos y el método de seleccion de las extensiones susceptibles de examen no debe
introducir sesgos que distorsionen la produccion de aberraciones.
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El anélisis entrafia el recuento del nimero de elementos cromosémicos, que al poseer una
sola cromatida se distinguen facilmente de los cromosomas mitéticos CHO en las extensiones
PCC de interfases humanas tefiidas con Giemsa. Si se utiliza la técnica FPG, los cromosomas
humanos aparecen tefiidos de oscuro, mientras que las células CHO, que se han cultivado
durante méas de dos ciclos celulares en un medio enriquecido con BrdU, aparecen
arlequinados y con una tincién muy suave (véase la figura 22). Si se aplica la prueba FISH, se
puede utilizar ADN cot-1 de hamster para enmascarar todas las sefiales de los cromosomas
CHO, de modo que solo destaquen los PCC humanos apropiados (figura 37).

11.1.3. Criterios de examen

Se puede aprovechar la apariencia de la PCC para determinar facilmente la posicion del
ciclo celular en que se encontraban los linfocitos en el momento en que se trataron. Las células
que se encontraban en G;, S y G, apareceran, respectivamente, en forma de cromosomas
monocromatidicos, pulverizados o bicromatidicos. A efectos de dosimetria bioldgica con
preparaciones tefiidas con Giemsa, se examinan solo las preparaciones las extensiones que
presentan una sola cromatida, es decir, los linfocitos humanos que han sido tratados en Gy/G,
en los que cada elemento corresponde a un cromosoma humano (figura 35).

Por consiguiente, en los linfocitos no irradiados se contaran 46 elementos. Se registra la
cifra de elementos cromosomicos de las muestras expuestas y la frecuencia inducida se
calcula simplemente restando el valor obtenido en las muestras no tratadas. Para los casos de
presunta exposicion parcial del cuerpo se ha introducido un método de andlisis alternativo,
Qpcc, consistente en el andlisis de la produccion de fragmentos PCC en exceso en las células
dafadas (que contienen fragmentos PCC en exceso) [75]. ElI fundamento conceptual del
método es el mismo que el del método Qdr introducido por Sasaki y Miyata [142] (véase la
seccion 9.7.4.3). Después de aplicar un bandeo C o utilizar una sonda pancentromérica y
genotecas de ADN especificas para los cromosomas utilizando la técnica FISH, se examina,
registra y analiza la presencia de dicéntricos y/o traslocaciones en las preparaciones (véase la
figura 37), segun se describe en las secciones 9.4 y 10.4.

11.2. PCC POR INDUCCION QUIMICA
11.2.1. Prueba rapida de cromosomas interfasicos (RICA)

Con esta prueba se elude también la necesidad de realizar cultivos prolongados. Se aislan
linfocitos de la sangre con el método de Ficoll Hypaque (seccién 9.1.5.2) y se cultivan en un
medio que contenga un inhibidor de la fosfatasa tal como el &cido okadaico o caliculina A,
trifosfato de adenosina y p34°“’/cinasa de la ciclina B, y se incuban a 37°C durante
solo 3 horas. Prasanna et al. [76] han descrito el protocolo completo. Se fija y se extiende la
preparacion (cloruro potasico hipotdnico; metanol: &acido acético, 3:1; goteo en un
portaobjetos limpio) después de los procedimientos normales utilizados para las metafases.

Seguidamente se realiza una hibridacion in situ y se aplica el pintado cromosdmico, y las
lesiones inducidas por la radiacion se analizan mediante microscopia de fluorescencia (figura 38).
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Fig. 38. Microfotografias de los cromosomas humanos N° 1 (rojo) y 2 (verde) pintados con
FISH en linfocitos irradiados con rayos y de ®°Co visualizados mediante la prueba rapida de
cromosomas interfasicos (RICA) [78]. (a y b): células normales con dos manchas rojas y dos
manchas verdes; (c): cromosoma 1 aberrante que forma mas de dos manchas rojas;
(d): cromosoma 2 aberrante que forma mas de dos manchas verdes; (e y f): células con mas de
dos manchas verdes y dos manchas rojas (cortesia de Pathak y Prasanna, AFRRI, EE.UU.).

Las células normales presentan dos manchas fluorescentes por cromosoma, mientras que
las celulas con aberraciones estructurales (roturas e intercambios) que afecten a los
cromosomas correspondientes a las sondas de pintado pueden presentar mas de dos manchas.
A efectos de dosimetria bioldgica es adecuado utilizar una sonda de gran tamafio que
corresponda a un solo cromosoma [76]. Sin embargo, si se utilizan sondas para mas de un
cromosoma aumenta la sensibilidad [78].

11.2.2. Prueba de anillos PCC

Entre los métodos de PCC inducida por medios quimicos a efectos de dosimetria
bioldgica, un procedimiento simple y util consiste en recontar los anillos presentes en
cromosomas tefiidos con Giemsa. En esta tecnica sigue siendo necesario cultivar los
linfocitos, y en el método, descrito por Kanda et al. [68], se recomiendan los cultivos de 48
horas. Por consiguiente, la prueba de anillos con PCC no ahorra tiempo, pero es
particularmente aplicable a las sobredosis altas en el margen donde la respuesta a la dosis de
la prueba de dicéntricos convencional muestra signos de saturacion. Se ha calibrado y
utilizado para dosis equivalentes de hasta 20 Gy a rayos X. A esa dosis, el niUmero de
dicéntricos y fragmentos inducidos es demasiado elevado para que el recuento sea fiable. Sin
embargo, en los linfocitos, los anillos se inducen con frecuencias muy inferiores, a menudo
de ~10 % de las de los dicentricos, de modo que el recuento de anillos es un efecto fiable tras
la aplicacion de dosis muy altas.
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11.2.2.1. Cultivo celular, tratamiento quimico y obtencién de las preparaciones
El protocolo se describe paso a paso en el anexo Ill.
Preparacion de los productos quimicos

Hay que preparar inhibidores de la fosforilacion del ADN tales como el acido okadaico o
caliculina A. Se trata de productos quimicos carcindgenos que, por consiguiente, hay que
manejar adoptando las debidas precauciones de seguridad. La caliculina A puede inducir la
PCC con una eficacia 20 veces mayor que el acido okadaico, si bien sus mecanismos de
induccion de la PCC probablemente sean similares, a juzgar por la dependencia de la dosis y
la morfologia cromosdmica resultante. El acido okadaico o la caliculina A se disuelven en
dimetil sulféxido (DMSQO), se diluyen con medio y se mantienen a -20 °C como solucién
madre (por ejemplo, de 5 a 10 uM).

Cultivo

En general, la PCC inducida quimicamente en linfocitos requiere que las células realicen
ciclos. Por consiguiente, el procedimiento consiste en estimular las células con PHA y
cultivarlas durante 48 horas siguiendo un meétodo similar al descrito en la seccion 9.1 para
obtener metafases. Si bien la PCC se puede inducir en cultivos de sangre entera, el uso de
linfocitos aislados proporciona preparaciones mas limpias, con gran namero de células (se
describe en la seccion 9.1.5.2). Por lo tanto, especialmente en el caso de las exposiciones a
dosis muy altas, se recomienda vivamente aislar los linfocitos.

El protocolo estandar para inducir la PCC es agregar acido okadaico (500 nM) o
caliculina A (20-50 nM) a los cultivos durante la Gltima hora, obteniéndose una mezcla de
células PCC en todas las fases del primer ciclo celular. Sin embargo, puede que la eficacia de
los productos quimicos dependa de las condiciones de cultivo y de la calidad de los farmacos.
La concentracion y el periodo del tratamiento éptimo se determinaran sobre la base de la
incidencia de células con PCC y la calidad de la morfologia de los cromosomas en cada
laboratorio. Si el tratamiento es insuficiente no habra células analizables, y si es excesivo los
cromosomas apareceran borrosos y demasiado condensados. Los procedimientos de fijacion,
preparacion de los portaobjetos y tincion son similares a los utilizados para las metafases.

11.2.2.2. Criterios de examen

En los cultivos de 48 horas de linfocitos muy irradiados, la mayoria de las células
analizables se encuentran entre la fase G, tardia y la metafase. En las exposiciones con dosis
bajas puede haber contaminacion de células en anafase. Comparados con la apariencia de los
cromosomas en anillo de las extensiones de metafases (figura 11), los anillos PCC de las
células en G, tardia y anafase (figura 39A) son estrechos, lo que permite identificarlos
facilmente. Por lo tanto, se prefiere esas células para recontar los anillos PCC. Las células en
fase G, tardia y las células en anafase se distinguen porque en ellas las cromatidas estan
unidas o separadas, respectivamente (figura 39B).
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Fig. 39. Ejemplos de PCC inducida con acido okadaico en diferentes fases del ciclo celular
en linfocitos irradiados. (A) Células PCC G2/M, (B) células PCC M/A en las que se observan
las crométidas hermanas separadas. Las flechas sefialan los cromosomas en anillo [68].

Las frecuencias de anillos PCC no difieren significativamente entre las células en G,
tardia y las celulas en anafase, y los datos se pueden agrupar.

Los cromosomas con forma circular se contabilizaran como anillos PCC. Los
centrdmeros no se visualizan claramente en las células PCC tefidas solo con Giemsa, razon
por la cual los anillos PCC no se clasifican como formas céntricas o acéntricas.

Al igual que en el caso de los dicéntricos (seccion 9.7.4.3) el analisis comparativo de la
distribucion intercelular de anillos PCC respecto de la distribucion de Poisson informa sobre
la uniformidad de la exposicidn a radiaciones de baja TLE o de la calidad de la radiacion
emitida en un accidente. Cuando media un intervalo de tiempo entre la irradiacion y la
obtencion de las muestras de sangre, por ejemplo si se descubren los casos con retraso, se
deberia poder utilizar un céalculo del periodo de semidesintegracion para ajustar la produccion
observada con el fin de obtener una estimacion de la frecuencia original de anillos PCC. En
estos momentos se dispone de pocos datos en respaldo de esta afirmacion. Sin embargo, en el
estudio citogenético de seguimiento de un superviviente del accidente de Tokai-mura se
notifico un periodo de semidesintegracion de alrededor de 8,7 meses [253].

11.3. ACCIDENTE DE RADIACION INVESTIGADO CON EL METODO DE LOS
ANILLOS PCC

Poco después de la publicacion de la técnica de los anillos PCC, calibrados in vitro con
rayos X de 200 kV, [68] se presents la ocasion de examinar un grave accidente radiologico
utilizando el método, en el que la PCC se indujo con &cido okadaico. Se realiz6 la dosimetria
bioldgica en tres victimas gravemente expuestas del accidente de criticidad ocurrido en Tokai-
mura (Japon) en 1999 [254].

Las frecuencias de anillos PCC por 100 células de muestras obtenidas 9 horas después del
accidente fueron de 150, 77 y 24, que dieron unas estimaciones de la dosis de,
respectivamente, >20, 7,4 (95 % C.I. 6,5-8,2) y 2,3 (1,8-2,8) Gy-Eq. Hay que tener presente
que las exposiciones lo fueron a un campo mixto de radiacidbn gamma y neutrones, y que a
dosis tan altas no es apropiado utilizar la dosis equivalente medida en Sv (seccion 2), porque
esta se basa en la consideracion de los riesgos de los efectos estocasticos a dosis bajas. La
dosis impartida a un érgano ponderada para la EBR se definio especialmente para caracterizar
la exposicion a una dosis alta como el producto de la dosis a un 6rgano absorbida y la EBR,
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con el fin de evaluar el desencadenamiento de los efectos deterministas en la salud [15]. La
EBR de rayos X de 200 kV X se fija en 1. La unidad de la dosis ponderada para la EBR es el
J kg™, que en [15] se denomina equivalente gray (Gy-Eq). Para la persona més irradiada, la
dosis solo se pudo aproximar a >20 Gy-Eq, porque la calibracion in vitro publicada [68]
presentaba una nivelacion (saturacion) en la curva de dosis-respuesta lineal cuadratica para la
dosis para el cuerpo entero ponderada para la EBR cercana a 20 Gy-Eq de rayos X de 200 kV
(o 20 Gy de dosis absorbida por el cuerpo entero, ya que la EBR es igual a 1).

Se realizaron también anélisis paralelos de las muestras de sangre mediante el recuento
convencional de dicéntricos y anillos (dictrc) en metafases. Al haberse producido
exposiciones tan altas, con la consiguiente rapida caida de los recuentos de linfocitos
periféricos, las células se cultivaron aplicando un método que maximiza la probabilidad de
obtener metafases [123]. EI método concentra los linfocitos utilizando una columna Ficoll
Hypaque y es similar al descrito en la seccion 9.1.5.2. Se obtuvieron asi, para el paciente que
habia recibido la radiacion mas intensa, 715 dicéntricos y 188 anillos céntricos + acéntricos
en 78 células en las que todas las metafases presentaban lesiones. Las producciones
correspondientes para las otras dos personas fueron de 479 dicéntricos y 55 anillos en 175
células y 191 dic + rc en 300 células. En el cuadro 14, tomado de [255], se resumen las
estimaciones de las dosis obtenidas con métodos citogenéticos y mediante mediciones fisicas
con analisis por activacion con sodio.

CUADRO 14. COMPARACION DE LAS DOSIS CALCULADAS MEDIANTE DIVERSOS
INDICADORES

Pacient Dosis estimada para el cuerpo entero ponderada para la EBR (Gy-Eq) ® mediante
aciente -

Anillos PCC Dic Dic+R/Rc 2NgP
A >20 22,6 245 17-24
B 7,4(6,5-8,2) 8,3 8,3 8,7-13
C 2,3(1,8-2,8) - 3,0(2,8-3,2) 2,5-3,6

¢ EBR fijada en 1 para rayos X (pacientes A y B) o rayos y (paciente C).
b Ishigure et al. [255], donde la EBR de neutrones se evalta en 1,5-2,0.
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12. PRUEBA DE MICRONUCLEOS CON BLOQUEO DE LA CITOCINESIS (CBMN)

12.1. ANTECEDENTES

La radiacion ionizante induce la formacion de fragmentos cromosdmicos acéntricos y, en
pequefia medida, la segregacion incorrecta de los cromosomas enteros. Los fragmentos
cromosomicos acéntricos y los cromosomas enteros que no interactdan con el huso quedan
rezagados en la anafase y en consecuencia no se integran en los nucleos hijos principales. Los
fragmentos cromosomicos, 0 cromosomas enteros, rezagados forman un pequefio nucleo
independiente, el denominado micronucleo.

La prueba de MN de linfocitos de la sangre periférica basada en la expresion de MN en
cultivos de linfocitos a corto plazo fue descrita por primera vez por Countryman y Heddle [82].
Sin embargo, en la version original del método no se hizo intento alguno de determinar si las
celulas examinadas habian completado la division celular in vitro, lo que restaba fiabilidad a la
prueba, pues las lesiones cromosémicas solo se expresan en forma de micronucleos si la célula
se divide. En dltima instancia se elabord un planteamiento mas fiable en el que se recurre al uso
de un inhibidor de la citocinesis, la citocalasina B. Con citocalasina B, Fenech y Morley
lograron demostrar en 1985 [83, 84] que las células que habian completado una divisién nuclear
se podian acumular y se distinguian en forma células binucleadas (BN). De ese modo, en las
celulas BN se podian recontar los MN de forma especifica y eficiente excluyendo las células
mononucleares que no se habian dividido y que no podian haber expresado MN in vitro
(figura 19). En consecuencia, los resultados obtenidos en la prueba de MN no se ven confundidos
por las variaciones interindividuales e interexperimentales de la frecuencia de células que se
dividen, que, como se ha comprobado, influye profundamente en la frecuencia de MN observada
[84, 256, 258]. La prueba de MN con bloqueo de la citocinesis (CBMN) resultante se ha
convertido en el método estandar de medicion de los MN en linfocitos cultivados.

Los linfocitos obtenidos de la muestra de sangre son, ellos mismos, resultado de
divisiones celulares in vivo. Por consiguiente, cabria esperar que algunos de ellos ya
contengan MN. En efecto, se ha comprobado que el recuento de MN en linfocitos
mononucleados de extensiones sanguineas convencionales podria ser particularmente til para
supervisar los dafios genéticos en poblaciones expuestas cronicamente [259-263]. Ademas, el
recuento de los MN en células mononucleadas podria ser también un interesante parametro
adicional en la prueba CBMN [262, 263].

En el decenio de 1990 se puso a punto la prueba CBMN con centromeros, en la que se utiliza
FISH y una sonda centromérica para visualizar los centrdmeros. EI método permite distinguir los
MN que contienen fragmentos acéntricos y cromosomas enteros [69, 85, 263-267]. La aplicacion
de este método hace posible aumentar sustancialmente la sensibilidad de la prueba en el margen
de dosis bajas [85, 266, 267] (véase la seccion 12.4.2).

Mas recientemente se ha puesto a punto y validado una versién mas amplia de la prueba
CBMN, denominada prueba de micronucleos y citoma con bloqueo de la citocinesis (CBMN
Cyt), [86] en la que, ademas de los micronucleos de las células binucleadas y mononucleadas,
se miden también los puentes nucleoplasmicos (NPB, figura 19C) y las protuberancias
nucleares de las células binucleadas, que son biomarcadores de cromosomas dicéntricos [89]
y de la amplificacion génica [86], respectivamente. Ademas, en la prueba CBMN Cyt se
examina la proporcion de células mononucleadas, binucleadas y multinucleadas, asi como las
células apoptéticas, lo que da una medida de la proliferacion celular y la muerte celular, datos
que pueden ser de interés para la dosimetria bioldgica [88, 268].

A modo de biomarcadores del dafio cromosdmico también se pueden recontar los
micronucleos presentes en los eritrocitos, teniendo presente que el método tiene un limite
superior de deteccion de 1 Gy y que las muestras se tienen que obtener lo antes posible después
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de la exposicion, debido a la inhibicidn de la eritropoyesis. Recientemente se ha adaptado a su
uso en humanos la prueba de MN con citometria de flujo in vivo en eritrocitos inmaduros de
raton, limitando el contaje de MN a los reticulocitos que dan positivo para el receptor de la
transferrina (Tf-Ret; CD71) [269]. La evaluacion de la prueba de reticulocitos en pacientes con
cancer de la tiroides tratados con radioyodo muestra que el método se puede utilizar en el
seguimiento personal tras una presunta exposicion accidental a la radiacion [270, 271].

12.2. CULTIVO DE LINFOCITOS PARA LA PRUEBA CBMN

El método de cultivo de linfocitos es similar al descrito en la seccion 9.1 para obtener
metafases. Las diferencias principales, sin embargo, son que i) se agrega Cyt-B a los cultivos
a las 24 o 44 horas (a efectos de dosimetria bioldgica de la radiacion es preferible hacerlo a
las 24 horas, para asegurarse de que solo se capturen células de la primera division), ii) no se
utilizan bromodesoxiuridina ni Colcemid, iii) el tiempo de cultivo se prolonga a 72 horas y el
tratamiento hipotdnico, la fijacion y la centrifugacion se modifican para conservar el
citoplasma, para que se puedan identificar facilmente las células binucleadas. Las
preparaciones se tifien con Giemsa convencional para microscopia éptica o con un colorante
fluorescente tal como naranja de acridina, para microscopia de fluorescencia. Asimismo, las
preparaciones se pueden someter a un tratamiento ulterior para destacar los centromeros
mediante FISH y una sonda FISH pancentromérica. En el anexo IV se proporcionan los
protocolos pormenorizados.

12.3. CRITERIOS DE EXAMEN DE LA PRUEBA CBMN

Se han publicado [86] criterios de examen pormenorizados para todos los biomarcadores
de la prueba CBMN Cyt. En esta seccion se dan solo los criterios de examen para MN y NPB
de células binucleadas, porque se trata de los biomarcadores mejor validados para dosimetria
bioldgica de la exposicion a la radiacién ionizante.

12.3.1. Criterios para seleccionar células binucleadas que se pueden examinar para
determinar la frecuencia de micronucleos

Las células con bloqueo de la citocinesis que se pueden examinar para determinar la
frecuencia de MN deberian presentar las caracteristicas siguientes (figura 19):

a) Deben ser células binucleadas (BN).

b) Los dos ndcleos deben tener las membranas intactas y deben encontrarse dentro de un
mismo limite citoplasmatico.

C) Los dos nucleos deben tener tamarfios y presentar un perfiles de tincién e intensidades
de tincion aproximadamente iguales.

d) Los dos ndcleos pueden no presentar conexiones o pueden estar conectados por uno o
mas puentes citoplasmicos, que no seran mas anchos que 1/4 del diametro nuclear.

e) Los dos nucleos principales pueden tocarse, pero preferentemente no se deberian
solapar. Las células cuyos dos nucleos se solapen solo se examinaran si se distinguen
los limites nucleares de los dos.

f) El limite citoplasmatico o la membrana de la célula BN estara intacto y se distinguira
claramente de los limites citoplasmaticos de las células adyacentes.

12.3.2. Criterios para el recuento de los micronucleos

Los MN son morfologicamente idénticos a los ndcleos principales, pero menores (figura 19).
También presentan las caracteristicas siguientes:
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a) El diametro de los MN en los linfocitos humanos suele variar entre 1/16 y 1/3 del
diametro medio de los nucleos principales, lo que corresponde a entre 1/256 y 1/9 de
la superficie de los ndcleos principales de la célula binucleada, respectivamente.

b) Los MN no son refractivos, por lo que se distinguen facilmente de artefactos tales
como las particulas de la tincion.

C) Los MN no estan unidos ni conectados a los nucleos principales.

d) Los MN pueden tocar los ndcleos principales, pero no solaparse con ellos, y el limite
de los micronucleos se debe poder distinguir del limite nuclear.

e) Los MN suelen presentar la misma intensidad de tincién que los nucleos principales,
pero en ocasiones la tincion puede ser mas intensa.

En el cuadro 15 se ilustra un formato simple de ficha de recuento de MN.

CUADRO 15. FORMATO DE FICHA DE RECUENTO DE MICRONUCLEOS
CORRESPONDIENTE AL EXAMEN DE DOS CULTIVOS OBTENIDOS POR
DUPLICACION (1Y 2) APARTIR DE UNA MISMA MUESTRA DE SANGRE

Muestra N°
Examinador:
Fecha:
Distribucion de microntcleos en células BN
Prepara- Total de Total de
LI , . .
cion N 0 MN 1 MN 2 MN 3 MN 4 MN 5 MN |\>/||§1 células BN  microntcleos
1 500
2 500
142 1000

Observaciones:

12.3.3. Criterios para el recuento de los puentes nucleoplasmicos

Un puente nucleoplasmico (NPB) es una estructura continua que contiene ADN y une los
nacleos de una célula binucleada. Los NPB se originan a partir de cromosomas dicéntricos
(resultantes de la reparacion incorrecta de roturas del ADN o de fusiones de extremos de
telomeros) cuyos centromeros son atraidos hacia los polos opuestos durante la anafase
(figuras 19A y C). Presentan las caracteristicas siguientes:

a) La anchura de los NPB puede variar considerablemente, pero no suele superar 1/4 del
didmetro de los nucleos contenidos en la célula.

b)  Los NPB deberian presentar también las mismas caracteristicas de tincion que los ndcleos
principales.

c)  Enraras ocasiones se observa mas de un NPB en una misma célula binucleada.

d)  Las células binucleadas que presenten un NPB pueden contener uno o mas MN.

e)  Se pueden observar también células binucleadas con uno 0 méas NPB y ningin MN.
En el cuadro 16 se ilustra un formato simple de ficha de recuento de NPB.
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CUADRO 16. FORMATO DE FICHA DE RECUENTO DE PUENTES
NUCLEOPLASMICOS CORRESPONDIENTE AL EXAMEN DE DOS CULTIVOS
OBTENIDOS POR DUPLICACION (1 Y 2) A PARTIR DE UNA MISMA MUESTRA
DE SANGRE

Muestra N°
Examinador:
Fecha:
Distribucion de NPB en células BN
Prepara- Total de Total de
cion N° 5 células BN NPB
ONPB 1NPB 2NPB 3NPB 4NPB G5NPB NPB
1 500
2 500
1+2 1000

Observaciones:

Puede resultar més dificil recontar los NPB en células BN cuyos ndcleos se toquen, de ahi
que sea razonable especificar si los NPB se recontaron en todas las células BN,
independientemente de la distancia entre los nucleos, o si se recontaron por separado los de las
células BN cuyos nucleos estaban claramente separados y las células BN cuyos nucleos se
tocaban. No hay aun datos suficientes para recomendar que se recuenten solo los NPB de las
células BN cuyos ndcleos no se tocan.

12.4. MANEJO DE LOS DATOS DE LA PRUEBA CBMN
12.4.1. Curvas de dosis-respuesta

Los procedimientos para obtener in vitro curvas de calibracion dosis-respuesta coinciden
con los descritos en la seccién 8. Muchos estudios han mostrado que la cantidad de
micronucleos inducidos por la radiacion estd fuertemente correlacionada con la dosis y la
calidad de la radiacién [87, 272-275]. Sin embargo, dado que se producen diferencias entre
los laboratorios en la respuesta a la dosis en forma de MN, debido al uso de distintos
protocolos, criterios de examen, etc., igual que ocurre en las demas pruebas descritas en esta
publicacion, todo laboratorio que desee realizar dosimetrias bioldgicas debera obtener in vitro
curvas propias de calibracidn de la respuesta a la dosis. Preferentemente habria que utilizar al
menos 8 dosis en el margen hasta los 5 Gy. El ajuste de la curva mediante modelos lineales
(alta TLE) y lineal cuadraticos (baja TLE) sigue los procedimientos descritos en la seccién 8.
En la figura 40 se muestra un ejemplo tipico de curva de dosis-respuesta de MN para
radiacion de baja TLE (rayos y de *°Co, tasa de dosis de 0,5 Gy/min).
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Fig. 40. Curva lineal cuadratica de dosis-respuesta de MN para rayos y de ®°Co. Linea
continua: datos combinados de 47 donantes; lineas a trazos: intervalos de confianza del 95 %
superior e inferior.

12.4.2. Frecuencia de fondo

Los datos notificados indican que la frecuencia de fondo de MN es bastante variable; se
han registrado valores desde 0 hasta 40 por 1 000 células BN [257-286]. Los dos factores que
mas influyen en la frecuencia de fondo de MN, dejando aparte el régimen alimentario [276] y
la exposicion a una amplia diversidad de clastégenos y aneuploiddgenos, son la edad y el sexo
[84, 277].

En estudios de biomonitorizacion a gran escala se ha comprobado que la produccién
espontanea de micronlicleos aumenta sistematicamente con la edad. En un estudio de
trabajadores de centrales nucleares y de hospitales se obtuvieron, para una poblacion de control
de varones, valores de, respectivamente, 0,35 MN/1 000 células BN/afio y 0,44 MN/1 000/afio
[278-280]. Esos valores concuerdan con el estudio a gran escala de Fenech [108] de las
variables que influyen en las frecuencias de referencia de microndcleos: 0,31 MN/1 000/afio.
Para una poblacion de control de mujeres se obtuvo un aumento mas pronunciado
de 0,58 MN/1 000/afio [279], también en concordancia con Fenech [108]: 0,52 MN/1 000/afio.
El analisis de los MN para determinar la presencia de centromeros utilizando una sonda FISH
pancentromérica (figura 41), mostré que el aumento de las frecuencias de referencia de MN se
puede atribuir casi en su totalidad a MN que poseen centromero, reflejo del aumento de la
pérdida de cromosomas con la edad [266, 279, 280].
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a) b)

Fig. 41. Células binucleadas en las que se observa un MN carente de centromero (a) y un MN
con centromero (b). Los centromeros se han tefiido con una sonda pancentromérica (espectro
naranja) y los ntcleos y MN se han contratefiido con DAPI.

Se puede atribuir casi exclusivamente al cromosoma X la pérdida espontanea de
cromosomas [281, 282]. Ello explica también la diferencia entre sexos en las frecuencias de
MN esponténeos: para una poblacién de 41,4 y 41,8 afios de media de edad, las frecuencias
medias de MN espontaneos eran de 16,4 para los varones y 23,5 por 1 000 células BN para las
mujeres, respectivamente, mientras que la diferencia en MN carentes de centrdmero no era
significativa: 6,7 frente a 7,7 [279].

Esta variabilidad de fondo impone claras limitaciones al uso de los MN a modo de
dosimetros bioldgicos para dosis bajas, cuando se desconocen las frecuencias de fondo
individuales previas. Se han realizado estimaciones que indican que la prueba CBMN, en su
forma mas basica, solo podria detectar in vivo las exposiciones superiores a 0,2-0,3 Gy de
rayos X [87, 266, 283].

Se ha demostrado que la mayor parte de los MN inducidos por la radiacion proceden
principalmente de fragmentos acéntricos, mientras que los MN espontaneos contienen
especialmente cromosomas enteros [85, 264-267]; el uso de la prueba CBMN con centrémeros
aumenta sustancialmente la sensibilidad de la prueba CBMN en el margen de las dosis bajas
[85, 266]. En los dos estudios [85, 266], en los que se utilizd una sonda pancentromérica, la
mayoria de los MN espontaneos contenian centromeros (MNCM™®) (73y 71 %,
respectivamente), mientras que la mayoria de los MN inducidos por la radiacion carecian de
centromero (MNCM™®). El nimero de MNCM™® mostr6 solo un leve aumento con la dosis
(respectivamente, 3,7 y 5,3 MNCM™® por Gy por 1 000 células BN). Con un recuento manual
de los MNCM™ en 2 000 células BN se alcanza un limite de deteccién de 0,1 Gy, con un limite
de confianza del 95 % [266, 267].

12.4.3. Indice de division nuclear (NDI)

Al examinar preparaciones de linfocitos con blogueo de la citocinesis (CB) se observan
células que presentan 1, 2, 3, etc., nlcleos principales. Se pueden utilizar las frecuencias
relativas de las células para definir la progresion del ciclo celular de los linfocitos después de
la estimulacion de la mitosis.
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Se trata del denominado NDI [284]. El indice no es por si mismo suficientemente robusto
para aplicarlo directamente como biodosimetro. Sin embargo, a menudo la prueba puede resultar
un util instrumento de investigacion para conocer la cinética del ciclo celular de los cultivos.
Sefalard las perturbaciones que puedan deberse a la exposicion a un mutageno tal como la
radiacion. Los datos proceden directamente de la prueba CBMN, sin mayor contribucion
adicional del laboratorio, razon por la cual el método se incluye en la presente publicacion.

12.4.3.1. Criterios para el examen de células mononucleadas, binucleadas vy
multinucleadas viables

Estos tipos celulares tienen las caracteristicas siguientes:

o Las células mono, bi y multinucleadas son células viables, con el citoplasma intacto y
una morfologia nuclear normal que contienen uno, dos 0 mas nucleos, respectivamente.

o Pueden contener, o0 no, uno o mas MN o protuberancias nucleares (NBUD) vy, en el caso
de las células bi o multinucleadas, pueden contener, 0 no, uno 0 mas NPB.

Las celulas necrdticas o apoptoticas no se deben incluir en el recuento de células viables.

En raras ocasiones se observan células multinucleadas con mas de cuatro ndcleos si el
periodo del ciclo celular es mucho mas breve de lo normal o el tiempo de bloqueo de la
citocinesis es demasiado largo.

12.4.3.2. Calculo del NDI

Se examinan 500 células viables para determinar la frecuencia de células con 1, 2, 30 4
nucleos y se calcula el NDI aplicando la formula (36):

M, +2M, +3M, +4M,
N

NDI = (36)

donde:

M; a M4 representan la cantidad de células con uno a cuatro ndcleos, y
N es la cifra total de células viables examinadas.

Los métodos de calculo del NDI publicados [284] no consideran su incertidumbre. A
decir verdad, no parece que se haya publicado subsiguientemente ningiin método para deducir
la incertidumbre. Por consiguiente, se describe aqui y, dada su complejidad, en la seccion 4
del anexo 4 figura un ejemplo desarrollado en su totalidad.

Dado que los valores de M; a M, estan correlacionados, las incertidumbres del NDI no se
pueden calcular aplicando el andlisis del error estandar. Por el contrario, hay que tener en
cuenta la covarianza, que mide la dependencia mutua de las variables. Se puede aceptar la
presuncién de que los valores de M; a M, del NDI forman una distribucion multinomial, lo
que significa que existe un numero determinado (tres 0 mas) de posibles resultados para el
namero de ndcleos de la célula (en este caso, 1, 2, 3 0 4). La varianza (var) y la covarianza
(covar) de cada variable, M1 a My se pueden calcular aplicando las ecuaciones (37) a (39):

var(M;) =np,(1-p;) (37)

covar(M;",M ;") =-np, p; (38)

paraiyj=1,2,304
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donde:

M1, M2', M3™ 0 My son los valores de of 1 X My, 2 X My, 3 X M3y 4 X My,

n es la suma del nimero total de células multiplicado por las cantidades respectivas de
micronucleos (equivalentes al numerador de la ecuacion del NDI), y

pi 'y pj son las probabilidades de M;" y M;, que son iguales a M;" o M divididas por n.

Utilizando la definicién de la covarianza se puede demostrar que la varianza del NDI
depende de las varianzas y las covarianzas calculadas aplicando las ecuaciones 37 y 38:

var(NDI) = 3" M, *var(M,)+23" > MM cov(M, M) (39)

El célculo es relativamente complejo, pero se puede realizar facilmente utilizando alguno de
los conocidos paquetes estadisticos o el programa Dose Estimate mencionado en la seccion 8.3.

12.5. APLICACION DE LA PRUEBA CBMN EN DOSIMETRIA BIOLOGICA
12.5.1. Estudios de pacientes

Para verificar la aplicabilidad del método CBMN en dosimetria bioldgica, las
producciones de MN se midieron en linfocitos de sangre periférica de 1) diferentes grupos de
pacientes de cancer sometidos a radioterapia fraccionada en parte del cuerpo, por ejemplo, la
prostata o el cuello uterino, o por enfermedades como la de Hodgkin [285-288] y 2) en
pacientes de cancer de la tiroides sometidos a tratamiento con radioyodo [289-291].

Los estudios mostraron que la dosis estimada con MN coincidia bastante bien con las
dosis promediadas para el cuerpo entero calculadas a partir de los planes de tratamiento con
radiacion mas los histogramas de dosis-volumen [285-287, 292].

Un metaanalisis centrado en pacientes de cancer de la tiroides [289] mostré que la
induccién de MN tras la radiacion méas que triplicaba la frecuencia previa a la radiacion,
demostrando asi que la prueba CBMN es suficientemente sensible para detectar las lesiones
genéticas causadas en los linfocitos circulantes a raiz de la exposicion a bajas dosis promedio
al cuerpo entero procedentes de fuentes de radiacion incorporadas internamente.

12.5.1.1. Estudio de caso con radioyodo

Se utilizé la prueba CBMN para estudiar la respuesta linfocitaria en un varon de 34 afios
tras un tratamiento de radiacién ablativa con **!1 consecutivo a una tiroidectomia total por
cancer [291]. Casualmente, varios meses antes de ser diagnosticado, el paciente habia
proporcionado voluntariamente una muestra de sangre para un estudio in vitro de expresion de
micronucleos tras una exposicion externa a dosis graduadas de rayos X (198 mGy/min). La
frecuencia de fondo (referencia previa al tratamiento) en el cultivo no expuesto fue en
promedio de 6,0 MN por 1 000 células binucleadas (BN), mientras que se encontraron valores
medios de 18,5, 29,0, 41,0, 61,0 y 75,5 MN por 1 000 celulas BN tras la aplicacion de dosis
de rayos X de 50, 100, 150, 200 y 250 mGy, respectivamente. Los datos se ajustaban a una
funcién lineal de dosis-respuesta sin umbral (Y = 3,714 +2,783D; r=0,99), como se muestra
en la figura 42.
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Fig. 42. Curva de dosis-respuesta de MN para dosis bajas de rayos X impartidas a los
linfocitos del paciente antes del diagnéstico y después de la terapia con **'1 (cortesia de
Livingston, REAC/TS, EE.UU.).

Se extrajo sangre 11 dias después del primer tratamiento in vivo con 48 mCi (1,78 GBQ)
de ™1 y posteriormente a intervalos mensuales, y en Gltima instancia trimestrales hasta cinco
afios. En la primera muestra posterior al tratamiento se observaron 35,5 MN por 1 000 células
BN, y la sextuplicacion respecto del valor de referencia previo al tratamiento sugiere que la
dosis impartida a la sangre periférica fue de alrededor de 110 mGy. A los 26 meses del primer
tratamiento con **| se administré al paciente un segundo tratamiento de 390 mCi (14,46 GBq),
gue provocd un nuevo aumento de los micronucleos. El recuento de microndcleos mostrd una
gran fluctuacion a lo largo del tiempo, siendo unas 10 veces mayor que el valor de referencia
previo al tratamiento al cabo de 5 afios de seguimiento (figura 43).

Estudio de los microntcleos en una exposicion multiple a yodo-131
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Fig. 43. Seguimiento durante cinco afios de los MN del paciente, antes, durante y después de
recibir tratamientos con **!1 (cortesfa de Livingston, REAC/TS, EE.UU.).
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Mas de 15 afios después del segundo tratamiento, el paciente no sufria cancer y tenia
buena salud. Los resultados de este estudio respaldan la conclusion de que la prueba CBMN
es un biomarcador rapido, sensible y cuantitativo de la exposicién a la radiacion. Sin
embargo, esos estudios no pueden determinar la dosis local impartida al tejido blanco, que en
este caso procedia de las células tiroides residuales y las metéstasis de origen tiroideo.

12.5.2. Estudios de biomonitorizacion

Tras ser validado como biomonitor in vivo en varios estudios de pacientes, la prueba
CBMN, asi como la CBMN con centrémeros, se han aplicado en la biomonitorizacion a gran
escala de trabajadores expuestos a la radiacion, por ejemplo, en plantas nucleares u hospitales
[266, 278-280, 293-295]. Esos estudios de biomonitorizacion han mostrado la dependencia
de los MN respecto de la dosis acumulada recibida a lo largo de los afios que precedieron a la
venopuncién. En el estudio de Thierens et al. [280] una regresion lineal de las frecuencias
individuales de micronucleos, con correccion del efecto de la edad (véase la seccion 12.4.2.),
mostr6 un aumento de 0,0175 MN por 1 000 células BN/mSv con un valor del coeficiente de
correlacion de Pearson de 0,10. La aplicacion de la prueba CBMN con centrémeros en un
segundo estudio de trabajadores expuestos a la radiacidn, de Thierens et al. [295], dio casi el
mismo aumento de MN con la dosis, 0,025 MN per 1 000 células BN/mGy, demostrando que
esta dependencia respecto de la dosis se debe por completo a los MNCM™®, sefialando a la
accion clastogeénica de la radiacion ionizante. También en un estudio de Vaglenov et al. [296]
en un entorno de exposicion ocupacional se constatd la dependencia de los MN respecto de la
dosis. Los autores notificaron un aumento de 0,03 MN por 1000 células BN/mGy. Los
estudios de biomonitorizacion realizados a gran escala muestran que la prueba de
micronucleos puede evidenciar el dafio genético a escala poblacional para dosis acumuladas
debidas a exposiciones ocupacionales superiores a 50 mGy.

12.5.3. Estudios de accidentes
12.5.3.1. Accidente de Cherndbil

La prueba CBMN también se ha utilizado con buen resultado para evaluar la exposicion
prolongada debida a la incorporacion de radionucleidos de periodo largo en habitantes de las
vecindades de la central nuclear de Cherndbil. Entre 1989 y 1991 se estudio la frecuencia de
MN en linfocitos BN en 80 personas que se encontraban a 100-200 km de Cherndbil en el
momento del accidente, en 1986 [297]. En el estudio realizaron recuentos del cuerpo entero
para **Cs y **Cs, de modo que la frecuencia de MN se pudiera relacionar con la dosis
impartida al cuerpo. El analisis de regresion multiple de los datos de 80 personas mostro que
a) las frecuencias de MN estaban asociadas significativamente con el nivel de actividad del
radiocesio (p = 0,004) y b) la dosis interna absorbida estimada (que variaba de 0,6 a 9,2 mGy)
se correlacionaba de forma significativa y positiva con la frecuencia de MN (R = 0,71).

12.5.3.2. Accidente de Estambul

En accidentes que afectan a un numero reducido de personas y en los que no es tan vital
obtener resultados deprisa, la mayoria de los laboratorios optan por utilizar la prueba de
dicéntricos. De ahi que sea escaso el material publicado que se refiera al uso de los MN como
dosimetro bioldgico poco despuées de un accidente. Sin embargo, un ejemplo de ello es el
accidente ocurrido en Estambul [158, 159] descrito en las secciones 9.7.5.6 y 10.9.3, en el que
diez chatarreros fueron irradiados por una fuente de ®Co sin blindaje utilizada anteriormente
en radioterapia. En los linfocitos obtenidos ~1 mes después de las exposiciones se estudid la
presencia de MN con la prueba CBMN, asi como la de dicéntricos y traslocaciones FISH. A
partir de los datos combinados de dos laboratorios se obtuvieron con los MN estimaciones de
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la dosis para ocho de las personas, y los valores, de 0,7-2,7 Gy, estaban en excelente acuerdo
con las dosis obtenidas a partir de los dicéntricos. Se sefialo en la seccion 10.9.3 que las
estimaciones de las dosis con FISH eran alrededor del 20 o0 30 % superiores a las obtenidas
con la produccion de dicentricos, lo que probablemente sea debido a que los recuentos de
células sanguineas en las personas afectadas estan considerablemente disminuidos. La misma
tendencia a subestimar la dosis en esa situacion se aplicaria a la prueba de MN, puesto que
también esta clase de dafio tiene una persistencia in vivo limitada, especialmente a dosis altas.

12.5.3.3. Emplazamiento de ensayos nucleares de Semipalatinsk

El emplazamiento de ensayos nucleares de Semipalatinsk ha sufrido una elevada
contaminacion con precipitaciones radiactivas en el transcurso de 40 afios de continuas pruebas de
armamento (1949-1989). Las personas que Vivian cerca del emplazamiento resultaron expuestas a
radiaciones internas y externas. El analisis de dicéntricos y de MN se realizd en personas que
vivian en diferentes pueblos contaminados y en un pueblo de control. Se encontrd una incidencia
mas alta de dicéntricos y de micronucleos en los residentes en las zonas contaminadas, que parece
deberse principalmente a los radionucleidos incorporados internamente [298].

12.5.3.4. Accidente con un dispositivo de radioterapia de contacto por rayos X de 50 kV

En 2003 se aplicd la prueba CBMN a la evaluacion retrospectiva de la dosis recibida por
un trabajador de hospital que resultd expuesto accidentalmente durante el mantenimiento de
un dispositivo de radioterapia de contacto por rayos X de 50 kV [299]. La dosis estimada fue
de 0,73 Gy, con unos limites de confianza del 95 % de 0,54-0,96 Gy. EIl recuento de
dicéntricos dio una dosis estimada de 0,62 Gy (margen de 0,45-0,90 Gy), que se correspondia
muy bien con la dosis obtenida con la prueba de CBMN. Una lesién de la piel en la espalda
del trabajador indicaba que la exposicién habia consistido en una irradiacion parcial del
cuerpo. A partir de la sobredispersion de los datos de dicéntricos se dedujo que habia sido
irradiada una fraccion del 49 % del cuerpo. No fue posible aplicar ese tipo de andlisis a los
datos de MN, ya que los MN siempre muestran sobredispersion, incluso cuando ha sido
irradiado el cuerpo entero. En una segunda muestra de sangre, extraida 1 afio mas tarde, se
constatd que la produccion de dicéntricos habia disminuido con el tiempo transcurrido desde
la exposicion. El semitiempo de desaparicion fue de 342 dias, muy préximo al valor de 377
dias obtenido a partir de los dicéntricos. Este resultado concuerda con la disminucién de la
frecuencia de micronucleos con el tiempo transcurrido desde la exposicion, hasta el 60 % al
cumplirse 1 afio de tratamiento, observada en los pacientes de radioterapia [292].

12.5.3.5. Accidentes de radiacion a gran escala

En el caso de los accidentes radiolégicos a gran escala, cuando pueden haber quedado
expuestos centenares de personas, es importante distinguir los individuos gravemente
expuestos (> 1 Gy), que requieren tratamiento médico inmediato, de los que han resultado
menos expuestos. A esos efectos se necesita una prueba rapida de dosimetria biolégica. En un
estudio reciente [87] se ha confirmado la eficacia del recuento automatizado de MN para el
triaje rapido de la poblacion en un contexto multicéntrico. En la seccion 13.3.3 se proporciona
informacion mas pormenorizada.
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13. AUTOMATIZACION DE LAS PRUEBAS CROMOSOMICAS

Para responder eficientemente a los sucesos radioldgicos que provocan victimas en gran
escala es imperativo disponer de métodos citogenéticos automatizados de evaluacion de la
dosis que aumenten la velocidad del proceso, pues se trata de procedimientos lentos y
laboriosos. Ademas, la automatizacion también mejora el control y la garantia de calidad.
Asimismo, aumenta la seguridad del personal de laboratorio, ya que el protocolo prevé el
manejo de sangre, que es un peligro biolégico ocupacional. La automatizacion de las pruebas
citogenéticas de laboratorio entrafia lo siguiente: i) automatizacion de la preparacion de las
muestras, ii) automatizacion del analisis, y iii) uso de un sistema de gestion de la informacion
de laboratorio para el seguimiento de las muestras y el manejo de los datos [300].

13.1. PROCESAMIENTO AUTOMATIZADO DE LAS MUESTRAS

El procesamiento automatizado de las muestras en un laboratorio citogenético requiere el
uso de todo o parte del equipamiento siguiente: i) aparato de manejo robotizado de la sangre,
i) campana de bioseguridad, iii) incubadoras, iv) cosechadora de metafases, v) aparato de
extension de metafases, y vi) aparato de tincion de portaobjetos.

13.1.1. Aparato de manejo robotizado de la sangre

Un robot de manejo automatizado de liquidos adaptado al procesamiento ultrarrapido de
muestras de sangre y al aislamiento de linfocitos a partir de sangre periférica entera puede
eliminar un importante cuello de botella, que enlentece el procesamiento de las muestras en las
evaluaciones citogenéticas de la dosis [300]. Los robots comerciales de manejo de liquidos,
capaces de repartir, diluir y aspirar muestras de sangre, especificamente para las aplicaciones de
los bancos de sangre [301], se pueden adaptar a la finalidad que se desee. Se trata de sistemas
precisos, exactos y que no provocan ninguna contaminacion cruzada de las muestras [302]. Los
equipos robotizados de manejo de sangre se pueden dotar de una gran mesa de trabajo adaptada,
un lector de cddigos de barras para mantener la cadena de custodia de las muestras, brazos
robotizados para el manejo de liquidos y el transporte de los tubos de vacio, tubos de centrifuga,
y un dispositivo de lavado de puntas de pipetas. También se puede incorporar al robot un
analizador de la viabilidad de las células, para corregir la densidad de los linfocitos en el
momento de crear los cultivos, y una centrifuga automatizada de tubos basculantes, para realizar
aislamientos por gradiente de densidad con el fin de crear cultivos de linfocitos aislados. Sin
embargo, hay que encerrar la totalidad del equipo en un entorno preparado para nivel de
bioseguridad 2, que garantice la esterilidad de las muestras y la salud ocupacional del personal
de laboratorio. El sistema tiene que asegurar la integridad de la cadena de custodia [301].

13.1.2. Cosechadora de metafases

Para obtener de modo sistematico y fiable extensiones metafasicas de alta calidad se
encuentran en el comercio cosechadoras de metafases adaptables que se pueden utilizar en la
obtencidn de metafases a partir de cultivos de sangre. Esos dispositivos ahorran los aspectos
laboriosos del proceso, pues realizan las tareas repetitivas de la obtencién de metafases a
partir de los cultivos: centrifugacién y suspensién de las células, aspiracion y disposicién final
del sobrenadante, tratamiento con solucion hipotonica, y fijacién de las células con acido
acético: metanol. Realizan el proceso en condiciones ambientales controladas, siguiendo un
protocolo paso a paso sin intervenciéon del usuario, con lo que aumenta la calidad y la
reproducibilidad del proceso [300].

13.1.3. Aparato de extension de metafases

La extension de las metafases en los portaobjetos de vidrios estd influida por la
temperatura y la humedad [303]. Los sistemas automatizados proporcionan condiciones
ambientales 6ptimas de temperatura y humedad durante la extension de la suspension celular
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en los portaobjetos de vidrio, obteniéndose un volumen de produccion superior al que se logra
manualmente. El aparato tiene que disponer de un microprocesador que equilibre y controle
con precision la temperatura, la humedad y el tiempo de secado. Gracias a esos controles y a
que su forma esta adaptada a su funcion, los resultados obtenidos por distintos usuarios son
coherentes entre si, tanto para células humanas como animales. La guia para la pipeta sellable
de que estad dotado el aparato asegura la extension sistematica de la muestra y contribuye a
evitar que las muestras se entrecrucen.

13.1.4. Aparato de tincion automatica de portaobjetos

El dispositivo ofrece un método rapido y sistematico de tincidn de las preparaciones con
Giemsa reduciendo al minimo la intervencion del operador. Los aparatos disponibles
actualmente permiten programar de forma inteligente y flexible la tincion de entre 1 y 520
preparaciones, que se tifien y aclaran sin supervision aplicando a todas ellas un mismo
protocolo, o protocolos distintos. Se pueden también asignar prioridades a las muestras, de
modo tal que sin intervencion del usuario se pueden poner en espera y procesar determinados
lotes de muestras antes que otros. La bateria de reserva con que cuenta el aparato asegura que
el procesamiento de las muestras se mantenga autbnomamente durante hasta 40 minutos en
caso de que se interrumpa la corriente eléctrica.

13.2. ANALISIS AUTOMATIZADO DE LA IMAGEN

El analisis automatizado de las imagenes capturadas al microscopio no se aplica aln
sisteméaticamente en muchos laboratorios con fines de dosimetria biolégica, aunque es
probable que su uso aumente a medida que mejoren los sistemas. Ha habido intentos de
automatizar el recuento en las cuatro pruebas descritas en esta publicacion.

13.2.1. Identificacion de metafases y captura de imégenes

Estan aln en fase de desarrollo los equipos de analisis automatizado capaces de recontar las
lesiones citogenéticas de forma totalmente autonoma y fiable, pero los identificadores
ultrarrapidos de metafases, con equipos anexos de recuento, destinados al analisis manual asistido
por ordenador pueden aumentar significativamente el volumen de produccion de los operarios.
Los identificadores de metafases facilitan la localizacion de las extensiones de metafases en las
preparaciones y las presentan enfocadas y a gran aumento, listas para su analisis [304, 305].

Un sistema tipico de identificacion de metafases basado en el andlisis de imagenes suele
constar de una computadora, una camara digital de alta resolucion, un microscopio de gran
calidad, una platina automatizada con autofoco, y un alimentador de preparaciones
robotizado. La computadora dispone de programas de identificacion automatizada de
metafases y de recuento y anotacion automatica e interactiva para el analisis de aberraciones
cromosOmicas. Los identificadores de metafases pueden examinar hasta 150 preparaciones
por ciclo de operacion [300]. A medida que progresa el examen, los resultados (imagenes y
ubicaciones de posibles extensiones) se van almacenando en el servidor central, y
subsiguientemente se reubican automaticamente en mdaltiples estaciones de recuento
automatizado donde se realiza el andlisis cromosémico. Una opcion alternativa consiste en
codificar digitalmente las iméagenes virtuales de alta resolucion de las extensiones metafésicas
captadas por los identificadores y transferirlas a través de una red privada virtual para su
andlisis y evaluacion a distancia. Este tipo de “telerrecuento” requiere que se unifiquen los
criterios, para que los resultados obtenidos sean comparables.

13.2.2. Automatizacién de la prueba de dicéntricos

El analisis de cromosomas dicéntricos al microscopio es un procedimiento laborioso, que
llevan a cabo en los laboratorios de dosimetria biol6gica técnicos bien entrenados y
experimentados capaces de analizar varios centenares de células al dia. A dosis bajas es
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necesario analizar un gran nimero de metafases, razén por la cual la principal estrategia para
mejorar el método consiste en automatizar el recuento de dicéntricos con el fin de ahorrar
tiempo, en particular para evaluar la exposicién a dosis bajas de radiacion.

En los afios 1980 se realizaron varios intentos de poner a punto sistemas automatizados
de recuento [306-308]. Desde entonces han salido al mercado varios sistemas, y los
correspondientes modulos informéaticos de identificacion de metafases y cariotipado se
utilizan sistematicamente en muchos laboratorios de citogenética. Este tipo de microscopia
asistida por ordenador facilita el trabajo enormemente. En primer lugar se examina la
preparacion a bajo aumento, se detectan las metafases y se guardan sus coordenadas, todo ello
en una operacion sin supervision. Durante el procedimiento se puede generar una coleccion de
imagenes de las fases detectadas. A la vez que las células se van reubicando y analizando
manualmente, se manejan comodamente hojas de recuento electronicas individuales, que se
imprimen y archivan en forma de ficheros. En una respuesta rapida a una emergencia
radiologica, las células aberrantes observadas se pueden fotografiar manualmente,
digitalizdndose y archivandose las imagenes inmediatamente. En conjunto, el uso de un
identificador de metafases puede reducir a la mitad el tiempo de recuento [304].

Se es consciente desde hace tiempo que los procesos automatizados de deteccidon de
metafases, captacion de imagenes y otros deberian ir seguidos del anélisis electronico de la
imagen, para efectuar un analisis automatizado de los cromosomas, incluido el recuento de los
dicéntricos. Se han dado varios pasos para llevar a cabo el recuento automatico de los
dicéntricos. En primer lugar, un identificador de metafases examina la preparacién. En
segundo lugar, las metafases detectadas se fotografian automéaticamente y se digitalizan en
imagenes de alta resolucion. Seguidamente, las imagenes se segmentan, para identificar los
cromosomas y los posibles dicéntricos. En los afios 1990 solo se guardaban las imagenes de
los posibles dicéntricos y sus coordenadas. En la actualidad, gracias a los progresos de la
imagineria digital, el procedimiento es mucho més rapido y eficiente. Ademas, los adelantos
registrados en la tecnologia de los discos duros hace posible almacenar en alta resolucion
todas las células de una misma preparacion.

La experiencia adquirida con los programas informéaticos de recuento de dicéntricos
muestra que es muy dificil elaborar algoritmos multietapicos jerarquizados que permitan
segmentar una célula entera hasta obtener 46 cromosomas [308, 309]. En general, algunos
cromosomas no se detectaran, ya sea porque se solapen o porque se encuentren muy proximos
y aparezcan formando conglomerados cromosomicos. Por consiguiente, algunos dicéntricos
escaparan a la deteccion (falsos negativos). Asimismo, se pasaran por alto sistematicamente
algunos dicéntricos de tamafio menor al del cromosoma X, lo que puede ser el caso en menos
del 8 %. Los presuntos dicéntricos detectados automaticamente tienen que ser validados por
un operario capacitado, pero se trata de un proceso mucho mas rapido y sencillo que el
recuento manual. Los presuntos dicéntricos aparecen marcados en la pantalla (figura 44a) lo
que facilita su evaluacion rapida. La mayoria de los falsos positivos (por ejemplo, artefactos o
cromosomas que se solapan, véase la figura 44b) se pueden descartar facilmente.
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Fig. 44. a) Los presuntos dicéntricos detectados automaticamente aparecen marcados, con lo
que la evaluacion resulta méas facil y rapida. b) Los dicéntricos falsos positivos (es decir,
cromosomas que se solapan, cromatidas retorcidas u objetos no segmentados), se pueden
distinguir y descartar facilmente.

Dado que el anélisis de la célula es incompleto (el estdndar manual es examinar
Unicamente las células completas, con 46 centromeros) y la consiguiente incertidumbre, el
recuento automatizado de dicéntricos aun no se ha impuesto como método sistematico.
Ademas, se necesitan datos para decidir si la frecuencia de dicéntricos detectada se debe
relacionar con el nimero de cromosomas detectados o si se puede contabilizar como
dicéntricos por célula, teniendo presente que el niUmero de cromosomas que se evalla en cada
célula no es una cifra constante. Lo cual plantea la cuestion del uso del indice de
sobredispersién de dicéntricos (seccion 9.7.4.3) y, por lo tanto, de las posibilidades de este
método para detectar las irradiaciones parciales del cuerpo. Otro aspecto de interés puede ser
la influencia de la calidad de las preparaciones. Las buenas extensiones de metafases
aumentan el nimero de cromosomas detectados. Se precisan mas investigaciones sobre el uso
del dispositivo para optimizar el clasificador de dicéntricos adaptandolo a la calidad de las
preparaciones de metafases del laboratorio.

La deteccion automatizada de dicéntricos proporciona resultados muy reproducibles. Las
comparaciones de las curvas de dosis-efecto establecidas con recuentos manuales vy
semiautomatizados muestran una correlacion muy buena entre los dos métodos. Segun la
informacion notificada, la eficiencia de la deteccion de dicéntricos con sistemas
automatizados es de alrededor del 50-70 % [310, 311].

La automatizacién del recuento de dicéntricos ofrece la posibilidad de mejorar la prueba
de dicéentricos y hacer de ella un instrumento util para el cribado de un gran numero de
muestras de sangre en caso de emergencia radioldgica en gran escala. Las estaciones de
trabajo se podrian complementar con estaciones satélite en las que se evaluarian las células y
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los dicéntricos, aumentando la capacidad y la produccion del sistema. En el triaje, la
automatizacion del recuento de dicéntricos disminuye significativamente el tiempo de
andlisis, y los resultados se correlacionan muy bien con el recuento manual [300, 310, 311].

13.2.3. Recuento automatizado de micronucleos

Ya en los afios 1990 se desarrollaron varios algoritmos de analisis automatizado de
imagenes para la prueba CBMN [312, 313]. Sin embargo, los sistemas presentaban limitaciones
tales como una inexactitud relativamente alta a la hora de clasificar las células BN. Més
recientemente se han puesto a punto sistemas automatizados nuevos y mejores de andlisis de
imégenes para la prueba CBMN. ElI médulo de software para MN integrado en el sistema de
busqueda de metafases MSearch, desarrollado y comercializado por Metasystems (un fabricante
de sistemas de imagineria microscopica) aplica criterios morfologicos para identificar
automaticamente las células BN basandose en la presencia de dos nucleos adyacentes que
presenten una tincion DAPI similar. En una segunda etapa, los MN se cuentan automaticamente
en una zona circular definida alrededor de los dos ndcleos de la célula BN [314, 315] (véase la
serie de imagenes de células BN con MN, figura 45). No es necesario que un operario evalle de
nuevo la produccion de MN detectada. Importa sefialar que, al contrario que en los criterios
aplicados en el recuento visual en la prueba CBMN, el programa de Metasystems no utiliza el
limite citoplasmatico para identificar las células binucleadas sino que meramente da por
supuesto que la proximidad estrecha de dos ndcleos (que cumplan determinados parametros de
las pautas de reconocimiento del programa de clasificacion) basta para identificar con exactitud
las células binucleadas; de ser preciso, para comprobar la exactitud de la deteccion de las
células binucleadas se puede visualizar el limite citoplasmatico mediante microscopia de
contraste de fases, como recomiendan Eastmond y Tucker (1989) [284].

Fig. 45. Serie de imagenes de células BN con y sin MN captadas con un sistema automatizado.
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En un sistema desarrollado por Decordier et al. [316] para la biomonitorizacion de la
exposicion in vivo a agentes mutagenos se utiliza una estacion de captura y dos estaciones de
trabajo de analisis de MN. En primer lugar, el sistema identifica el citoplasma de las células,
teflidas con Giemsa, seguidamente detecta el numero de ndcleos de la célula, lo que posibilita
la identificacion de las células BN, y en una tercera etapa se recuentan los MN.

En un estudio realizado por Willems et al. [87] se demostré que el recuento automatizado
de MN era adecuado y ventajoso para el triaje de la poblacion en el caso de las emergencias
radiologicas en gran escala, cuando es importante distinguir los individuos gravemente
expuestos (> 1 Gy), que requieren un seguimiento y tratamiento médico precoz, de los que
han resultado menos expuestos.

Los recuentos de MN totalmente automatizados obtenidos en el Gltimo estudio mostraban
un alta correlacién con los recuentos manuales de MN (r* = 0,917) prueba de que no era
necesaria la validacion visual [87]. La curva de dosis-respuesta de referencia obtenida para el
recuento automatizado de MN, sobre la base de los datos de MN de 10 personas, mostré que
la incertidumbre de la determinacién de la dosis de 1 Gy se eleva a 0,2 Gy. Los intervalos de
confianza del 95 % de las dosis de 0 Gy y 1 Gy no se solapaban. También se lograron
estimaciones exactas de la dosis para dosis mas elevadas, de 2 y 3 Gy. Por consiguiente, el
sistema de recuento de MN es capaz de distinguir las exposiciones a dosis de 1, 2 0 3 Gy. En
este estudio se calculé que 2 operarios pueden procesar al menos 60 muestras de sangre
(120 preparaciones) en un turno de 12 horas.

En general, el nUmero de muestras de sangre analizadas se puede aumentar de modo
importante utilizando mas unidades de trabajo automatizadas. Aqui, una red de laboratorios
capacitados dotados de un equipamiento similar y clasificadores de MN, que apliquen
protocolos estandarizados de fijacion, pueden obtener resultados comparables. De este modo,
se puede aumentar el volumen de produccion del recuento automatizado de MN para
responder con rapidez a una emergencia radioldgica en gran escala.

13.2.4. Prueba de condensacion prematura de los cromosomas

En esencia, el planteamiento es similar al del andlisis de dicéntricos, utilizando la
identificacion automatizada de metafases en preparaciones tefiidas con Giemsa [75].
Seguidamente, las imagenes pasan al operador, que efectla el recuento a vista. La velocidad
del analisis es aproximadamente tres veces superior a la del analisis enteramente manual.

13.2.5. Prueba de traslocaciones con FISH

Se han obtenido resultados bastante buenos utilizando la tincién FISH de 3 o0 4 parejas de
cromosomas [75]. Se ha puso a punto un sistema integrado por un PC y una camara CCD
refrigerada [75] en el que se aplicaba un planteamiento en dos fases: identificacion de las
metafases mediante contratincion de fluorescencia, seguida de deteccion de las traslocaciones
en que participan cromosomas marcados con pintura del cromosoma entero. A partir de la
lista de presuntas traslocaciones se han medido tasas similares de falsos positivos y falsos
negativos en preparaciones de linfocitos tefiidas con fluorescencia (alrededor del 10 %), como
se ha notificado para el caso de los presuntos dicéntricos en preparaciones tefiidas con Giemsa
[317]. Para la fluorescencia se requeria un tiempo de cribado mas prolongado: 1 hora por
preparacion, 25 min de la cual se destinaban al autoenfoque, en comparacion con los pocos
minutos por preparacion necesarios en microscopia de campo claro. En consecuencia, en la
camara CCD se utiliza un chip de mayor tamafio, para aumentar la velocidad de recuento.
Para la deteccion de cromosomas pintados parece bastar un umbral relativamente sencillo, basado
en el histograma del nivel de gris combinado con algunas operaciones morfoldgicas; se detectan
cromosomas 0 partes de cromosomas marcados con la sonda de pintado para el cromosoma
entero [318]. En un estudio de deteccion de traslocaciones inducidas por rayos X que afectaban al
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cromosoma N° 4 se puso a prueba la idoneidad del sistema para recontar traslocaciones. En una
comparacion entre el recuento automatizado y el manual se constatd que la eficiencia de la prueba
automatizada era aproximadamente del 90 % de la obtenida manualmente.

Se puede mejorar la sensibilidad del método si se aumenta el nimero de cromosomas
hibridados utilizando un color adicional. Sin embargo, cuando se aumenta el nimero de
cromosomas pintados es esencial disponer de procedimientos para separar los cromosomas
gue puedan tocarse o solaparse [319]. Piper et al. [320] notificaron la construccion de un
identificador de metafases de fluorescencia a partir de un equipo comercial y una estacion de
trabajo Unix convencional. Se utiliz6 un combinado de los cromosomas N® 1, 2y 4 y se
realizd una comparacion con el recuento manual. Los resultados mostraron que el tiempo
necesario para el analisis se dividia por tres. Ademas, el identificador de metafases encontrd
mas preparaciones susceptibles de recuento que el examen visual. El recuento asistido por
maquina presentaba otras ventajas, en particular, que la digitalizacion de las imagenes de
metafases a veces podia ser Util en el analisis de las reordenaciones cromosdmicas, porque
permitia examinar de nuevo las células y realizar un andlisis mas profundo. El sistema se
puede modificar también aplicando un arbol de decision binario para la clasificacion de las
metafases observadas y para mejorar la exactitud del examen [321]. Otra ventaja que ofrece la
conservacion informatizada de imagenes digitalizadas en color es que se pueden mejorar
electronicamente, lo que a veces permite distinguir mejor que a vista la traslocacion de
porciones cromosémicas muy pequefas.

Una ampliacion obvia en la que se esta trabajando es el analisis de preparaciones FISH
multicroméaticas combinando genotecas de ADN especificas para cromosomas y centromeros,
con el fin de analizar simultaneamente las traslocaciones y los dicéntricos.

13.3. SISTEMA DE GESTION DE LA INFORMACION DE LABORATORIO (LIMS)

Un programa LIMS comercial adaptable puede ser un instrumento indispensable para
afrontar los problemas derivados del aumento del volumen de preparacion y analisis de
muestras. Ademas, un LIMS puede facilitar el manejo de los ficheros generales del
laboratorio en lo relativo a la capacitacion del personal, la calibracion de los instrumentos, el
inventario de productos quimicos, etc. EI manejo de los datos electronicos con un LIMS
permite, entre otras cosas, vincular, buscar y recuperar los datos y notificar rapidamente los
resultados en caso de catastrofe radiologica. Existen varios mdédulos, que se describen
brevemente a continuacion:

e ldentificacion de las muestras — Las muestras reciben un codigo de barras exclusivo.

e Transporte de las muestras — Plantillas estructuradas para el ingreso de datos
relativos al estado de las muestras durante el transporte y a la llegada (por ejemplo,
valores de la temperatura registrados).

e Organizacién de las pruebas — Asignacion del procesamiento y las pruebas
citogenéticas adecuadas para cada muestra (por ejemplo, cultivo de sangre entera o
aislamiento de linfocitos; prueba de dicentricos 0 CBMN).

e Programacion de las muestras — Determinacion de prioridades en el analisis de las
muestras en funcion de la urgencia del caso y asignacién de los casos al personal del
laboratorio.

e Seguridad — Exigencia de que los usuarios se autentifiquen mediante contrasefias.
Dentro del subsistema se pueden otorgar atribuciones distintas a los usuarios.

e Auditoria — Seguimiento de los registros y las modificaciones.
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e Archivo — Mantiene la operacion eficiente de la base de datos, facilitando la
preservacién de la integridad de los registros y asegurando la salvaguardia segura de
los datos cientificos.

e Presentacion de informes — Obtencidn de informes formateados de casos individuales,
que se pueden comunicar al médico responsable.

e Integracion de instrumentos — Los datos se pueden recabar y agregar directamente
a partir de los distintos mddulos, lo que disminuye el riesgo de que se produzcan
errores de transcripcion. De ese modo se mejora la exactitud y coherencia de los datos,
lo que tiene importancia decisiva en las respuestas a los sucesos que provocan
victimas en gran escala.

En la figura 46 se ofrece una representacion esquematica de un laboratorio citogenético
automatizado ampliable y de gran volumen de produccion [301, 302].
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Fig. 46. Representacion esquematica de un laboratorio citogenético de gran volumen de
produccion y automatizacién con una red de LIMS. Las preparaciones obtenidas en el
laboratorio central se pueden transferir fisicamente a los laboratorios o estaciones de recuento,
0 se pueden transmitir sus imagenes de forma electronica y segura a los laboratorios de
destino, donde se analizan (cortesia de Ramakuma y Prasanna, AFRRI, EE.UU.).
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14. SUCESOS QUE PROVOCAN VICTIMAS EN GRAN ESCALA

Se define el suceso gque provoca victimas en gran escala como aquel en el que resultan
lesionados un nimero suficientemente grande de personas para que la capacidad de respuesta
local quede superada [322, 323]. Cuando en ese tipo de sucesos interviene la radiacion, puede
gue una poblacion numerosa haya recibido dosis de radiacion que van desde los niveles de la
radiacion de fondo hasta niveles suficientemente grandes para tener consecuencias médicas.
Es necesario evaluar rapidamente los niveles de exposicion de esas personas para determinar
si se precisa intervencion médica [4, 322, 324-326].

Los sucesos en los que interviene la radiacion pueden ser consecuencia de accidentes o
actos dolosos y, en ambos casos, si llegan a producirse pueden provocar victimas entre la
poblacion general. Pueden coincidir también factores de confusion tales como las lesiones
fisicas convencionales, y hay que ocuparse de las lesiones que amenazan la vida antes que de
las actividades de dosimetria u otras [327].

La planificacion y la preparacion son decisivas para que la respuesta a un suceso que
provoca victimas en gran escala sea eficaz. En el caso de una emergencia radiologica, las
directrices genericas aceptadas preven lo siguiente: a) establecimiento y capacitacion de equipos
de respuesta local y nacional dotados de equipamientos y suministros criticos, b) conocimiento
y aplicacion de un planteamiento apropiado y disponible de evaluacion de las lesiones
radioldgicas y la dosis de radiacion, y c) acceso a laboratorios de referencia de apoyo, incluidos
laboratorios de expertos para la evaluacion de la dosis mediante biodosimetria citogenética
[322, 328, 329]. Un elemento critico del “concepto de las operaciones” en dosimetria biolégica
es priorizar la seleccion de muestras que se someteran a triaje citogenético y evaluacion de la
dosis, lo que requiere una comunicacién dindmica entre el personal médico de intervencién y el
del laboratorio de referencia en materia de biodosimetria citogenética.

14.1. POSIBLES ESCENARIOS DE EXPOSICION RADIOLOGICA
14.1.1. Sucesos dolosos

Se han determinado cierto nimero de posibles escenarios de exposicion dolosa a la
radiacién, que se enumeran aqui en tres categorias generales [322, 324, 326].

a) Dispositivos de exposicidn radiactiva (DER); se trata de fuentes selladas distribuidas
en un entorno pero que no representan una amenaza de contaminacion. Las personas
que se aproximan a esas fuentes pueden recibir dosis localizadas importantes, pero es
de prever que la cifra de individuos muy expuestos sea pequeria.

b) Dispositivos de dispersion radiactiva (DDR); utilizan elementos explosivos o
mecénicos para distribuir el material radiolégico que provoca la contaminacion
radiactiva. Se veria afectada una zona relativamente pequefia y las exposiciones a la
radiacion podrian darse en forma de contaminacion tanto externa como interna, si bien
es de prever gque las exposiciones no lleguen al grado de tener importancia médica.

c) Dispositivos nucleares improvisados (DNI); contienen material nuclear capaz de
producir explosiones nucleares. Pueden causar radiaciones y lesiones térmicas de gran
extension, con grandes cifras de muertos y victimas afectados por altas dosis de
radiacion. El resultado de un tal suceso seria catastrofico.

14.1.2. Sucesos accidentales

Las exposiciones a la radiacion pueden ser consecuencia de varios escenarios, entre otros
los siguientes [326]:
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b)

Emergencias en reactores con fuga de elementos de combustible irradiado durante
una pérdida de refrigerante. Estas emergencias pueden dar lugar a que los
trabajadores y el publico en general situado cerca del emplazamiento reciban altas
dosis y que se libere contaminacion que impartird dosis bajas al publico en general
(como, por ejemplo, en Cherndbil).

Se pueden producir accidentes de criticidad cuando inadvertidamente se permite que
entren en fision cantidades suficientes de material nuclear especial. En ese caso, las
personas que se encuentran muy cerca sufriran altos niveles de exposicion (como, por
ejemplo, en Tokai-mura).

Las emergencias en que intervienen fuentes “huérfanas” perdidas o robadas pueden
dar lugar a varios escenarios de exposicién, dependiendo de la actividad, la duracion
de la exposicién y la distribucién de la fuente. Estas emergencias pueden provocar
exposiciones del cuerpo entero o parciales, asi como contaminacion interna o externa
(como, por ejemplo, en Goiania).

14.2. EXPERIENCIA HISTORICA

Se han dado varios ejemplos en el pasado reciente en que se ha utilizado la biodosimetria

citogenética para evaluar las exposiciones a la radiacién después de sucesos accidentales que
han provocado un gran numero de victimas (cuadro 17).

CUADRO 17. SELECCION DE EJEMPLOS DE USO DE LA BIODOSIMETRIA
CITOGENETICA EN ACCIDENTES DE RADIACION CON MULTIPLES VICTIMAS

Numero de  Casos sometidos a pruebas citogenéticas

Afio del Lugar del .
X ! personas . Referencias
accidente accidente afectadas  Dicéntricos PCC  FISH  CBMN
>100 000 436 [342, 343, 344]
Shi 1755
1986 Chernopll
(Ucrania) 97 [235, 236, 347]
1407 [259, 260, 297]
] ] 11 11 [247]
1986-1987 Lilo (Georgia)
4 [248]
Goiania
1987 (Brasil) 250 129 [350]
21 21 10 349
1995 Estamb’ul [349]
(Turquia) 5 10 [158]
Matkhoji -
1998 (Georgia) multiples 85 [333]
43 43 [351]
Tokai-mura
1999 (Jap6n) 3 [253]
[254]
Bangkok -
2 000 (Tailandia) multiples 28 28 [352]
Concepcion
2005 (Chile) 233 45 1 [353]
Dakar
2006 (Senegal) 63 33 [354]

? Retrospectivo
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Los accidentes pueden presentar caracteristicas muy diferentes; puede tratase de sucesos
subitos, reconocidos inmediatamente, con gran numero de victimas identificadas en un
periodo breve (por ejemplo, Cherndbil), o situaciones que evolucionan mas lentamente, en las
que se tarda en descubrir a los individuos expuestos (por ejemplo, Goiania). En un accidente
se pueden dar solo unos pocos casos reales, pero con una fortisima presion del publico para
que se amplie la dosimetria bioldgica a la comunidad limitrofe incluso aunque haya pocas
pruebas fisicas, o ninguna, que justifiqguen esa medida (por ejemplo, Tokai-mura). En este
caso, el laboratorio de biodosimetria citogenética del Instituto Nacional de Ciencias
Radioldgicas (NIRS) pudo determinar las dosis de las 265 personas en cuestion mediante
reconocimientos realizados en los lugares donde se encontraban durante el suceso y
asegurarles que no se habian recibido dosis significativas [330]. En una cohorte de 43
personas de una instalacion de procesamiento de uranio, para las que se confirmé una ligera
exposicién midiendo el recuento de **Na en el cuerpo entero, se evalué asimismo la dosis
mediante analisis de las aberraciones cromosomicas.

Tradicionalmente, después de las exposiciones accidentales que afectan a multiples
victimas, para estimar la dosis se utiliza la biodosimetria citogenética con analisis de
dicéntricos, junto con el recuento sistematico de los leucocitos (véase el cuadro 17). Se han
utilizado otras pruebas citogenéticas (FISH, PCC y CBMN) para confirmar las estimaciones
de la dosis, si bien a menudo se llevan a cabo meses o afios después del accidente.

14.3. FUNCION DE LA DOSIMETRIA BIOLOGICA
14.3.1. Métodos de evaluacion de la exposicion a la radiacion

Después de un suceso radioldgico con victimas a gran escala, lo que méas preocupa a los
médicos es salvar vidas y evaluar los signos y sintomas médicos para adoptar decisiones sobre
los primeros tratamientos. Varias evaluaciones de la exposicion a la radiacion, consensuadas
por un grupo internacional de expertos, se pueden aplicar a la fase temprana de la radiacion
aguda [6, 25, 322, 325-327, 329]. En una emergencia radioldgica con victimas en gran escala
habrd que aplicar los métodos de evaluacion de la radiacion apropiados, en funcion del
escenario de radiacion y de los recursos disponibles.

14.3.2. Concepto de las operaciones en dosimetria bioldgica

Las directrices genéricas sobre el “concepto de las operaciones” para los primeros
actuantes en sucesos radioldgicos con victimas en gran escala se describen muy bien en
recursos del OIEA [322, 323] y en el sitio web del Departamento de Salud de los Estados
Unidos [331]. Sin embargo, la aplicacion de un planteamiento de evaluacion por dosimetria
bioldgica multiparamétrica en una emergencia radioldgica con victimas en gran escala puede
ser un factor de confusion importante si se carece de acceso a equipos de expertos [322, 323].
En la figura 47 se ilustran los componentes del REAC/TS y la estrategia de tratamiento
AFRRI, junto con el concepto de las operaciones de uso en dosimetria bioldgica
multiparamétrica [329].
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Fig. 47. Concepto de las operaciones de dosimetria biolégica durante el manejo de una
emergencia radioldgica con traumatismos o enfermedad. Se muestran las funciones de
dosimetria biologica de cada uno de los pasos de accion del algoritmo “Tratamiento del
paciente radiolégico” de REAC/TS y AFRRI [329].

Los métodos actuales de evaluacion de la exposicion a la radiacion, y las tecnologias
emergentes, tienen posibilidades de contribuir a la respuesta a las lesiones radiologicas y la
evaluacion de la dosis. Se necesitan actividades de investigacion y desarrollo para establecer un
concepto de triaje de diagnostico que facilite un concepto de las operaciones funcional en materia
de dosimetria bioldgica en las emergencias radiologicas con victimas en gran escala [329]. La
primera prueba de cribado radiologico debe ser rapida (1 por minuto 0 menos), debe realizarse
con un dispositivo de mano vy, preferiblemente, mediante una prueba que realice el propio
personal. Las pruebas radiologicas secundarias y terciaria pueden precisar mas competencia
técnica y ser mas largas (>1 dias) pero tener una especificidad radiolégica superior.

Una vez identificados como potencialmente expuestos, se puede recomendar que los
pacientes sean sometidos a dosimetria biologica para confirmar la presunta exposicion y
determinar el nivel de la dosis. En la fase de respuesta temprana a una emergencia radioldgica,
la finalidad inicial del triaje citogenético es realizar una estimacion rapida de la dosis para cada
uno de los pacientes derivados en complemento de esta primera evaluacion clinica. Aunque
estas primeras estimaciones de la dosis no sean particularmente exactas, el objetivo es clasificar
rapidamente a los pacientes en uno de los cuatro margenes de dosis (de 1 Gy a 2 Gy, de 2 Gy
a4 Gy, de 4 Gy a 6 Gy y > 6 Gy) para proporcionar a la comunidad médica informacién
puntual que se pueda utilizar en el tratamiento de los pacientes [4]. En esta fase también se
pueden descartar muestras falsamente positivas por presentar sintomas, por ejemplo, vomitos
debidos a otras causas, y se pueden identificar las exposiciones parciales del cuerpo.

Una vez superada la urgencia inicial de realizar dosimetrias rapidas de triaje, los
pacientes en los que se ha constatado que han recibido dosis importantes se pueden analizar
de nuevo para obtener estimaciones mas exactas de la dosis.
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Cuando la emergencia ha pasado y se han efectuado dosimetrias en los individuos
identificados como expuestos, el seguimiento continta en los que han recibido dosis muy
bajas o nulas pero necesitan que se los tranquilice. Asimismo, se necesitaran estudios
epidemioldgicos de seguimiento con otras técnicas, por ejemplo FISH,

14.3.3. Comunicacion con la comunidad médica

La comunicacion entre la comunidad médica y los laboratorios de dosimetria biologica es
esencial. A ese respecto hay que tener debidamente en cuenta la confidencialidad médica
[3, 4]. Toda informacion de la comunidad médica que ayude a los técnicos que realizan las
biodosimetrias a determinar las prioridades de las muestras es extremadamente (til.
Igualmente esencial es la informacion que el laboratorio de dosimetria bioldgica transmita
oportunamente de vuelta a la comunidad médica y facilite la adopcidn de decisiones sobre el
tratamiento de los pacientes. Este requisito de comunicacion continua pone de relieve la
importancia de que durante la respuesta al evento el seguimiento de las muestras sea robusto.
Es fundamental disponer de un sistema dnico de codificacion de las muestras, bien
establecido y documentado (por ejemplo, el LIMS descrito en la seccion 13.3) de tal modo
que las muestras se puedan seguir desde su obtencion y a través del procesamiento y analisis,
hasta la notificacion de vuelta a la comunidad médica. Los laboratorios de citogenética
trabajan con muestras enmascaradas, mientras que los profesionales de la medicina trabajan
con nombres. El laboratorio necesita identificar a las personas que accederan a la informacion
del LIMS o documentos similares para comunicarse con los profesionales médicos. Esas
personas tendran que romper la codificacion para poderse comunicar con los médicos, por lo
que probablemente no deberian participar en el examen de las muestras.

14.4. ESTRATEGIAS ACTUALES CUANDO HAY VICTIMAS EN GRAN ESCALA
14.4.1. Recuento de triaje

Se puede aplicar el recuento rdpido de triaje en varias de las pruebas citogenéticas
utilizadas en dosimetria biologica. Se ha determinado que si en la prueba de dicéntricos se
examinan 50 células (o se recuentan 30 dicéntricos), las estimaciones de la dosis se pueden
realizar con una exactitud suficiente para obtener estimaciones de la dosis de utilidad para la
comunidad médica. Se ha comprobado que este método de recuento puede ofrecer estimaciones
de la dosis con un margen de 1 Gy [332, 333]. Comparado con el recuento completo de la
prueba de dicéntricos, de 500 a 1000 células, este método de triaje multiplica por 20 el
volumen de produccion. Para aumentar ain mas la velocidad de recuento, Flegal et al. han
puesto a punto el método QuickScan, en el que se recuenta el dafio de las células, sin tener en
cuenta el requisito de que posean 46 centrdmeros, aunque solo se examinan las células que
aparentemente estan integras. Con este método de recuento, el tiempo de examen al
microscopio disminuye en un factor adicional de 6 [334].

En los casos con victimas a gran escala, la PCC es particularmente util para las
exposiciones a dosis altas. Se ha comprobado la utilidad del método de los anillos PCC en la
dosimetria de triaje para dosis superiores a 6 Gy, midiendo 300 células PCC o 50 anillos [335].
Sin embargo, la prueba tiene limitaciones para el margen de dosis bajas.

El recuento de triaje también se puede aplicar a la prueba CBMN. Para dosimetria
bioldgica convencional se recomienda examinar 1000 células binucleadas. Sin embargo,
recientemente se ha demostrado que el examen de 200 células BN permite identificar dosis
superiores a 1 Gy [335]. El tiempo necesario para examinar 200 células BN es de unos 15 min,
significativamente mas breve que el recuento de triaje con dicéntricos y aln ligeramente mas
rapido que el QuickScan. Otra ventaja de este método es que precisa mucha menos competencia
técnica y formacidn para el recuento que la prueba de dicéntricos, con lo que se podria formar
rapidamente personal para el recuento en una situacion con victimas en gran escala.
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14.4.2. Automatizacion

La automatizacion se ha examinado en detalle en la seccion 13. No cabe duda de que la
automatizacion aumentara el volumen de produccion y liberara recursos humanos para otras
tareas necesarias durante los sucesos con victimas en gran escala. La automatizacion puede
comprender el procesamiento de la sangre, la cosecha de metafases, la identificacion de
metafases y el recuento de dicéntricos o micronucleos.

14.4.3. Redes

Muchos paises han establecido laboratorios de referencia especializados en biodosimetria
citogenética. Recientemente, algunos de esos laboratorios han establecido redes nacionales y
regionales para reforzar sus capacidades [118, 337, 338]. Otros han examinado sus recursos y
capacidades nacionales con miras a crear una red regional [339]. Algunos organismos y
organizaciones (OIEA, OMS) de las Naciones Unidas que cooperan a escala internacional
también han establecido redes citogenéticas [340, 341] (cuadro 18). Pocos paises cuentan con
méas de un laboratorio de citogenética cuya funcidon principal sea realizar dosimetrias
bioldgicas. Sin embargo, puede que en otros institutos de investigacion, y en particular en los
departamentos de genética clinica de los hospitales, se disponga de mucha competencia
técnica en citogenética. En algunas redes nacionales (por ejemplo, en Francia, Corea, Japon,
Canada) se han establecido acuerdos, con inclusion de la formacién, en cuya virtud esa
competencia técnica se podria movilizar rapidamente bajo la direccion del laboratorio de
referencia especializado en dosimetria bioldgica. El establecimiento de redes, ya sean
nacionales o internacionales, exige que se coordine la infraestructura de la logistica, el manejo
de los datos y las comunicaciones. Esas redes también ofrecen una excelente plataforma para
realizar ejercicios y estudios comparativos que aseguren un desempefio adecuado de los
distintos laboratorios y las redes de biodosimetria citogenética. El uso de redes de citogenética
refuerza las capacidades para utilizar la evaluacion de la dosis a efectos de triaje y derivacion
mediante analisis citogenéticos en los sucesos radioldgicos con victimas en gran escala.
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15. PROGRAMAS DE CALIDAD Y NORMAS ISO

15.1. JUSTIFICACION DE UN PROGRAMA DE GARANTIA Y CONTROL DE LA
CALIDAD

En la presente publicacion se ha mostrado que no existen procedimientos adoptados
universalmente para las pruebas citogenéticas utilizadas en dosimetria biologica. En términos
generales, los laboratorios aplican métodos similares, pero se considera que algunas
variaciones de detalle que se dan en los métodos podrian influir en la calidad de los
resultados. Por consiguiente, es razonable prever que todos los laboratorios de servicios
pongan a punto programas de garantia de la calidad que aseguren la robustez, exactitud y
reproducibilidad de sus procedimientos.

Para garantizar la calidad del producto de un laboratorio de dosimetria biologica a la
largo de un periodo de tiempo prolongado, su proceso de produccién tiene que asentarse
solidamente en principios cientificos, la validacion del método y la verificacion del producto.
Un programa de calidad completo proporciona una estrategia de salvaguardia de la calidad del
producto del laboratorio, ya se trate de una medicion o de un servicio. Ademas, esas
capacidades precisan que periddicamente se realicen comparaciones con las de otros
laboratorios de biodosimetria citogenética certificados o adecuadamente calificados, y
requieren la estabilidad de los procesos del laboratorio y una evaluacion periddica del
producto final para confirmar que cumple con las especificaciones predefinidas.

Un funcionamiento que se atenga a las orientaciones de criterios documentados y a un
programa interno de garantia de la calidad, con evaluaciones por homologos y procedimientos
de calidad documentados, asegura la explotacion estable entre evaluaciones formales de la
competencia.

El programa interno de garantia de la calidad tiene que abarcar las evaluaciones
programaticas, un entorno operacional adecuado, las cualificaciones del personal, los
manuales de operaciones, los instrumentos, la calibracion, la categorizacion los datos, el
sistema de registro y la notificacion de los datos. El control del proceso citogenético entre
evaluaciones de la competencia supone otra garantia de que los productos finales son de
calidad reproducible. La adopcion de un planteamiento integral de la gestion de la calidad
aseguraria la mejora ininterrumpida de las operaciones.

Con las pruebas de competencia se evalla periédicamente la coherencia de las mediciones
respecto de otros laboratorios de biodosimetria citogenética certificados o de idoneidad
cualificada (véase el anexo VII) y se ponen a prueba el laboratorio y su capacidad de proporcionar
productos y/o servicios, es decir, estimaciones de dosis, de alta calidad. Un elemento fundamental
es la superacion con éxito de unas pruebas dentro de unos limites de exactitud especificados.
Ademas, este proceso de medicidn se puede utilizar para verificar la calidad de la produccion de
servicios/productos del laboratorio. En lo que se refiere especificamente a la dosimetria bioldgica
se pueden aplicar dos estrategias de medicion de la competencia: 1) se exponen muestras in vitro
a una radiacion con una dosis, tasa de dosis y calidad de la radiacion conocidas, y se mandan al
laboratorio de servicios para su analisis, y 2) el laboratorio participa en un estudio
interlaboratorios de comparacion de muestras enviadas a analizar a laboratorios certificados o de
idoneidad cualificada. En ambos casos, los analisis y las comparaciones se realizan entre el valor
obtenido por el laboratorio y el obtenido por su laboratorio de prueba. Seguidamente se notifica al
laboratorio en un informe el porcentaje de diferencia. En la prueba directa solo se examina la
capacidad del laboratorio para realizar mediciones. Por el contrario, cuando el laboratorio analiza
un producto propio y manda también una porcion al laboratorio de prueba para que se realicen
mediciones de confirmacion y de trazabilidad explicita, se examinan tanto los procesos analiticos
del laboratorio como su capacidad de medicion.
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Combinando todas estas estrategias de garantia de calidad se puede garantizar la calidad e
integridad de las mediciones o los servicios del laboratorio. De esas estrategias, habria que hacer
hincapié principalmente en que se disponga de programas internos robustos de garantia de
calidad, se lleven a cabo evaluaciones activas y minuciosas in situ a cargo de expertos, se respeten
estrictamente los criterios operacionales documentados, y se realicen evaluaciones mediante
pruebas “enmascaradas”. Esta combinacién de comprobaciones asegurara que los procesos
analiticos se mantengan controlados dentro de los objetivos de precision especificados. Aunque es
preceptivo realizar evaluaciones periddicas del producto final (por ejemplo, cada 1 a 3 afios), su
frecuencia puede ser minima cuando los procesos analiticos se mantienen bajo control.

Los planes de garantia de calidad para los laboratorios de servicios que realizan
dosimetrias bioldgicas deberian constar de los elementos siguientes:

identificacion y preparacion de las muestras
validacion de los procedimientos o métodos
mediciones

categorizacion de los datos

o documentacion

El plan de garantia de calidad debe prever medidas sistematicas para ofrecer la confianza
adecuada de que las mediciones o procedimientos se realizaran de modo satisfactorio.

La Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO) parecio la entidad adecuada para
redactar y establecer un conjunto comun de reglas. Los principios generales en que se asienta
la elaboracion de las normas en la ISO son la voluntariedad, el consenso y su aplicacion en el
conjunto del sector industrial. Ademas, todos los proyectos de normas se someten al examen
de homologos, en grupos de trabajo de especialistas, y seguidamente de los paises
participantes por conducto de los representantes nacionales en la ISO. Después de su
publicacién, las normas se pueden utilizar directamente o se incorporan a las normas
nacionales. En 1998 se propuso la creacion de un grupo de trabajo sobre la normalizacion de
la dosimetria bioldgica, que fue aceptado en 1999, dentro del Comité Técnico 85, Energia
nuclear, en el nivel del Subcomité 2, Proteccion radioldgica. El grupo de trabajo esta
integrado por 13 especialistas de 11 paises, ademas de un representante del OIEA. La norma
ISO 19238, publicada en 2004, establece los criterios estandar para los laboratorios que
realizan dosimetrias bioldgicas mediante citogenética [3].

15.2. ESTRUCTURA ACTUAL DEL DOCUMENTO ISO 19238 [3]
En su formato actual, el documento esta dividido en 11 capitulos y 4 anexos de informacion.
Los aspectos principales descritos en el documento se refieren a lo siguiente:

a)  Confidencialidad de la informacidn personal en lo siguiente:

i)  Transmision de datos confidenciales relativos al paciente o a las circunstancias
de la sobrexposicion, desde el médico que representa al paciente (o el propio
paciente) al laboratorio.

i)  Anonimato de la muestra de sangre y confidencialidad de los resultados y
del informe.

iii)  Delegacion de la confidencialidad dentro del laboratorio.

b)  Posibles riesgos a que se expone el personal del laboratorio durante el procesamiento de
una muestra de sangre potencialmente infecciosa. Aungque este problema no afecta
especificamente a la dosimetria bioldgica, parecid esencial destacar los requisitos de
minimos de seguridad microbioldgica, quimica y optica.
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c) La obtencion de al menos una curva de calibracion apropiada dentro del laboratorio de
servicios es una condicion esencial para la estimacion de la dosis. En particular, la curva
se tiene que obtener con los mismos protocolos que el laboratorio utiliza en todas las
evaluaciones de la dosis. En los informes deben figurar las condiciones experimentales
del ajuste de la curva de calibracion, por ejemplo, la naturaleza y calibracion fisica de la
fuente, margenes de dosis y niveles minimos de deteccion.

d)  El laboratorio de servicios no controla algunas de las condiciones, tales como la calidad
de la muestra de sangre extraida y su despacho, pero a partir de su recepcion tiene que
manejar la muestra de forma correcta, tiene que realizar una estimacion de la dosis vy,
por ultimo, tiene que preparar un informe que haya sido examinado y respaldado por un
experto cualificado.

e)  Por regla general, en el informe del laboratorio figurara toda la informacion pertinente
proporcionada por el cliente, dado que esos datos podrian influir en la interpretacion de
las conclusiones. Hay que enumerar todas las aberraciones observadas, que se
interpretaran de conformidad con el conocimiento que se tenga en ese momento de los
mecanismos de la formacion de aberraciones cromosémicas inducidas por la radiacion.

1j)] Los planes de garantia de calidad de los laboratorios de servicios abarcaran procedimientos
internos encaminados a asegurar a largo plazo la exactitud y estabilidad del funcionamiento,
ademas de evaluaciones o calibraciones cruzadas periodicas con un programa de referencia
externo. Se refieren a los elementos generales siguientes: identificacion y preparacion de las
muestras, validacion de los procedimientos 0 métodos, medicion e instrumentacion,
interpretacion de los datos, gestion de archivos y documentacion.

15.3. APLICACION AL TRIAJE DE POBLACIONES

Como ya se examinoé en la seccion 14, siempre existe la posibilidad de que se produzcan
emergencias nucleares o radiol6gicas con victimas en gran escala por causas accidentales o
dolosas. Después de un suceso de ese tipo, se realizaran evaluaciones clinicas de las personas,
que se categorizaran sobre la base de todo signo o sintoma prodromico de sobreexposicion y
de la informacién disponible sobre su participacion en la emergencia. En esta fase temprana
de la respuesta a una emergencia radioldgica, la aplicacion de triaje citogenético, es decir el
uso de las lesiones cromosomicas para evaluar aproximadamente y con rapidez las dosis
recibidas por los individuos, también resulta apropiada para complementar la categorizacion
clinica temprana de las victimas.

Sin embargo, con el paso del tiempo, los clinicos precisaran estimaciones mas exactas de
las dosis, tanto en el margen de dosis bajas, para el riesgo de efectos estocasticos tardios,
como en el de dosis altas, para anticipar las reacciones tisulares severas. En una inspeccién
citogenética secundaria se habra de lograr una estimacion de la dosis cuantitativamente méas
precisa, y se debera investigar cualquier dato sobre exposiciones heterogéneas.

Sin embargo, puede que el suceso supere los recursos del laboratorio de biodosimetria
citologica que participa a escala local y se precise la intervencion de otros laboratorios de la red
que se haya constituido (véase la seccion 14.5.3). Varios laboratorios de dosimetria biol6gica
han realizado de modo independiente y con éxito evaluaciones rapidas de la dosis en
emergencias 0 ejercicios con victimas en gran escala. El planteamiento, basado esencialmente
en la prueba de dicéntricos, comprendia la preplanificacion, el almacenamiento de reactivos, un
procesamiento simplificado de las muestras, automatizacion, aplicacion de criterios de recuento,
y establecimiento de redes con otros laboratorios de expertos. Aun respetando los principios de
la norma ISO 19238 [3], para atender las necesidades de una réapida respuesta y obtencion de
estimaciones de dosis es necesario apartarse en algunos aspectos del protocolo exacto.
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Sobre la base de esa experiencia, en 2008 se publico una nueva norma, 1SO 21243, en la
que se definen los “Criterios de desempefio de los laboratorios que realicen triaje citogenético
para la evaluacion de victimas en gran escala de emergencias radiolégicas o nucleares.
Principios generales y aplicacion a la prueba de dicéntricos” [4].

La norma esta redactada en forma de procedimientos que hay que adoptar para realizar el
triaje con dosimetria biologica cuando los criterios requeridos para esas mediciones en general
dependeran de la aplicacion de los resultados: manejo médico cuando proceda, manejo de la
proteccidn radiologica, mantenimiento de registros y requisitos médicos/juridicos. Por ejemplo, se
analizaria una seleccion de casos para obtener evaluaciones mas exactas de la exposicion parcial
del cuerpo a dosis altas; en segundo lugar se estimarian las dosis para las personas expuestas por
debajo del umbral de efectos deterministicos, utilizando los criterios de la ISO 19238.

El contenido de la norma ISO 21243 se puede resumir del modo siguiente:
1) Antes del suceso, cada uno de los laboratorios seré responsable de lo siguiente:

a)  Mantener una reserva de los reactivos necesarios y otro material fungible de laboratorio,
0 tener acceso inmediato a una reserva local, regional o nacional, 0 a un proveedor
comercial que disponga de ellos.

b)  Mantener enlaces de comunicacion con los servicios de atencidén de salud locales,
regionales o nacionales.

c) Especificar y documentar las responsabilidades, funciones e interrelaciones de todos los
miembros del personal del laboratorio cuyas funciones afecten a la calidad de la
respuesta de dosimetria bioldgica de emergencia.

d)  Conocer su capacidad méaxima de procesamiento de muestras (cantidad respecto del
tiempo).

e)  Mantener un programa propio de control y garantia de calidad.

f)  Participar, segin proceda, en programas pertinentes de ensefianza, formacion y préacticas.

g) Participar en estudios periédicos de comparacion entre laboratorios.

2) Durante el suceso:

a) El laboratorio de referencia responsable de la estimacion de la dosis pide la
colaboracion de otros laboratorios de la red cuando la cifra de casos que tiene que
examinar supera su propia capacidad.

b)  Cuando se adopta la decision de activar la red, el laboratorio de referencia pasa a ser el
centro de las comunicaciones de la red. El laboratorio de referencia informa a los
asociados acerca de las circunstancias del incidente, y conjuntamente se determina la
magnitud de la cooperacién requerida.

c) El examen citogenético para la estimacion de la dosis se realiza a demanda de los
médicos. La seleccion de los casos que se examinaran se realiza en conversacion con
expertos en estimacién citogenética de la dosis, los responsables de las operaciones y
los médicos.

d) El laboratorio de referencia y los laboratorios de la red examinan los pormenores del
reparto del trabajo de dosimetria bioldgica.

e) Antes de la extraccion de la sangre, todos los individuos, o el médico responsable,
segun proceda, proporcionaran por escrito su consentimiento informado. Hay que tener
especial cuidado en proteger la privacidad a todo lo largo del encargo.
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f)

9)

h)

)

El laboratorio de referencia organiza la obtencién de las muestras de sangre y su envio a
los demas asociados, o designa a una entidad adecuada que se ocupe de hacerlo.

Los resultados del examen (y a veces la estimacién de la dosis) son revisados por mas
de un laboratorio, y la estimacion de la dosis se efectla para cada persona sobre la base
de los resultados revisados.

Los laboratorios asociados mandan al laboratorio de referencia los datos brutos,
incluidos los datos de distribucion de las aberraciones. También mandan las
estimaciones de la dosis, ajustadas, cuando proceda, a la prolongacion de la dosis o la
heterogeneidad, obtenidas a partir de la curva de calibracion propia que mejor
corresponda al tipo de radiacion de que se trate.

El laboratorio de referencia recibe los resultados de los asociados de la red y actla a
modo de punto central de comunicaciones y enlace con los médicos.

Después del examen por el personal médico, puede que se decida someter a algunos
pacientes a un nuevo recuento de células para reducir la incertidumbre estadistica de las
estimaciones de la dosis y distinguir mejor las sobreexposiciones no homogéneas. Esos
examenes subsiguientes se realizaran de conformidad con los criterios de desempefio
descritos en la norma 1SO 19238.

En el diagrama de flujo (figura 48) se describen las interacciones entre el laboratorio de

referencia, la red y el equipo médico en funcién de esas diferentes configuraciones.
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| Derivacion de los pacientes a la atencion médica |

¥

I

Peticion de dosimetria biologica

|

¥

El laboratorio de referencia decide:
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¥ ¥ ¥
Realizar solo analisis . .. .
: Realizar solo el triaje Activar la red
completos
¥ ¥ ¥

Ultimacion de los analisis

Informes de datos preliminares
al equipo médico

La red realiza andlisis en modalidad
de dosis de triaje

Vv

W

¥

Notificacion de la dosis
definitiva al equipo médico

Decision conjunta del laboratorio de

referencia y el equipo médico sobre

la realizacion de andlisis completos
a los casos prioritarios

El laboratorio de referencia compila
los datos rapidamente

¥

¥

Los laboratorios ultiman los analisis

Informes preliminares al equipo médico

¥

v

Notificacion de la dosis definitiva
al equipo médico

Decisién conjunta del laboratorio de

referencia y el equipo médico sobre

la realizacion de andlisis completos
a los casos prioritarios

74 Y]
El laboratorio de referencia La red ultima
ultima los analisis los analisis
N 4

El laboratorio de referencia
compila los datos

N W 4

Notificacion de la dosis definitiva
al equipo médico

Fig. 48. Diagrama de flujo en el que se describen las interacciones entre el laboratorio de
referencia de dosimetria bioldgica, la red y el equipo médico, en el contexto de la evaluacion
de la dosis de unos pocos individuos (norma I1SO 19238 (azul) [3]) o de victimas en gran
escala (norma ISO 21243 (rojo) [4]) (la figura se ha tomado de la norma ISO 21243:2008
con permiso de la AFNOR en nombre de la ISO. La ISO sigue siendo el titular de los

derechos de autor).
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16. SEGURIDAD DEL PERSONAL DE LABORATORIO

“Bioseguridad en el laboratorio” es la expresion utilizada para describir los principios,
tecnologias y précticas de contencidn que se aplican para prevenir la exposicion no intencionada
a los patogenos y las toxinas, o su liberacion accidental. Los sucesos de escala mundial
registrados recientemente han puesto de relieve la necesidad de proteger los laboratorios y el
material que contienen frente a acciones intencionadas que puedan dafar a las personas, el
ganado, la agricultura o el medio ambiente. Por consiguiente, ha sido necesario ampliar la
bioseguridad e incorporar también medidas de bioproteccion en el laboratorio.

La “bioproteccion en el laboratorio” describe la proteccion, el control y la rendicion de
cuentas respecto de material bioldgico valioso que se encuentre en el interior del laboratorio,
con el fin de impedir el acceso no autorizado al mismo, su pérdida, robo, uso indebido,
desviacion o liberacion intencional [355].

En lo que se refiere a los laboratorios de citogenética, la bioseguridad y bioproteccion en
el laboratorio se exponen exhaustivamente en el Manual de bioseguridad en el laboratorio, de
la OMS, y en un documento conexo sobre manejo del riesgo biolégico en el laboratorio, con
orientaciones de bioseguridad sobre disefio e instalaciones de los laboratorios, equipo (por
ejemplo, armarios de seguridad bioldgica), practicas seguras de trabajo, salud ocupacional y
vigilancia médica, desinfeccion y esterilizacion, manejo de los desechos, exposicion a
productos quimicos, incendios, o seguridad eléctrica, radiologica y del equipamiento. Esa
informacion es plenamente aplicable, y de particular utilidad, en la explotacion de los
laboratorios de citogenética [355, 356].

Ademas de a los documentos de orientacion, el personal debe atenerse a su legislacion y
reglamentacion nacional e institucional relativas las practicas de trabajo inocuas y seguras en
el laboratorio.

A continuacion figura una serie de nociones sobre seguridad en los laboratorios de
citogenética que merece la pena poner de relieve.

16.1. INFECCIONES

Hay que adoptar y aplicar siempre precauciones generales cuando se maneja sangre
humana, y todas las muestras se deberan considerar potencialmente infecciosas. Las muestras
se desempaquetardn y manipularan en camaras de seguridad bioldgica apropiadamente
utilizadas, mantenidas y certificadas.

Hay que limitar el uso de objetos punzocortantes, por ejemplo, agujas hipodérmicas, para
reducir el riesgo de pinchazos. Los objetos punzocortantes contaminados se recogeran
siempre en recipientes a prueba de pinchazos dotados de tapa y tratados como desechos
infecciosos. Hay que disponer de desinfectantes adecuados, para limpiar los derrames y
descontaminar las superficies de trabajo después del procesamiento de las muestras. Antes de
su disposicion final, todos los desechos bioldgicos y los recipientes de plastico desechables
utilizados se deben esterilizar, por ejemplo al autoclave. Si es necesario retirar del laboratorio
desechos infecciosos, para su descontaminacion y disposicion final, se transportaran en
recipientes sellados, a prueba de fugas, conforme a la reglamentacién nacional o
internacional, segun corresponda [356].

Si una determinada vacuna o toxoide est4 autorizada y se dispone de ella localmente, se
ofrecerd después de haber realizado una evaluacion apropiada del riesgo de posible
exposicion y una evaluacion clinica de la salud del individuo [356].
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16.2. PROTECCION OCULAR
En ciertos procedimientos puede ser necesario utilizar luz ultravioleta (UV).

Las luces UV no requieren el uso de camaras de bioseguridad. Si se utilizan, se deben
limpiar a menudo, para retirar cualquier resto de polvo o suciedad que puedan reducir la eficacia
del efecto germicida de la luz. Cuando se utilice luz UV, se debera apagar cuando en la pieza
haya personas, para proteger los 0jos y la piel frente a exposiciones accidentales [356].

Si se utilizan lamparas UV en la exposicion de preparaciones durante el procedimiento de
tincion FPG, habra que disponer un blindaje y aplicar procedimientos de trabajo que impidan
la irradiacion directa de la piel o los ojos del personal de laboratorio.

En general, los microscopios de fluorescencia estan disefiados para que en una utilizacion
normal sean seguros.

16.3. PRODUCTOS QUIMICOS

En los procedimientos a los que se refiere la presente publicacion se utilizan
sistematicamente determinados productos quimicos refinados. En el Manual de bioseguridad
en el laboratorio, de la OMS, parte X [356, parte 1X] figura mas informacion sobre productos
quimicos peligrosos y seguridad quimica, asi como una lista completa de productos quimicos
en la que se detallan los peligros que entrafian y las precauciones que hay que adoptar.

Los productos quimicos y farmaceuticos presentes en los cultivos o utilizados en los
procedimientos de tincidén suelen usarse en pequefias cantidades y en diluciones que en
general no suponen un peligro para la salud. Sin embargo, se preparan y se almacenan a partir
de soluciones madre concentradas. Los principales reactivos que son motivo de preocupacion
y las correspondientes frases de riesgo (frases R) acordadas internacionalmente se enumeran
en el cuadro 19.

Las existencias de productos quimicos en el laboratorio se deberian limitar a las
cantidades necesarias para el uso cotidiano. Las existencias a granel se deben conservar en
salas o edificios designados a ese efecto.

iNo hay que guardar los productos quimicos por orden alfabético! [356]
CUADRO 19. PRINCIPALES REACTIVOS QUE SON MOTIVO DE PREOCUPACION

EN DOSIMETRIA BIOLOGICA DE LABORATORIO Y SUS FRASES DE RIESGO
ACORDADAS INTERNACIONALMENTE

Reactivo Frase de riesgo (nmero R?)
Acido acético 10; 25.

Acido clorhidrico 34; 37

Acido okadaico 23; 24; 25; 38
Bencilpenicilina 42; 43
Bromodesoxiuridina 20; 21, 22; 46; 61
Caliculina A 23; 24, 25; 38
Citocalasina B 26; 27; 28; 63
Colcemid 25; 63
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Reactivo Frase de riesgo (nimero R%)

DAPI (4’,6-diamidino-2-

fenilindol) 36,37, 38
DMSO (dimetil sulfoxido) 36; 37; 38
Fitohemaglutinina 20; 21; 22; 43
Formaldehido 23; 24; 25; 34; 40; 43
Formamida 37, 38; 41; 61
Heparina 36; 37; 38
Hidrdxido de bario 20; 22; 34
Hidrdxido de sodio 35
Hypaque 42; 43
Metanol 11; 23; 24; 25; 39
Naranja de acridina 36; 37; 38
Pepsina 36; 37; 38; 42
Ribonucleasa A 20; 21; 22; 38
Sulfato de estreptomicina 20; 21; 22; 61
Tincion de Giemsa 20; 21; 22; 40; 41
Tincién de Hoechst 23; 24; 25; 36; 37; 38
Xileno 10; 20; 21; 38

R 10: inflamable
R 11: facilmente inflamable
R 20: nocivo por inhalacion
R 21: nocivo en contacto con la piel
R 22: nocivo por ingestion
R 23: toxico por inhalacion
R 24: téxico en contacto con la piel
R 25: toxico por ingestion
R 26: muy toxico por inhalacién
R 27: muy tdxico en contacto con la piel
R 28: muy tdxico por ingestion
R 34: provoca quemaduras
R 35: provoca quemaduras graves
R 36: irrita los ojos
R 37: irrita las vias respiratorias
R 38: irrita la piel
R 39: peligro de efectos irreversibles muy graves
R 40: indicios limitados de efectos carcinogénicos
R 41: riesgo de lesiones oculares graves
R 42: posibilidad de sensibilizacidn por inhalacién
R 43: posibilidad de sensibilizacidn en contacto con la piel
R 46: puede causar alteraciones genéticas hereditarias
R 61: riesgo durante el embarazo de efectos adversos para el feto

R 63: posible riesgo durante el embarazo de efectos adversos para el feto
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Anexo |

PRUEBA DE DICENTRICOS

Se ha descrito y examinado ya la variedad de materiales y métodos de obtencion y

procesamiento de cultivos de linfocitos utilizados comunmente en los laboratorios de todo el
mundo, y probablemente no haya dos laboratorios que apliquen exactamente la misma
técnica. En el presente anexo se ofrece una descripcion detallada paso a paso de un método
fiable que puede ser de ayuda para algunos laboratorios.

I-1. CULTIVO DE LINFOCITOS
1-1.1. Material

1)
2)

3)

4)

5)
6)

7)

8)

Sangre entera heparinizada.

Fitohemaglutinina (PHA), disponible en el comercio. Si se ha obtenido liofilizada se
deberé reconstituir con agua esterilizada de calidad analitica.

Medio de cultivo minimo esencial de Eagle (MEM), disponible en el comercio: listo
para usar, concentrado x10 o en polvo. Las concentraciones de trabajo se deben preparar
con agua esterilizada de calidad analitica. Quiza sea necesario agregar L-glutamina, de
conformidad con las instrucciones del fabricante. Hay que ajustar el pH con bicarbonato
sodico estéril.

i) Puede que sea necesario agregar antibidticos al medio obtenido a partir de un
concentrado. Agregar 1 mL de una solucion madre de antibidtico en solucion
salina a 100 mL de medio. La solucién madre debera contener 100 Ul/mL de
bencilpenicilina y 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina y se puede
conservar congelada.

Bromodesoxiuridina (BrdU). Agregar 1 mL de una solucion madre a 100 mL de medio.
La solucion madre contiene 6,4 mg de BrdU disueltos en 10 mL de medio y se filtra por
membrana. Se obtiene asi una concentracion final en el cultivo de 15 uM. La solucion
se puede conservar durante un mes a oscuras y a 4 °C o durante varios meses a -20 °C.

Suero de ternera fetal termoinactivado (56 °C durante 0,5 horas), disponible en el
comercio y conservado congelado.

Colcemid: solucion madre de 10 pg/mL en suero fisioldgico estéril. Se puede conservar
a 4 °C durante 6 meses.

Recipientes de cultivo estériles. Existen diversas opciones, por ejemplo, botellas de
vidrio para bacteriologia o recipientes de pléstico desechables. Deben tener un volumen
de 15a20 mL.

Hay que sembrar los cultivos en campanas de seguridad microbiolégica de clase 11, con
luz atenuada. Se pueden transferir los liquidos de un recipiente a otro utilizando jeringas
0 pipetas estériles desechables. Si hay que pasar la sangre a través de una aguja
hipodérmica, habra que hacerlo despacio, utilizando una aguja de gran calibre (por
ejemplo, 19), para ejercer el minimo de tensién en las células.

1-1.2. Método

1)
2)
3)

Colocar 0,3 mL de sangre heparinizada en un recipiente de cultivo.
Agregar 4,0 mL de medio de cultivo al que ya se habran afiadido antibiéticos y BrdU.
Agregar 0,1 mL de PHA reconstituida.
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4)
5)
6)
7)
8)
9)

Agregar 0,5 mL de suero de ternera fetal.

Cerrar el tapon firmemente.

Mezclar el contenido agitando suavemente.

Incubar a 37 °C + 0,5 °C a oscuras durante 45 horas.

Agregar al cultivo 50uL de solucion madre de Colcemid y agitar suavemente.
Incubar de nuevo durante otras tres horas.

I-2. FIJACION Y PREPARACION DE LOS PORTAOBIJETOS

1-2.1. Método

1)  Verter el contenido del recipiente de cultivo en un tubo de centrifuga.

2)  Centrifugar a 200g durante 10 min (para transformar las g en rev/min, utilicese
g = r®?/981, donde r = el radio en cm y ® = (2 & X rev/min)/60).

3) Retirar el sobrenadante por succién y suspender de nuevo el sedimento de células
en 5 a 10 mL de solucidn de cloruro potasico 0,075M.

4)  Dejar en reposo a temperatura ambiente durante 15 a 20 min.

5)  Volver a centrifugar a 200g durante 10 min.

6) Retirar el sobrenadante y suspender de nuevo las células en 5 a 10 mL de fijador de
metanol/acido acético 3:1 recien preparado. Hay que agregar el fijador lentamente pero
a un ritmo constante, agitando vigorosamente, preferentemente con una mezcladora
vorticial para que el fondo de células no se endurezca. Para impedir que las células se
apelmacen también es Gtil mezclar suavemente el fondo de células antes de agregar el
fijador sirviéndose del extremo de goma de una pipeta de Pasteur.

7)  Volver a centrifugar.

8)  Eliminar el sobrenadante y volver a suspender en 5 a 10 mL de fijador.

9)  Volver a centrifugar.

10) Eliminar el sobrenadante y volver a suspender en 5 a 10 mL de fijador.

11) Volver a centrifugar.

12) Eliminar el sobrenadante salvo 0,25 mL y volver a suspender el precipitado de células
en el liquido restante.

13) Cargar la suspension de células en una pipeta de Pasteur.

14) Tomar un portaobjetos limpio, sin grasa, que se habra mantenido en el congelador.
Fundir la escarcha del portaobjetos con el aliento.

15) Verter una o dos gotas de la suspension de células en el portaobjetos desde una altura
minima de 10 cm.

16) Obtener por lo menos dos preparaciones a partir de cada cultivo.

17) Colocar los portaobjetos a secar sobre una placa con calor suave.
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I-3. TINCION
1-3.1. Material

1) Colorante 33258. La solucion madre concentrada 1 000 x de 50 pug/mL en tampdn fosfato
de pH 6,8 se puede conservar a 4 °C a oscuras.

2) Tincién de Giemsa.
3) Tampodn fosfato (pH 6,8) preparado a partir de pastillas comerciales.

4) SSC 2 x (cloruro sodico y citrato sédico): 17,53 g de cloruro sédico, 8,82 g de citrato
sodico, agua destilada para preparar 1,0 L.

5) Xileno y medio de montaje DPX.
6) Lampara ultravioleta (>310 nm) o barra luminosa fluorescente.

1-3.2. Métodos

Hay que mantener las preparaciones a temperatura ambiente unos pocos dias (hasta cinco)
entre la preparacion de los portaobjetos y el inicio de la tincién FPG, mientras que la tincion
convencional con Giemsa se puede utilizar en cuanto las preparaciones se han secado. Una
opcion alternativa es secar las preparaciones a 37 °C y realizar la tincion FPG el dia siguiente.

Fluorescencia mas Giemsa (FPG)

1)  Verter en el portaobjetos aproximadamente 10 gotas de colorante de Hoechst (diluido a
partir de la solucion madre a 0,5 pg/mL) y cubrir con un cubreobjetos.

2)  Colocar la preparacion sobre una hoja de aluminio y bajo una lampara ultravioleta
durante 0,5 horas.

3) Retirar cuidadosamente el cubreobjetos.

4)  Lavar abundantemente con un tampon de pH 6,8.
5) Colocar en SSC 2 x a 60 °C durante 20 a 30 min.
6) Lavar con agua destilada.

7)  Colocar las preparaciones en colorante de Giemsa — solucion de 5 a 10 % en tampdn
de pH 6,8 durante 3 min.

8)  Aclarar brevemente en tampon.
9)  Aclarar brevemente en agua destilada.
10) Dejar secar al aire.
11) Aclarar y montar tapando con un cubreobjetos.
Giemsa convencional
1)  Colocar la preparacion en colorante de Giemsa al 2 % en tampon de pH 6,8 durante 5 min.
2)  Lavar con tampdn.
3)  Aclarar brevemente en agua destilada.
4)  Dejar secar al aire.
5)  Aclarar y montar tapando con un cubreobjetos.
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Anexo 11

PRUEBA DE TRASLOCACIONES CON FISH

En el procedimiento expuesto aqui se utilizan sondas marcadas directamente y sondas
marcadas indirectamente (disponibles en el comercio) y se describe el pintado de tres parejas
de cromosomas con colores distintos, todos los centrémeros con un cuarto color, y
contratefiido de los cromosomas restantes. Los fabricantes facilitan protocolos que se pueden
leer conjuntamente con el método expuesto a continuacion.

11-1.1. Pretratamiento

Lavar los portaobjetos con PBS durante 5 min a temperatura ambiente. Deshidratar los
portaobjetos en una serie de diluciones de etanol (70, 90 y 100 %) de 2 a 5 min en cada paso,
a temperatura ambiente, y secar al aire.

11-1.2. Tratamiento con ARNasa y pepsina

Mezclar 445 pL de agua, 50 pL 20 x SSC y 5 uL de ARNasa A (10 pg /uL) (la mezcla se
puede preparar por adelantado, conservandola a -20 °C). Pipetear 100 uL de ARNasa A por
preparacion, cubrir con un portaobjetos. Incubar en una camara de humedad durante 60 min
a 37 °C.

Lavar tres veces con SSC 2 x (5 min cada vez a temperatura ambiente). Durante el primer
lavado, retirar el cubreobjetos. Seguidamente, lavar con PBS durante 5 min a temperatura
ambiente. Para el tratamiento con pepsina (0,005 % en HCI 10 mM), preparar por adelantado
una mezcla de 50 pL de pepsina (10 %), 99 mL de aguay 1 mL de HCI 1N. La mezcla se puede
conservar a -20 °C hasta su uso. Precalentar la mezcla al bafio Maria a 37 °C y verter 100 uL en
cada portaobjetos durante 1 0 2 min. Lavar con PBS durante 5 min a temperatura ambiente.

Lavar con MgCl,-PBS 50 mM (5mL de MgCl, y 95 mL de PBS) durante 5 min a
temperatura ambiente. Lavar con formaldehido al 1% en MgCIl,—PBS durante 10 min a
temperatura ambiente. Aclarar en PBS durante 5 min a temperatura ambiente. Deshidratar en
una serie de diluciones de etanol (70, 90 y 100 %), de 2 a 5 min en cada una, a temperatura
ambiente, y dejar secar al aire.

11-1.3. Protocolo FISH para sondas de pintado cromosdmico en combinacion con
una sonda pancentromérica

Calentar las sondas de pintado cromosémico a 42 °C y agitarlas antes de utilizarlas.
Colocar en un tubo de Eppendorf con tampon de hibridacion una cantidad suficiente de cada
pintura cromosoémica; agitar bien y centrifugar.

a) Desnaturalizacion

Las pinturas cromosomicas se pueden desnaturalizar incubando a 65 °C durante 10 min
en un bafio Maria. Seguidamente, poner en hielo 2 o 3 min y transferir a un bafio Maria
(37 °C) e incubar durante 60 min.

Si las pinturas cromosomicas se utilizan junto con una sonda pancentromérica (CP), calentar
primero la CP y el tampon de hibridacién a 37 °C durante 30 min antes de la hibridacion
competitiva de las sondas. Desnaturalizar la CP por incubacién a 85 °C durante 10 min al bafio
Maria, y poner en hielo inmediatamente durante 2 0 3 min.

Para una coloracion FISH triple con sonda pancentromérica hay que utilizar un volumen
final de 18 a 20 uL de la mezcla de hibridacién por preparacién (es decir, para 3 uL de cada una
de las sondas de pintado concentradas agregar 1,6 pL del tampon apropiado y afiadir 2 a 3 puL
de CP concentrada).
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Por ejemplo, si se pintan tres cromosomas, los N® 1, 4 y 8: cromosoma N° 1 (biotina),
N° 4 biotina/FITC, N° 8 FITC y CP FITC, daran, respectivamente, una sefial de color rojo,
amarillo, verde y verde.

b) Prehibridacion

La prehibridacion de las preparaciones debe comenzar unos 30 min antes del final de la
hibridacion competitiva. Poner 100 puL de formamida al 70 % en SSC 2 x y PBS 50 mM en
cada portaobjetos y tapar con un cubreobjetos (350 puL de formamida 100 % desionizada
(conservar a -20 °C), 50 uL de PBS 0,5 M (conservar a -20 °C) y 50 uL de SSC 20 x). La
formamida se debe desionizar poco antes de su uso.

Desnaturalizar las preparaciones a 70 °C durante 2,5 min en una placa calefactora.
Deshidratar las preparaciones en una serie de etanol (conservado a -20 °C) al 70 % durante 5
min, al 90 y al 100 % durante 2 a 5 min cada uno, a temperatura ambiente. Dejar que las
preparaciones se sequen al aire.

c) Hibridacion

Mezclar bien todas las pinturas cromosomicas y la CP en un tubo de Eppendorf.
Centrifugar durante unos pocos segundos y colocar 20 uL de la mezcla en cada portaobjetos,
tapar con un cubreobjetos, sellar con adhesivo y secar al aire. Seguidamente hay que incubar

las preparaciones durante una noche en una camara de humedad a 42 °C, lo que se puede
prolongar hasta dos dias.

Deteccion:

1)  Preparar una solucién de lavado (WS) de SSC 4 x que contenga un 0,05 % de Tween 20.
2)  Diluir la proteina de bloqueo (BP) al 15 % (v/v) en WS.
3)  Utilizar la BP de blogueo para diluir los anticuerpos del modo siguiente:

3.1.1 Primera capa, B3 (1:500), rojo Texas avidina.

3.1.2 Segunda capa B4 (1:250) anti-avidina biotinilada de cabra.

3.1.3 F1(1:200) anti-FITC de conejo.

3.1.4 Tercera capa, B3 (1:500) F2-FITC, IgG anti-conejo de cabra.

3.1.5 F2(1:100).

4)  Incubar a oscuras durante 10 min a temperatura ambiente, microcentrifugar a 11 000 g
durante 10 min, y utilizar el sobrenadante.

5)  Precalentar a 42 °C las soluciones siguientes:

i)  Lasolucion de lavado.

i)  Algo de SSC 2 x.

iii) Formamida al 50 % en SSC 2 x.

iv) SSCO0,1%.
6) Retirar cuidadosamente los cubreobjetos en un recipiente con SSC 2 x precalentado.
7)  Lavar los portaobjetos en las soluciones precalentadas del modo siguiente:

i)  Lasolucion de lavado.

i)  Algo de SSC 2 x.

iii)  Formamida al 50 % en SSC 2 x.
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8)

9)
10)

11)
12)
13)
14)
15)
16)

17)
18)

Colocar 100 pL de la proteina de bloqueo diluida en cada portaobjetos y tapar con
cubreobjetos, incubar en una camara de humedad durante 15 a 20 min a 37 °C.

Lavar los portaobjetos con Tween 20 al 0,05 % en SSC 4 x de 2a 5 mina 42 °C.

Colocar 100 uL de la primera capa de anticuerpos en cada portaobjetos y tapar con
cubreobjetos. Incubar en una camara de humedad durante 20 a 30 min a 37 °C.

Lavar tres veces los portaobjetos con Tween 20 al 0,05 % en SSC 4 X, durante 5 min
cada vez, a 42 °C.

Colocar 100 uL de la segunda capa de anticuerpos en cada portaobjetos y tapar con
cubreobjetos. Incubar en una camara de humedad durante 20 a 30 min a 37 °C.

Lavar tres veces los portaobjetos con Tween 20 al 0,05 % en SSC 4 X, durante 5 min
cada vez, a 42 °C.

Colocar 100 uL de la tercera capa de anticuerpos en cada portaobjetos y tapar con
cubreobjetos, incubar en una camara de humedad durante 20 a 30 min a 37 °C.

Lavar tres veces los portaobjetos con Tween 20 al 0,05 % en SSC 4 X, durante 5 min
cada vez, a 42 °C.

Deshidratar las preparaciones en una serie de diluciones de etanol (70, 90 y 100 %),
de 2 a 5 min en cada una, a temperatura ambiente.

Dejar que las preparaciones se sequen al aire.

Contratefiir con DAPI (0,15 pg/mL en medio de montaje Vectashield), 25 pL por
preparacion bajo cubreobjetos.

Si las sefiales de pintado no son suficientemente intensas, se puede interponer después

del paso 15 otra ronda de las capas 2 y 3 repitiendo los pasos 12 a 15. Otra opcidn, si solo
uno de los colores es poco intenso, es repetir los pasos B3 / lavado / B4 para el rojo Texas o
F1/lavado / F2 para FITC.
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Anexo 111

CONDENSACION PREMATURA DE CROMOSOMAS
I11-1. PCC POR FUSION MITOTICA

Se fusionan células mononucleares de sangre periférica humana con células mitéticas de
ovario de hamster chino (CHO) en presencia de macrogol (PEG). Como consecuencia de la
fusién celular, en solo una hora, en las células sanguineas mononucleares se condensa la
cromatina; inmediatamente se disuelve la membrana nuclear y la cromatina se condensa aln
maés, formandose 46 (2n = 46) cromosomas monocromatidicos.

I11-1.1. Aislamiento de linfocitos humanos de sangre periférica

Para separar las células mononucleares de la sangre entera anticoagulada se puede utilizar
un tubo LeucoPREP o Ficoll-Hypaque de separacion celular.

A. LeucoPREP

LeucoPREP es un sistema de tubos que contiene un medio de separacion que, igual que el
Ficoll-Hypaque, aprovecha la menor densidad de las células mononucleares y las plaquetas
para separarlas del resto de componentes de la sangre entera anticoagulada. La separacion se
produce colocando la sangre en el tubo por encima de la capa de gel y sometiendo el tubo a
una fuerza centrifuga especificada durante un tiempo determinado. Mediante lavados y
centrifugaciones subsiguientes se reduce la cantidad de plaquetas. Las preparaciones de
células mononucleares viables asi obtenidas se pueden utilizar para PCC.

1)  Conservar los tubos de LeucoPREP (10 mL) en posicion vertical y a temperatura
ambiente (18-25 °C).

2)  Extraer la sangre por venopuncion en un tubo heparinizado.

3) La sangre anticoagulada con heparina se debe someter a separacion durante las dos
horas siguientes a la obtencion de la muestra.

4)  Agregar a cada tubo de LeucoPREP de 8 a 10 mL de sangre no diluida y centrifugar
durante 15 min a 400-600 g a temperatura ambiente.

5)  Después de la centrifugacion, las células mononucleares y las plaquetas formaran una
capa blanca y esponjosa justo debajo de la capa de plasma. Aspirar el méximo posible
de plasma, sin aspirar células. Retirar la capa de células con una pipeta de Pasteur y
transferirlas a un tubo de centrifuga conico de 10 mL con tapa.

6)  Suspender de nuevo las células removiendo suavemente. Agregar medio F10 (10 mL),
mezclar las células invirtiendo los tubos 3 o0 4 veces y centrifugar durante 10 min a 100 g.

7)  Repetir el paso 5.

B. Sistema de gradiente Ficoll-Hypaque

La solucién acuosa Ficoll-Paque tiene una densidad de 1,077 + 0,001 g/mL y contiene 5,7 g
de Ficoll 400 y 9 g de amidotrizoato de sodio por 100 mL.

1)  Extraer la sangre por venopuncion en un tubo heparinizado.
2)  Diluir las muestras de sangre con un volumen igual de solucidn salina equilibrada.

3)  Colocar alrededor de 5 mL de sangre diluida (gota a gota) sobre el Ficoll-Hypaque (3 mL)
sin que se mezclen.

4)  Centrifugar los tubos durante 30 min a 400 g a 8-10 °C.
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5) Retirar los linfocitos (capa intermedia) y lavarlos tres veces (centrifugar a 100 ¢
durante 10 min) con 5 mL de medio de cultivo F-10 mas 5 % de suero de ternera fetal.

Los linfocitos aislados se pueden utilizar inmediatamente para las pruebas de PCC o se
pueden congelar para utilizarlos mas adelante.

111-1.2. Congelacién de los linfocitos aislados

Después del segundo lavado con F-10 y centrifugacion, resuspender el sedimento de células
removiendo suavemente para obtener una suspension celular 1:1 de F-10 + 40 % de suero de
ternera fetal (FCS): F-10 + 40 % de FCS + 20 % de DMSO. Preparar las suspensiones celulares
de modo que en cada ampolla (1,5 mL) haya alrededor de 8 x 10° de linfocitos aislados. Para
congelar, el mejor método es utilizar un aparato que pueda reducir la temperatura
progresivamente. Por ultimo, conservar las ampollas congeladas a -110 °C o en nitrogeno liquido.

111-1.3. Descongelacion de los linfocitos aislados

Sacar las ampollas de linfocitos del congelador y ponerlas directamente al bafio Maria
(37 °C). Cuando se hayan fundido ligeramente, transferir la suspension entera a un tubo de
centrifugadora (10 mL). Agregar 10 mL de RPMI frio (4 °C) + 40 % de FCS a la suspension
de linfocitos, despacio, gota a gota (en alrededor de 30 min), seguidamente centrifugar
durante 10 min a 100 g. Resuspender el sedimento de células en 5 mL de RPMI + 5% de
FCS. Estos linfocitos se pueden utilizar en pruebas de PCC.

I111-1.4. Obtencion y preparacion de células mitéticas de ovario de hamster chino

Las células de ovario de hamster chino (CHO) se cultivan en frascos o botellas rotatorias
(750 mL) en medio completo (F-10 + 15 % de suero de ternera recién nacida y antibioticos
(penicilina 100 UI/mL y estreptomicina 100 pg/mL)). Se agrega Colcemid (0,1 pug/mL) a las
células, que se multiplican exponencialmente, y se recuperan las células mitéticas mediante
un procedimiento estandar de desprendimiento selectivo por agitacion, entre 4 y 5 horas mas
tarde. Las células CHO también se pueden cultivar durante méas de dos ciclos celulares (~32
horas) en un medio completo enriquecido con BrdU (a concentracion final de 5 uM). Las
celulas mitéticas CHO obtenidas se tefiiran de forma distintiva y apareceran con un tono
palido en la subsiguiente tincion FPG de color. De ese modo, los linfocitos PCC se
distinguirdn mejor entre células CHO mitéticas.

1) Congelacion de células mitoticas CHO

Las células mitéticas CHO se pueden preparar para uso inmediato en pruebas de fusion o se
pueden recuperar de reservas congeladas en medio completo enriquecido con un 8 % de DMSO.
Repartirlas en pequefias fracciones (2,5 x 10%ampolla de 1,5 mL) y conservarlas a -110 °C.

2) Descongelacion de las células mitoticas CHO

Sacar las células mitéticas CHO del congelador y colocarlas en un bafio Maria a 37 °C, y
transferir seguidamente la suspension a un tubo de centrifuga agregando 10 mL de medio.
Centrifugar durante 10 min a 100 g. Desechar el sobrenadante, agregar medio (5 mL) y
mantenerlas en hielo hasta que se utilicen.

111-1.5. Preparacion de la solucion de macrogol (PEG)

Poner 400 mg de PEG (M.W. 1450, Sigma, 40 % m/v) en un tubo de centrifuga pequefio
(10 mL) y de fondo redondo y agregar 600 uL de solucién salina equilibrada de Hank (HBSS)
0 solucion salina tamponada con fosfato (PBS) o medio F-10, y poner los tubos al bafio Maria
a 37 °C durante 15 min. Otra opcion es fundir primero el PEG en un horno y mezclarlo luego
con HBSS o PBS o medio F-10.
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111-1.6. Fusion celular

1)  Lavar los linfocitos interfasicos y las células mitoticas CHO, una vez y por separado, con
HBSS o F-10 (5 mL). Centrifugar durante 5 min a 100 g y desechar el sobrenadante. En
un tubo de cultivo de fondo redondo mezclar las células interfasicas con las celulas
mitéticas (5:1) en 10 mL de medio F-10 y centrifugar durante 5 min a100 g (a
velocidades superiores el sedimento de células se puede compactar demasiado).

2) Decantar el sobrenadante y mantener el tubo invertido. Secar las gotas de medio
restantes colocando los tubos boca abajo en una gradilla o sobre papel absorbente.

3) Si en el tubo se forman burbujas de aire sobre el sedimento de células, hay que
eliminarlas con una pipeta de Pasteur.

4)  Con una micropipeta (200 uL), tomar 0,15 mL de PEG y colocarlos directamente en el
sedimento de células; colocar el tubo en una gradilla durante 1,5 min. Agitar muy
suavemente, solo tres veces (a intervalos de 30 s). Llegados ahi, el sedimento de células
se debe haber desprendido del fondo del tubo, formando grumos en la solucién de PEG.

5) Agregar 1,5-2 mL de F-10 o PBS muy lentamente durante 3 min (0,5 mL por min).
Mezclar la suspension celular volteando suavemente el tubo.

6)  Centrifugar el tubo durante 5 min a 100 g.

7)  Decantar completamente el sobrenadante y agregar 0,5 mL de medio de cultivo (F-10
mas un 15% de suero de ternera fetal). Por altimo, agregar 50 uL de Colcemid
(concentracion final 1 pg/mL), volteando suavemente el tubo para que se formen
pequefios grumos. Incubar el tubo de ensayo a 37 °C durante 1 hora. En ese momento se
habran completado la fusién celular y la induccién de la PCC.

I11-1.7. Protocolo de fijacion

1)  Agregar a cada tubo 7-8 mL de solucion hipotdnica (KCI, 5,6 g/L) precalentada e
incubar durante 10 min a 37 °C.

2)  Centrifugar el tubo durante 5 min a 100 g.

3)  Desechar el sobrenadante hasta 0,5 mL por encima del sedimento de células. Las células
se fijan en 5 mL de metanol: acido aceético (3:1).

4)  Centrifugar el tubo durante 5 min a 100 g.
5)  Repetir otras dos veces los pasos 3y 4.

6)  Despues de la ultima centrifugacion, desechar el sobrenadante y dejar alrededor de 0,3 mL
de solucidn fijadora sobre el sedimento de células. Seguidamente, desagregar suavemente el
sedimento y afadir alrededor de 0,5-1 mL de fijador volteando suavemente el tubo.

111-1.8. Obtencidn de la preparacion

Con una pipeta de Pasteur, colocar gotas de las células en portaobjetos limpios. Al observar
la formacion de anillos de Newton, iluminar cuidadosamente con una lampara de infrarrojos.

111-1.9. Protocolos de tincion

Si las células mitéticas CHO no estan premarcadas con BrdU, las preparaciones se pueden
tefiir con una solucién acuosa de Giemsa al 3 % (R66 mejorado de Gurr) durante 5 min.

Cuando las células mitéticas CHO estan premarcadas con BrdU, las preparaciones se
pueden tefir con la técnica de FPG (seccién 9.3). Por ultimo, aclarar las preparaciones con
agua destilada, dejarlas secar y montarlas colocando un cubreobjetos de 24 x 60 mm. Sin
embargo, téngase presente la reserva expuesta en la seccion 11.2.1.6 de que a menudo este no
es el método de tincion preferente y que basta con una tincion Giemsa simple.

183



Para bandeo C de los PCC (para el andlisis de dicéntricos), las preparaciones recién
obtenidas se trataran con HCI 1N durante 5 min, lavandose seguidamente en HCI 0,2N
durante 5 min. A continuacion, los portaobjetos se secan con papel absorbente y se tratan con
una solucion (5 %) de Ba(OH), (5 %) durante 3 min a temperatura ambiente. Se lavan las
preparaciones en HCI 0,2N durante 5 min y se incuban en SSC 2 x a 60 °C durante 30 min.
Lavar con tampén de Gurr (pH = 6,8) y tefiir con Giemsa al 6 % durante 30 min. Por ultimo,
aclarar las preparaciones con agua del grifo, dejarlas secar y montarlas colocando un
cubreobjetos. Adviértase que el procedimiento es ligeramente distinto del descrito en la
seccidn 9.3.3, aungue los dos funcionan.

Para detectar traslocaciones se pueden utilizar sondas especificas de cromosomas enteros
con una sonda pancetromérica siguiendo el mismo protocolo que para las metafases (véanse el
anexo Il y la figura 37). Luego se pueden detectar simultdneamente los dicéntricos y las
traslocaciones.

111-2. PCC POR INDUCCION QUIMICA

111-2.1. Utilizando linfocitos aislados

1)  Colocar 3 mL de sangre entera heparinizada en un tubo de LeukoPREP o Ficol-Hypaque.
2)  Centrifugar a 700 g durante 15 min a temperatura ambiente.

3)  Transferir los linfocitos aislados a un tubo de ensayo de 15 mL que contenga 5ml de
medio enriquecido con un 20 % de suero de ternera fetal para lavado.

4)  Centrifugar a 200-400 g durante 10 min a 4 °C.

5)  Suspender de nuevo los linfocitos en 6 mL de medio de cultivo enriquecido con un 20 %
de suero de ternera fetal y PHA.

6) Incubar a 37 °C durante 47 horas (un paso opcional es agregar Colcemid, 40 ng/mL, a
las 24 horas de tiempo de cultivo).

7)  Agregar al cultivo caliculina A a la concentracion final de 50 nM e incubar a 37 °C
durante 1 hora.

8)  Preparar una solucion hipotonica caliente (37 °C) de KCI 0,075M.

9)  Centrifugar las células a 200-400g durante 5-10 min y retirar el sobrenadante.

10) Agregar 2 mL de KCI 0,075M al sedimento de células e incubar a 37 °C durante 20 min.
11) Agregar 30 pL de metanol/acido acético (3:1) y voltear el tubo.

12) Centrifugar a 200-400 g durante 5-10 min a temperatura ambiente.

13) Agregar 1,8 mL de metanol: acido acético después de retirar el sobrenadante y transferir
a un tubo de 2 mL.

14) Conservar el tubo a -20 °C hasta preparar los portaobjetos.

111-2.2. Utilizando sangre entera heparinizada
1)  Colocar 0,75 mL de sangre entera heparinizada en un tubo de ensayo de 15 mL.

2)  Agregar medio de cultivo enriquecido con un 20 % de suero de ternera fetal y PHA
hasta obtener un volumen total de 10 mL.

3) Incubar a 37 °C durante 47 horas (un paso opcional es agregar Colcemid, 40 ng/mL, a
las 24 horas de tiempo de cultivo).
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4)

5)
6)

7)
8)
9
10)
11)
12)

Agregar al cultivo caliculina A a la concentracién final de 30 nM e incubar a 37 °C
durante 1 hora.

Centrifugar a 200—400 g durante 5-10 min a temperatura ambiente.

Agregar 5 mL de KCI 0,075M despues de retirar el sobrenadante, e incubar a 37 °C
durante 25 min.

Agregar 30 pL de metanol: &cido acético y voltear el tubo.

Centrifugar a 200—400 g durante 5-10 min a temperatura ambiente.

Agregar 2 mL de metanol: acido acético 3:1.

Repetir los pasos 8 y 9 hasta que el sedimento esté transparente y sea incoloro.
Transferir la suspension de celulas a un tubo de 2 mL.

Conservar el tubo a -20 °C hasta preparar los portaobjetos.
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Anexo IV

PRUEBA DE MICRONUCLEOS CON BLOQUEO DE LA CITOCINESIS

Se presenta a continuacion un protocolo estandar simple que da buen resultado. Existen
otros metodos, con pasos mas procedimentales y que utilizan cultivos de linfocitos aislados [1],
pero a efectos de la dosimetria bioldgica sistematica bastan los cultivos de sangre entera.

IV-1. PROTOCOLO ESTANDAR PARA LA PRUEBA DE MICRONUCLEOS CON
BLOQUEO DE LA CITOCINESIS

1)  La muestra de sangre se extrae con un anticoagulante de heparina de litio.

2)  Por regla general se agregan 0,5 mL de sangre entera a 4,5 mL de medio de cultivo
(RPMI-1640) enriquecido con 10 a 15% de suero de ternera fetal termoinactivado,
L-glutamina y antibidticos. Se agregan al cultivo 100 pL de fitohemaglutinina (por ejemplo,
PHA-M, Sigma, 25 mg/25 mL H,0), obteniéndose una concentracion final de 20 pg/mL.

3) Se cultiva la sangre en frascos de cultivo tisular a 37 °C, 5% CO; en atmdsfera
humidificada.

4) A las 24 horas de la estimulacion con PHA se agregan al cultivo 20 pL de citocalasina
B (Cyt-B), obteniéndose una concentracion final de 6 pg/mL. Se trata de la
concentracion Optima para acumular células BN en cultivos de sangre entera. Dado que
la Cyt-B se disuelve mal en una solucion acuosa, hay que preparar una solucién madre
de Cyt-B en dimetil sulfoxido (5 mg Cyt-B en 3,3 mL de DMSO), separarla en
fracciones y conservarla a -20 °C hasta su uso.

5) El cultivo llega a término a las 68—72 horas después de la estimulacion con PHA. El
momento de la cosecha elegido debe maximizar el nimero de células BN obtenidas,
reduciendo al minimo el de células mononucleadas o multinucleadas.

6)  Se centrifugan suavemente las células a 180 g durante 10 min y se elimina el medio de
cultivo sobrenadante.

7)  Se someten las células a tratamiento hipotonico con 7 mL de KCI 0,075M frio (4 °C)
para lisar los hematies y se centrifuga inmediatamente a 180 g durante 10 min.

8)  Se elimina el sobrenadante, que se sustituye por 5 mL de fijador recién preparado con
metanol: 4cido acético (10:1) diluido 1:1 con solucion de Ringer (4,5 g NaCl, 0,21g
KCl, 0,12 g CaCl, en 500 mL H,0). Hay que agregar el fijador agitando las células para
impedir que se formen grumos. Seguidamente, se centrifugan las células de nuevo a 180 g
durante 10 min.

9) Las células se lavan dos o tres veces con fijador recién preparado a base de metanol:
acido acético (10:1), esta vez sin solucion de Ringer, renovando el fijador cada vez,
hasta que la suspension de células esta clara.

10) Seguidamente, se retira el sobrenadante hasta 1 cm o menos por encima del sedimento de
células (en funcion del tamafio del sedimento), se resuspenden las células delicadamente,
y se vierte la suspension gota a gota sobre portaobjetos limpios, que se dejan secar al aire.

11) Para analisis al microscopio 6ptico, las células se pueden tefiir en Giemsa al 2—6 % (por
ejemplo, solucion de Giemsa de azur-eosina-azul de metileno, de Merck) en tampén
HEPES (0,03M ; pH 6,5) durante 10-20 min a oscuras, seguido de un répido aclarado
en agua destilada y secado al aire. O bien, para microscopia de fluorescencia, las células
se pueden tefiir con naranja de acridina (10 pg/mL en solucién salina tamponada con
fosfato a pH 6,9) durante 2-3 segundos.
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IV-2. PROTOCOLO DE TINCION DE CENTROMEROS DE MICRONUCLEOS

Para analizar los centromeros de los MN se puede utilizar una sonda pancentromérica
FISH comercial. La sonda pancentromérica también se puede preparar por amplificacion de la
PCR (cebador directo: 5’-GAA GCT TAA CTC ACA GAG TTG AA-3" cebador inverso: 5°-
GCT GCA GAT CAC AAA GAA GTT TC-3") [2].

A continuacion figura el protocolo de hibridacion in situ para la sonda comercial:

1)  Se obtienen las preparaciones segun el protocolo estandar de CBMN presentado mas
arriba (hasta el paso 10).

2)  Deshidratar las células pasando las preparaciones por una serie de etanol de 70-90-100 %,
2 min en cada paso, y secar al aire.

3)  Desnaturalizar las preparaciones:

i)  desnaturalizar la cromatina sobre el portaobjetos en formamida 70 % en SSC 2 x
durante 2 min a 70 °C;

i)  sumergir las preparaciones en etanol 70 % enfriado en hielo y deshidratar a través
de una serie de etanol de 70-90-100 %, 5 min e cada paso, sin dejar de agitar.

4)  Desnaturalizar la sonda inmediatamente antes de utilizarla:
i)  calentar la sonda a 37 °C durante 5 min;
i)  desnaturalizar la sonda a 85 °C durante 10 min (10 pL/sonda);
iii) mezclar bien y centrifugar rapidamente;
iv) enfriar inmediatamente con hielo y conservar a oscuras.
5)  Hibridacion:
i) aplicar 10 pyL de la sonda a la preparacion, tapar con un cubreobjetos y sellar con
adhesivo;
i) hibridar durante una noche entera a 37 °C a oscuras en un dispositivo de
humidificacion.
6) Lavado posterior a la hibridacion:

i) retirar el adhesivo, sumergir brevemente las preparaciones en formamida al 50 % y
retirar el cubreobjetos;

ii) lavar los portaobjetos en SSC 2x durante 5 min a 37 °C;

iii) lavar los portaobjetos dos veces en formamida al 50 % a 37°C durante 5 min cada vez;
iv) lavar los portaobjetos en SSC 2x durante 5 min a 37 °C;

v) lavar en solucién de lavado Tween (0,05 % en SSC 2x) durante 5 min a 37 °C;

vi) verter una gota de DAPI/producto de montaje antidestefiido en un cubreobjetos y
colocarlo sobre la preparacion.

7)  Las preparaciones se pueden conservar a temperatura ambiente, a oscuras, o se pueden
examinar inmediatamente al microscopio de fluorescencia.
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IV-3PRUEBA DE MICRONUCLEOS Y CITOMA CON BLOQUEO DE LA CITOCINESIS
EN LINFOCITOS AISLADOS (CBMN Cyt)

Se ha publicado recientemente el protocolo pormenorizado de la prueba CBMN Cyt [1].
En Fenech et al. [3] se puede consultar una coleccion completa de fotografias de los diversos
tipos de células examinados en la prueba CBMN Cyt.

IV-4 CALCULO DEL ERROR DEL iNDICE DE DIVISION NUCLEAR PARA LA
PRUEBA CBMN

La férmula para calcular el indice de division nuclear (NDI) y la varianza del NDI (para
la prueba de micronicleos, MN) que figura en la seccion 12.4.3 es la siguiente:

(M, +2M, +3M; +4M,
N

var(NDI) =" M, 2var(M,") +2>"" ZLM M;"M“cov(M,'M ")  (IV-2)

NDI = (IV-1)

En el cuadro 1V-1 se presenta un ejemplo desarrollado de calculo del NDI y la varianza.

CUADRO IV-1. DISTRIBUCION DE MICRONUCLEOQS

Numero de células con 1, 2, 3 0 4 micronucleos

N 1 2 3 4 NDI

500 169 + 111,878 239+ 124,758 48 +43,392 44 +40,128 1,934

En el cuadro IV-1 se presenta el namero de células con 1, 2, 3 0 4 micronlcleos de un
total de 500 células. EI NDI se calcula segun la ec. (IV-1) supra:

NDI = (169 + 2 x 239 + 3 x 48 + 4 x 44) / 500 = 1,934
Los valores de la varianza para cada valor se calculan utilizando la ecuacion binomial
(ec. IV-3):
var(M,) =N(M,/N)[@— (M, /N)) (IV-3)
Por consiguiente, para M:
var(M;) =500 (169 / 500) (1 - (169 / 500)) = 111,878

NB: Téngase presente que todas las cifras que se dan aqui se han calculado con Microsoft
Excel, siendo los valores correctos hasta un gran numero de decimales. Sin embargo, para
simplificar, los valores presentados en el texto se han redondeado al tercer decimal, de modo
que si se utilizan esos valores con una calculadora no se obtendran exactamente los mismos
resultados.

Para calcular la var(NDI), primero hay que obtener la suma del cuadrado de cada valor de
M;" multiplicada por su varianza:

S M, var(,) V-4

Sin embargo, dado que la covarianza solo se puede calcular correctamente a partir del
numero total de células con M = 1 a 4, en la ecuacion hay que sustituir M por los siguientes
valores de M’:
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CUADRO IV-2. VALORES CALCULADOS DE M;" Y VAR(M))

Valores de M; para la ec. (1V-2)

N 1 2 3 4

967 169 £ 139,464 478+241,719 144 +122556 176 + 143,967

Los valores de M se han recalculado de modo que M; =1 x 169; M, =2 x 239; M3 = 3x 48
y My =4 x44. El valor de n es la suma de esos componentes, que se calcula del modo siguiente:

n= (169 +2x 239 + 3 x48 + 4 x 44) = 967

Los valores de la varianza se recalculan segun la ec. (IV-3), pero utilizando los nuevos
valores de M; y n, por ejemplo:

var(M,") = 967 x (478 / 967) x (1 — (478 / 500)) = 241,719

Los valores de M; y var(M;) del cuadro 1V-2 se pueden utilizar entonces para calcular la
primera parte de la var(NDI), segun la ec. (1V-4):

Z; M. 2var(M,")

= M12 X Var(M]_) + M12 X Var(Ml) + M12 X var(l\/ll) + M12 X Var(M]_)

= (1697 x 139,464) + (4787 x 241,719) + (1442 x 122,556) + (1762 x 143,967)
=66 212 947,630

Seguidamente, segun la ec. (IV-1), hay que obtener la covarianza de cada conjunto de
datos, que se puede calcular segun la formula:

cov(M;",M ;") =-np,; p; (IV-5)

En esta ecuacion, piy p;j son la probabilidad de observar las distintas cantidades de
microndcleos en las células binucleadas, con lo que para M; a My, las probabilidades se
calculan del modo siguiente:

p. =169/ 967 = 0,175

P2 = (2 x 239) / 967 = 0,494
Ps = (3 x 48) / 967 = 0,149
P2 = (4 x 44) / 967 = 0,182

Por lo tanto, la covarianza de M;" y M, se calcula segln la ec. (IV-5):
cov(M; ,M;") =-967 x 0,175 x 0,494 = - 83,539

Los valores de la covarianza se calculan entonces de modo similar para cada conjunto
de Mi‘, Mj‘i
cov(M;,M3") =-967 x 0,175 x 0,149 = - 25,166
cov(M; ,My) =-967 x 0,175 x 0,182 = - 30,759
cov(M2,Ms) = - 967 x 0,494 x 0,149 = - 71,181
cov(Mz,My) =-967 x 0,494 x 0,182 = - 86,999
cov(M3,My) =- 967 x 0,149 x 0,182 = - 26,209
Hay que calcular entonces los distintos componentes de la segunda parte de la ec. (1V-2).
Por ejemplo, parai=1yj=2:

M;i"M;" cov(M;",M;") = 169 x 478 x (- 83,539) = -6748429,704
De modo similar, para poder realizar las sumasdei=1a4yj=i+la4:

M; M3 cov(M;',M3") = 169 x 144 X (- 25,166) = -612 451,806
M: M cov(M;',Ms) = 169 x 176 x (- 30,759) = -914 897,142
M, M3 cov(My',M3") = 478 x 144 x (- 71,181) = -4 899 528,670
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M, M cov(M,',Ms)) = 478 x 176 x (- 86,999) = -7 319 049,001
M3 Mg cov(Ms',Ms) = 144 x 176 X (- 26,209) = -664 238,196

Una vez calculados todos los componentes, se pueden sumar segun la segunda parte de la
ec. (IV-2), obteniéndose un total de -21 158 594,519. Segun la ec. (IV-2), la varianza del NDI
es, por consiguiente:

var(NDI) = 66 212 947,630 + 2 x (-21 158 594,519 )= 23 895 758,592

Para transformar el resultado en un valor normalizado de error estandar, con el fin de
presentarlo con el valor del NDI, se utiliza la ecuacion siguiente:

JJvar(NDI)
SE(NDI) = . Jn _ VV&;EE\:D') (IV-6)

Utilizando los valores calculados antes, se obtiene un valor del error estandar de:
SE(NDI) = (23 895 758,592)*2) 1 9672 = 0,163

Por consiguiente, el valor del NDI calculado con los datos del cuadro 1V-1 es de
1,934 + 0,163.
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Anexo V

CRITERIOS PARA DETERMINAR EL INDICE MITOTICO

El procedimiento para determinar el indice mitdtico para la prueba de dicéntricos es el
siguiente:

o Excluir los nacleos de las células polimorfonucleares, las células no estimuladas
(nucleos pequefios), muertas 0 moribundas y los micronucleos.

o Contar el nimero de nucleos de las células mitéticas y las células estimuladas
(blastocitos con nucleos grandes) y utilizar la ec. (V-1) para calcular el indice mitotico
de las células estimuladas.

Dada la variedad de tamarios de los nucleos de las células estimuladas, hay que establecer
un limite arbitrario que separe los ndcleos pequefios estimulados de los ndcleos no
estimulados. En las “extensiones metafasicas” se incluyen las profases y las anafases.

(#metafases) x100
#metafases+ blastos

Indice mitotico =

(V-1)

En la figura V-1, el indice mitético seria (3/(3+12)) x 100= 20 %, aunque por regla
general en el anélisis completo del indice mitotico se cuentan 500 células.
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Fig. V-1. Imagen a poco aumento de una preparacion tipica de cultivo de linfocitos. Los
circulos blancos sefialan nacleos que se contabilizan como blastos, los circulos rojos, nucleos
que no se cuentan, los rectangulos, extensiones metafésicas.
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Anexo VI
ANALISIS ESTADISTICO

En secciones precedentes, en particular en las secciones 8 y 9, se han dado ejemplos de
calculos mediante procedimientos estadisticos aplicados el analisis y la interpretacion de datos
de biodosimetria citogenética. Existe una gran variedad de libros de texto sobre estadistica,
algunos de ellos orientados especificamente a las aplicaciones bioldgicas y biomédicas. Por
consiguiente, en la presente publicacion no se abarcan los procedimientos estadisticos de
forma muy pormenorizada. No obstante, en este anexo se ofrece una breve introduccion a las
pruebas y distribuciones estadisticas utilizadas mas a menudo en el campo de la biodosimetria
citogenética. En la parte 3 de este anexo figura una rutina informatica para el ajuste de la
curva de dosis-respuesta.

VI-1. METODOS ESTADISTICOS BASICOS DE USO EN CITOGENETICA
VI-1.1. Error estandar y desviacion estandar

La desviacion estandar (SD) de un conjunto de datos es simplemente una medida del
promedio de la dispersion (distancia) de las cifras respecto de su valor promedio. Da una
indicacion de lo dispersos que estan los valores en el conjunto de datos.

El error estandar de la media (EEM) es una medida de la probable desviacion de la media
de la muestra respecto de la media verdadera de la poblacién. Equivale a la desviacion
estandar estimada del error del método. EI EEM cuantifica la exactitud con que se conoce la
verdadera media de la poblacion. EI EEM disminuye a medida que aumenta el tamafio de la
muestra, porque es mucho mas probable que la media de una muestra grande esté mas cerca
de la verdadera media de la poblacién que la media de una muestra pequefia.

VI-1.2. valores de p

El valor de p representa la probabilidad de obtener un resultado que sea por lo menos tan
extremo como un punto de datos dado, en el supuesto de que el punto de datos es resultado
solo del azar. Por ejemplo, dada la hip6tesis nula de que dos medias poblacionales son
idénticas, un valor de p de 0,03 representaria una probabilidad del 3 % de observar una
diferencia tan grande como la diferencia medida si la hipétesis nula fuera verdadera. El
muestreo aleatorio de poblaciones idénticas daria una diferencia menor que la medida en
el 97 % de los experimentos, y mayor que la medida en el 3 % de los experimentos.

En las pruebas estadisticas, si p > el nivel de significacion (a menudo 0,05), los datos no se
apartan significativamente del modelo previsto y, por lo tanto, no se puede rechazar la hipétesis
nula. Importa sefialar que, en la situacion precedente, la afirmacion de que se tiene una seguridad
del 95% de que el valor verdadero desconocido del pardmetro esta contenido en el intervalo
definido por los limites de confianza significa en realidad que el intervalo se ha definido
utilizando un procedimiento que logra dar los resultados correctos en un 95 % de los casos.

En el caso de comparaciones multiples, el valor de p se debe modificar del modo
siguiente: Para un nimero N de hipdtesis nulas independientes, la probabilidad de obtener por
azar uno o mas valores de p inferiores al umbral, t = 0,05, es de 100(1,00 — 0,95"). El umbral
necesario para asegurarse de que el riesgo general de rechazar incorrectamente una hipotesis
nula verdadera es < 0,05 es de 1,00 — 0,95,

VI-1.3. Prueba de la ji al cuadrado

La prueba de la ji al cuadrado (la desvianza residual, o suma residual de los cuadrados de
las desviaciones (x° de Pearson)) se utiliza para evaluar estadisticamente las diferencias
significativas entre proporciones de resultados que siguen una distribucién normal. El valor de
p para ¥* (con el nimero de grados de libertad asociado) da la probabilidad de que las
diferencias entre los resultados se deban al azar. Es usual fijar el nivel de significacion en
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el 95 %, lo que significa que para un conjunto de datos que sigue una distribucién normal,
cabria prever ese grado de variacion tnicamente un 5 % de las veces.

En la prueba de la ji al cuadrado aplicada a la homogeneidad se compara un cierto
namero de mediciones, para comprobar la hipdtesis nula de que las frecuencias relativas de
los sucesos observados siguen la distribucion de la ji al cuadrado. En citogenética, la prueba
de la ji al cuadrado aplicada a la homogeneidad se utiliza para comprobar las diferencias entre
un cierto nimero de conjuntos de datos, por ejemplo, la cantidad de dicéntricos observados en
las células examinadas, con el fin de determinar el nimero de poblaciones distintas que
contiene el conjunto de datos.

En general, e estadistico ji solo es fiable para muestras de tamafio superior a ~ 5. Para
tamafos de muestras inferiores se puede aplicar la correccion de Yates con el fin de reducir el
error introducido al aproximar los datos a la distribucion de la ji al cuadrado. En efecto, la
correccion reduce el estadistico de la ji al cuadrado y, de ese modo, aumenta el valor de p
asociado. No obstante, dado que la aplicabilidad de la correccion es variable y el factor de
correccion puede ser demasiado grande, es aconsejable aplicarla con prudencia.

En el caso especial de comparacion de dos muestras, se prevé que los datos seguiran una
distribucién binomial. En este caso, x> se calcula utilizando la aproximacién normal a la
distribucion binomial, que es la prueba de la ji al cuadrado con un grado de libertad. La
version binomial de la prueba de la ji al cuadrado se puede utilizar para comparar un conjunto
Unico de recuentos observados y recuentos previstos, por ejemplo, la cantidad de dicéntricos
de una muestra de sangre de control, no expuesta, con la cantidad de una muestra expuesta.

VI-1.4. Prueba de lat

La prueba de la t es una prueba de hipoétesis estadistica en la cual la hipotesis nula es
verdadera si el estadistico de prueba, t, sigue una distribucion t. La prueba es valida para
muestras pequefias, en las que no se puede especificar que la poblacién siga una distribucion
normal porque la desviacion estandar de la poblacion es incierta. En la prueba de la t se tiene
en cuenta el efecto del azar, para lo cual se incorpora informacion acerca del nimero de
muestras. En citogenética, la prueba de la t se suele utilizar para determinar si la diferencia
entre dos recuentos de Poisson es significativa, comparandose las medias con el fin de
determinar si los dos conjuntos de datos proceden de la misma poblacién. También en este
caso, el valor de p se utiliza para determinar si las diferencias entre las muestras son
significativas, y el nivel de significacion suele establecerse en el 95 %, o 0,05.

Existe un cierto niamero de formas distintas de la prueba de la t, que tienen validez en
situaciones distintas. La prueba de la t para datos emparejados se utiliza con muestras que tienen
dependencia directa. Un ejemplo de ello serian las cantidades de dicéntricos recontadas por dos
operarios distintos en un mismo conjunto de preparaciones. En la prueba de la t para datos
emparejados, las dos muestras, en este caso las celulas examinadas, tienen que tener siempre el
mismo tamafio. Por el contrario, la prueba de la t para datos independientes se aplicaria, por
ejemplo, a la cantidad de dicéntricos recontados por dos operarios distintos en dos conjuntos
distintos de preparaciones. En este caso, las muestras pueden tener tamafios iguales o distintos.
Las pruebas de la t pueden ser unilaterales o bilaterales. Las pruebas unilaterales se utilizan para
determinar si una muestra es significativamente mayor que otra. Las pruebas bilaterales se
utilizan para determinar si las diferencias entre los conjuntos de datos son significativas en
alguna de las direcciones, es decir, si la muestra 1 es mayor o menor que la muestra 2.

VI1-1.5. PruebadelaF

La distribuciéon F es una distribucién de probabilidad continua que equivale a la razon de
dos distribuciones de ji al cuadrado. Por lo tanto, la prueba de la F, basada en esta distribucion,
se puede utilizar para comparar datos y determinar si proceden de la misma distribucién. La
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prueba de la F, o prueba de la z, se puede utilizar para verificar la significacion de los
coeficientes obtenidos en el ajuste de la curva por maxima verosimilitud. Cuando hay pruebas
de falta de ajuste (por ejemplo, a partir de la prueba de la 5°), hay que utilizar la prueba de la F
para determinar la significacion de los coeficientes. A diferencia de la prueba de la t, que se
utiliza para comparar medias, en la prueba de la F se comparan las varianzas de los conjuntos de
datos. El uso mas comun de la prueba de la F es el analisis de la varianza.

VI-1.6. Analisis de la varianza (ANOVA)

Por analisis de la varianza se entienden una serie de métodos utilizados para verificar la
igualdad de las medias. En el método ANOVA se utiliza la distribucion F para verificar las
diferencias entre tres 0 mas grupos independientes, que siguen una distribucién normal, con
homogeneidad de la varianza, o entre una serie de mediciones repetidas. En el ANOVA se
evalla la importancia de uno o mas factores comparando las medias de la variable de
respuesta en los diferentes niveles de los factores.

El valor de p para cada factor describe la probabilidad de que una alta varianza entre los
grupos, comparada con la variacion dentro de los grupos, se deba al azar. El valor de p se
puede imaginar como la probabilidad de que un muestreo aleatorio dé lugar a unas medias que
estén tan alejadas (o mas) que las observadas en el experimento.

En citogenética, el método ANOVA se puede utilizar en cualquier circunstancia en que se
precise comparar tres 0 mas grupos, o dos 0 mas factores. Puede tratarse, por ejemplo, de la
verificacion de los efectos combinados del nivel de la dosis de radiacién y del
fraccionamiento de la dosis, o de la exposicion a la radiacion y a productos quimicos. Existe
un gran ndmero de formas diferentes de la prueba, pero la mayoria de los paquetes
comerciales de tratamiento de datos tienen capacidad para aplicar modalidades del ANOVA,
y en los textos sobre estadistica se puede consultar informacion complementaria.

Aungue en principio el ANOVA es un método de analisis paramétrico, que por regla general
solo se puede aplicar a datos con distribucién normal, el tipo de datos que més a menudo se
manejan en citogenética (es decir, datos que siguen una distribucion de Poisson), se aproximan lo
suficiente a una distribucién normal para que se pueda aplicar el ANOVA. En caso contrario, se
dispone de un gran numero de analisis no paramétricos, como se expone a continuacion.

VI-1.7. Pruebas no paramétricas

Cuando no se satisface la condicién de normalidad, se pueden aplicar pruebas no
paramétricas. La prueba de Wilcoxon es una prueba no paramétrica analoga a la de la t para
datos emparejados. Se puede utilizar para comparar uno o dos conjuntos de datos. Se trata de
una prueba del orden con signo, y por lo tanto requiere que los datos se midan cada cierto
intervalo. El estadistico de la prueba verifica la igualdad de las medianas de la poblacion. Para
muestras independientes se puede utilizar la prueba de Mann Whitney. Se trata de la version
no paramétrica de la de la t, que se puede utilizar para verificar si dos conjuntos de datos no
emparejados proceden de la misma distribucion. En la comparacion de multiples conjuntos de
datos, la prueba de Kruskal Wallis es una extension de la prueba de Mann Whitney, que es
analoga al método ANOVA.

VI-2. DISTRIBUCIONES ESTADISTICAS

Para modelizar la probabilidad de que un suceso tenga lugar se pueden utilizar varias
formas y clases de distribuciones. Para que el analisis de los datos sea exacto importa mucho
el tipo de distribucion que se elija, habiéndose propuesto y aplicado varios modelos para la
evaluacion de los datos citogenéticos. Se examinan a continuacion una seleccion de los
modelos mas comunmente utilizados y su aplicabilidad a la citogenética de las radiaciones.
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VI1-2.1. Distribucién de Poisson

La distribucion de Poisson es una distribucion de probabilidad discreta que expresa la
probabilidad de que se produzcan sucesos aleatorios infrecuentes. La distribucién de Poisson
es con diferencia el tipo de distribucién méas conocido y utilizado para el analisis de datos en
citogenética. Los datos de aberraciones cromosomicas suelen ser muy escasos, y Edwards
et al. mostraron que es mucho mas realista suponer que las aberraciones cromosémicas siguen
una distribucion de Poisson antes que una distribucién normal [4]. Merkle demostrd que las
pruebas de la bondad del ajuste basadas en Poisson, incluidas la de ¥ la de la varianza y la de
la u que se examinan en la presente publicacion, se podian aplicar a los datos citogenéticos, en
particular en el caso de las muestras de gran tamafio [5]. Se ha demostrado que, para el ajuste
de la curva, el andlisis de regresion se puede aplicar a los datos de tipo Poisson. Los formas
resultantes del ajuste por maxima verosimilitud [6] y/o minimos cuadrados ponderados [7] se
utilizan ahora de modo casi general para obtener curvas de calibracion basadas en la dosis
para aberraciones cromosomicas tales como los dicéntricos y los micronucleos.

V1-2.2. Distribucion binomial

La distribucion binomial es una distribucion de probabilidad discreta que describe la
probabilidad del numero de resultados favorables de una secuencia de experimentos
independientes, cada uno con dos resultados posibles. En cada caso, el resultado 1 tiene
asociada una probabilidad p, y el 2 una probabilidad 1 — p. En citogenética, un buen ejemplo
de conjunto de datos que se pueden modelizar con esta distribucion es el recuento de células
dafadas, siendo los dos resultados “binomiales”, que la célula esta dafiada, o esta intacta. En
efecto, la distribucion binomial se utiliza a menudo para calcular los errores estandar
asociados con la produccion de células dafiadas.

V1-2.3. Modelo de Poisson mixto

Sasaki [8] ha presentado un método de analisis de los datos de aberraciones cromosomicas
ideado para superar los problemas derivados de la estimacion incorrecta de la dosis promedio
como consecuencia de la falta de homogeneidad. La poblacion de células comprende una
mezcla de subpoblaciones, cada una de ellas expuestas a una dosis diferente, que provoca una
cantidad de dafio diferente. Por consiguiente, la distribucion del dafio cromosémico en las
células se puede expresar a modo de una distribucion de Poisson mixta, cuyo “despliegue”
genera un perfil de la distribucion de la dosis. Se ha demostrado que ese modelo proporciona un
ajuste adecuado de la curva lineal cuadréatica de dosis-respuesta para datos simulados y reales.

VI1-2.4. Distribucién binomial negativa

Igual que la distribucion de Poisson, la distribucion binomial negativa es una distribucion
de probabilidad discreta, pero tiene un parametro adicional que se puede utilizar para
representar la sobredispersion. Cuando el pardmetro de sobredispersion tiende a 0, la binomial
negativa tiende a Poisson [9]. Varios autores han utilizado la distribucion binomial negativa
en lugar de la Poisson, por ejemplo, en un estudio de 2008 de la frecuencia de traslocaciones
entre los pilotos de una compafiia aérea [10].

VI1-2.5. Distribucion de Neyman de tipo A

En 1939, Neyman introdujo esta nueva clase de distribuciones en la verificacion de la
diferencia entre las medias de dos muestras que tienen varianzas diferentes. Difiere asi de otras
pruebas estandar tales como la prueba de la z o la de la t, por ejemplo, que se basan en datos que
siguen una distribucién normal con desviaciones estdndar conocidas y desconocidas,
respectivamente, y en las cuales la varianza tiene que ser similar, cuando no idéntica. La
distribucion de Neyman de tipo A tiende a una distribucion de Poisson generalizada a medida
gue aumenta el tamarfio de la muestra [11]. En 2008, Morand et al. publicaron una nota técnica
en la que se describe el programa informéatico NETA, que se puede utilizar para el calculo de los
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limites de confianza del 95 % de los sucesos que siguen una distribucion de Neyman de tipo A
[12]. Morand y sus colegas encontraron que los limites de confianza calculados mediante la
distribucion de Neyman eran menores que los calculados aplicando el método tradicional
basado en Poisson para muestras (nimeros de células) de pequefio tamafio [12].

VI1-2.6. Otras distribuciones

La distribucion beta define una familia de distribuciones de probabilidad continuas,
definidas en el intervalo 0-1 por dos pardmetros de forma, usualmente denominados a y B. Las
distribuciones de Dirichlet son una ampliacion de la distribucion beta para multiples parametros
(>2). Stiratelli et al. [13] compararon las distribuciones de Poisson y binomial para las lesiones
cromosomicas inducidas por productos quimicos con las distribuciones binomial beta, binomial
negativa y binomial correlacionada. A diferencia de las distribuciones de Poisson y binomial
simple, estos modelos no se basan en la independencia de la respuesta celular. Los autores
constataron que todos los modelos basados en la distribucién beta mostraban ajustes respecto de
los modelos de Poisson y binomial (verificados con la prueba de la y). El modelo beta-binomial
proporciond el mejor ajuste respecto del conjunto de datos del autor [13].

La distribucion logaritmica normal fue descrita formalmente por Aitchison y Shen
en 1980. La transformacion logistica de una distribucion normal d-dimensional produce una
distribucion logaritmica normal en el simplex d-dimensional. Esta distribucion se puede
aplicar en el diagnostico estadistico cuando la clasificacion de los casos basicos plantea cierta
incertidumbre, como ocurre con los datos de aberraciones cromaticas. Los autores dan
ejemplos de uso, por ejemplo, en la descripcion y el analisis estadistico directo de datos de
composicion y probabilisticos, o como sustituto de la distribucion a priori conjugada de
Dirichlet en el analisis de datos multinomiales y de la tabla de contingencias [14].

VI-3. RUTINA PARA EL AJUSTE DE LAS CURVAS DE DOSIS-RESPUESTA

En la seccion 8.3 se han descrito programas informaticos para el ajuste de curvas. En el
presente anexo se presenta un ejemplo desarrollado en el que una de las opciones
informaticas, un instrumento basado en el entorno R, se aplica a los datos de ®Co del
cuadro 4. Mientras que los programas CABAS y Dose Estimate se pueden encontrar en forma
de paquetes ya preparados, el procedimiento R necesita una rutina escrita por un matematico.
La rutina necesaria ha sido ya redactada (por H. Braselmann) y se presenta aqui integra en el
recuadro 1, dado que no se ha publicado en ningun otro lugar.

La rutina consta de cuatro partes. La primera sirve para ingresar los datos observados, es
decir, las dosis, la cantidad de aberraciones, el nimero de células examinadas y el indice de la
distribucion (disp). Para ese indice hay dos opciones; se puede utilizar un valor constante para
todos los puntos de dosis, 0 asignar un valor propio a cada dosis. En el ejemplo desarrollado
se utiliza un valor constante de 1,0. La opcion alternativa, que también se muestra, seria
utilizar los distintos valores de o°/y que se muestran en el cuadro 4. (Téngase presente que en
la rutina, las lineas que empiezan con el simbolo “#’ son solo para informacion y no se
ejecutan). La parte siguiente sirve para ingresar los ajustes optimos; i) el coeficiente de
correlacion sigma, para el que se recomienda ya sea utilizar el valor 1 o bien calcular el
coeficiente; ii) la ponderacién necesaria; y iii) la funcién que se desea ajustar. Para ello, hay
que ingresar ‘I’ para un ajuste lineal o ‘lg’ para un ajuste lineal cuadratico. Las dos partes
restantes solo tendrian que modificarlas los desarrolladores de la rutina. Si se desean ajustar
los datos a la funcion de dosis-respuesta lineal, los valores que se ingresarian para los datos
del cuadro 4 correspondientes al “He se muestran a continuacién del recuadro 1. A partir de
ahi, la rutina es idéntica a la que figura en el recuadro 1.

Para ejecutar la rutina, hay que descargar el programa R del sitio Internet (véase la
seccion 8.3). En la version en pdf de la presente publicacion, copie la rutina que aparece en el
recuadro 1 y péguela directamente a un procesador de textos. Sustituya los datos de entrada
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del ejemplo del ®Co por los suyos y elija las opciones que desee, por ejemplo, ‘I’ o ‘Ig’.
Cuando tenga en pantalla el programa R, pegue la rutina a partir del simbolo >.

El resultado se muestra en el recuadro 2, donde x0, x1 y X2 son, respectivamente, los
coeficientes C, oy B de la ec. (2), junto con sus errores estandar. El valor de z es una prueba
de la significacion de cada uno de los coeficientes, con su probabilidad (Pr). Se muestran
asimismo los valores de la varianza y la covarianza para cada coeficiente. Obsérvese que los
valores de los coeficientes son idénticos a los que figuran en el cuadro 5 y los de la
varianza/covarianza, a los mostrados en la seccién 9.7.3. El programa R también da en su
resultado los puntos de datos y la curva ajustada en forma de grafico (figura VI-1).
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RECUADRO 1. RUTINA DE AJUSTE DE LA CURVA APLICADA A MODO DE
EJEMPLO CON LOS DATOS DE %°co

## latest changes: H. Braselmann, 2010, April 9™

## Helmholtz Zentrum Miinchen, Department of Radiation Cytogenetics, Germany
## contact details: braselm@helmholtz-muenchen.de

## user part: data

# cobalt-60 gamma (86)
dose<-c(0,0.1,0.25,0.5,0.75,1,1.5,2,3,4,5)
ab<-c(8,14,22,55,100,109,100,103,108,103,107)
cells<-c(5000,5002,2008,2002,1832,1168,562,332,193,103,59)
disp<- 1.0

#disp<- ¢(1.0,1.0,1.08,0.97,1.03,1.0,1.06,1.14,0.83,0.88,1.15)
## user part: option settings

sigma<-1  # regression sigma 1 or

#sigma<- NULL # NULL (regression sigma estimated)

wt<- 1/disp  # weight setting, required!

model<- “Ig”
#model<- “1”
#e” for linear or “Iq” for linear quadratic

# a background value (c) is fitted in both options

S T AR R
## execution part: changes recommended only for developpers of the script ##
B R R R R R R R R
if (length(disp)==1) disp<- rep(disp,length(dose))
kurvendaten<-data.frame(dose,ab,cells,disp)
print(kurvendaten)
x0<-cells
x1<-cells*dose
x2<-cells*dose*dose
modelldaten<-list(x0,x1,x2,ab)
if (length(wt)==1) wt<- rep(wt,length(dose))
if (model=="19” & sigma==1)

result<-gim(ab ~ -1 + x0+x1+x2,family=poisson(link = “identity”), weights=wt, data=modelldaten)
if (model=="19" & is.null(sigma))

result<-gim(ab ~ -1 + x0+x1+x2,family=quasipoisson(link = “identity”), weights=wt, data=modelldaten)

if (model=="1" & sigma==1)
result<-gim(ab ~ -1 + x0+x1,family=poisson(link = “identity”), weights=wt, data=modelldaten)
if (model=="1" & is.null(sigma))

result<-gim(ab ~ -1 + x0+x1,family=quasipoisson(link = “identity”), weights=wt, data=modelldaten)
smry<-summary(result,correlation=TRUE)
#smryS$coefficients
#smry$correlation
cormas<-smry$correlation
bstat<-smry$coefficients
seb<-bstat[,2]
vakoma<-corma*outer(seb,seb)
vakomas<-vcov(result)
TR RS R
## output of results ##
R T HHHHH
cat(“\n”)
cat(“Result of curve fit 'result\n)
cat(“ \n”)
print(result)
cat(“\n”)
cat(“assumed sigma\n”)
print(sigma)
cat(“\n”)
cat(“Coefficients 'bstat'\n”)
print(bstat)
cat(“\n”)
cat(“variance-covariance matrix 'vakoma'\n)
print(vakoma)
cat(“\n”)
cat(“correlation matrix ‘corma’\n)
print(corma)
par(lwd=2)
plot(dose, ab/cells)
if (model=="19") curve(bstat[1,1]+bstat[2,1]*x+bstat[3,1]*x*x,0,max(dose), add=TRUE)
if (model=="1") curve(bstat[1,1]+bstat[2,1]*x,0,max(dose), add=TRUE)
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Valores de entrada para el ajuste de los datos de “He al modelo lineal.

# 20 MeV helium a- particles (87)
dose<-c(0,0.051,0.104,0.511,1.01,1.536,2.05,2.526,3.029)
ab<-c(3,19,27,199,108,96,120,148,108)
cells<-c(2000,900,1029,1136,304,142,137,144,98)

disp<- 1.19

sigma<- NULL

wt<- 1/disp

model<- “I”

RECUADRO 2. RESULTADO DEL AJUSTE CON LOS DATOS DE ®co

R R Console E\@
| -

Degrees of Freedom: 11 Total (i.e. Null); 8 EResidual

Hull Deviance: Inf
Residual Deviance: ©.838 AIC: T77.45
2

> cat(™\n")

» cat ("assumed sigma‘n™)
assumed =igma

> print (sigma)

[1] 1

b

> cat(™\n")

> cat ("Coefficients 'batat'\n"
Coefficients 'bstat'
> print(b=stat)
Eztimate Std. Error z wvalue Pr(=|z])

®x0 0.001280305 0.000471403 2.71594¢ 6£.608665=2-03
x1 0.021029057 0.005158027 4.0769%958 4.562880e-05
®*2 0.063062041 0.004008607 15.733158 8.9627672-56
>

> cat(™\n")

> cat("variance-covariance matrizx 'vakoma'in"™)
variance-covariance matrix "wvakoma'
> print (vakoma)

=0 =1 =2
x0 2.222208e-07 -9.850440e-07 4.380950e-07
x1l -9.950440e-07 2.660524e-05 -1.510943e-05
X2 4.380950e-07 -1.510943e-05 1.606893e-05
= |
> cat(™\n")

m

» cat("correlation matrix "corma’\n")

< | 1 2
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IR R Graphics: Device 2 (ACTIVE)

1.5

1.0

abicells

0.0

dose

Fig. VI-1. Resultado obtenido con los datos de ®°Co presentado a modo de gréafico en el que
se muestran los puntos de datos observados y la curva de ajuste lineal cuadratica.
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Anexo VI

EJEMPLO DE EJERCICIO DE COMPAF\jACION ENTRE LABORATORIOS
CON FINES DE GARANTIA DE LA CALIDAD

En el presente anexo se da un ejemplo de comparacion internacional realizado entre 14
laboratorios de dosimetria bioldgica. El ejercicio consistio en el analisis de preparaciones de
metafases de sangre que habfa sido irradiada in vitro a 0,75 y 2,5 Gy con rayos v de ®Co. Se
pidi6 a los laboratorios participantes que notificaran la frecuencia de dicéntricos que habian
obtenido y la dosis estimada después de analizar 50 y 100 células (en modalidad de triaje) y
después de un examen convencional de 500 células, 0 menos si llegaban antes a recontar 100
dicéntricos. En esta comparacion entre laboratorios se evalud el desempefio de cada centro y
la reproducibilidad del ejercicio aplicando métodos robustos (algoritmos A y S), segin se
describen en las normas I1SO 5725-5 e 1SO 13528:2005 [15, 16].

En el presente anexo se muestra, a modo de ejemplo desarrollado, Unicamente un
subconjunto de los resultados de la comparacion entre laboratorios, los obtenidos después de
analizar 500 células a 0,75 Gy. Los pormenores completos se pueden consultar en [17].

Para determinar el desempefio de los laboratorios se utilizé la prueba de la z:

7 = (XI Xref ) (V”_l)
(6 +u

La prueba de la z considera los valores notificados por cada laboratorio para la frecuencia
de dicéntricos observada o la dosis estimada, que se habra derivado refiriendo la frecuencia de
dicéntricos a la curva de dosis-respuesta propia del laboratorio (x;). Para el anélisis de la
frecuencia, Xy fue un valor de consenso (promedio robusto, x*, obtenido con el algoritmo A),
y para el analisis de la estimacion de la dosis fue la dosis fisica administrada. La prueba de
la z también tiene en cuenta la desviacion estandar robusta (s') obtenida por el algoritmo A 'y
la incertidumbre estandar del valor de consenso o de referencia (uy). Cuando se evaluaron las
frecuencias, uy se calcul6 del modo siguiente:

U =125%3 (ViI-2)

donde p es el nimero de laboratorios participantes.

En lo que se refiere a la estimacion de la dosis, la incertidumbre, designada por uy, de las
mediciones fisicas de las dosis efectivamente administradas a las muestras de sangre se
considerd despreciable de conformidad con los criterios que figuran en la ec. (VI1I-3).

096<——~ <1 (VI1-3)

Para evaluar el desempefio de los laboratorios se aplicaron los criterios siguientes:

|z]|<2 satisfactorio
2<|z|<3 dudoso
|z|>3 insatisfactorio
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En lo que se refiere a la frecuencia de dicéntricos, el valor de z obtenido para cada
laboratorio se muestra en la figura VII-1. En este caso, el promedio robusto utilizado como
Xref fue de 0,05, y s* valia 0,01. Todos los valores de z se situaron entre -1,66 y 1,21y, de
conformidad con los criterios de aceptacion, todos se consideraron “satisfactorios”.

valor de z obtenido
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Lé L L8 L13 L1 Le L2 L12 L4 L: L7 L2 Le L1
# Laboratorio

Fig. VII-1. Para la frecuencia de dicéntricos, valor de z obtenido para cada uno de los
laboratorios participantes.

En la figura VII-2 se muestran, para cada laboratorio, las estimaciones de la dosis
notificadas y los intervalos de confianza del 95 %. La linea horizontal continua representa la
dosis fisica administrada y las lineas punteadas corresponden al intervalo de 1,96s*. En este
caso, solo a L11, que notificd una dosis estimada de 0,98 Gy, le correspondio un valor de z
que lo calificaba de “dudoso” (2.12).
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Fig. VII-2. Dosis estimada por cada uno de los laboratorios participantes.

La reproducibilidad del ejercicio se evalu6 mediante la desviacion estandar de la

reproducibilidad (Sg):
s.=ls°f +s.1-¥/) (VII-4)

En esta formula se considera la variabilidad entre laboratorios mediante la desviacion
estandar robusta (s*) obtenida con el algoritmo Ay la variabilidad entre laboratorios mediante
la desviacion estandar de la repetibilidad (S,) obtenida con el algoritmo S. En la ec. (V1I-4), n
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representa las mediciones duplicadas de cada laboratorio participante, que en el presente
ejercicio fueron 2. Despues de analizar 500 células a 0,75 Gy, los valores de Sg fueron
de 0,013 para la frecuencia 'y 0,116 para la dosis. Para comparar la reproducibilidad de las dos
mediciones, frecuencia y dosis, se definio el coeficiente de variacion (CV).

El CV indica la dispersion general de los resultados y se calcula como la razon Sg/x*. En el
presente ejemplo se obtuvieron los coeficientes 24,4 % y 15,6 % para la frecuencia y la dosis,
respectivamente. Los resultados indicaron que la reproducibilidad era mejor para las dosis que
para las frecuencias de dicéntricos.

Las futuras comparaciones entre los mismos laboratorios determinaran si se puede mejorar la
reproducibilidad. Si no se puede mejorar, entonces el valor obtenido se aceptara a modo de
variabilidad asociada a los errores aleatorios del método.
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ace
ADN
AFRRI
ANOVA
ARNasa
AS

ATP

BD
BER

BN
BrdU
BSS
CABAS
CBMN
CBMN Cyt
CcC
CCD
CHO
CP
Cyt-B
DAPI
DCA
DDR
DER

df

dic

LISTA DE SIGLAS
fragmento acéntrico

acido desoxirribonucleico

Armed Forces Radiobiology Research Institute
(Estados Unidos de América)

analisis de la varianza

ribonucleasa

puntos sin base

trifosfato de adenosina

dafio en las bases

reparacion por excision de pares de bases
célula binucleada

bromodesoxiuridina

Normas bésicas de seguridad

programa informatico para el célculo de las aberraciones

cromosémicas

prueba de micronucleos con blogqueo de la citocinesis
prueba de microndcleos y citoma con blogueo de la

citocinesis
control de calidad

dispositivo de carga acoplada
ovario de hdmster chino

sonda centromerica

citocalasina B
4'.6’-diamidino-2-fenilindol

prueba de cromosomas dicéntricos
dispositivo de dispersién radiactiva
dispositivo de exposicion radiactiva
grados de libertad

cromosoma dicéntrico
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DMSO dimetil sulfoxido

DNI dispositivo nuclear improvisado

DPC entrecruzamientos entre ADN y proteinas

DSB rotura bicatenaria

DTL dosimetro de termoluminiscencia

EBR eficacia bioldgica relativa

EDTA acido etilenodiaminotetraaceético

ESR resonancia de espin electronico

FISH hibridacion in situ con sondas fluorescentes

FPG fluorescencia mas Giemsa

GC garantia de calidad

HBSS solucién salina equilibrada de Hank

HPBL linfocitos humanos de sangre periférica

HRR reparacion por recombinacion homoéloga

HUMN micronucleo humano

ICRP Comision Internacional de Proteccion Radioldgica

ICRU Comision Internacional de Unidades y Medidas
Radioldgicas

IRSN Instituto de Radioproteccion y Seguridad Nuclear

ISO Organizacion Internacional de Normalizacion

LCL limite de confianza inferior

LIMS sistema de gestion de la informacion de laboratorio

M1, M2, ... metafase de la primera, segunda, ... division in vitro

MDS sitios con dafios multiples

MEM medio de cultivo esencial minimo

mFISH hibridacion in situ con sondas fluorescentes de varios colores

MN micronucleo

MNCMVe/*ve célula con microntcleo con (+) o sin (-) centrémero
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NBUD
NDI
NER
NHEJ
NIRS
NPB
NPP
NU
OA
OIEA
OMS
PAINT
PBS
PCC
PCI
PCR
PEG
PHA
REAC/TS
RICA
SAR
SD

SE
SEM
Sl
SSB

SSBR

protuberancia nuclear
indice de division nuclear
reparacion por excision de nucleotidos

unién de extremos no homologos

Instituto Nacional de Ciencias Radioldgicas (Japén)

puente nucleoplasmico
central nuclear de potencia
Naciones Unidas

acido okadaico

Organismo Internacional de Energia Atomica

Organizacién Mundial de la Salud

Protocolo para la identificacion de aberraciones y
terminologia de nomenclaturas

solucion salina tamponada con fosfato
condensacion prematura de cromosomas
proyecto coordinado de investigacion
reaccion en cadena de la polimerasa
macrogol

fitohemaglutinina

Radiation Emergency Assistance Center/Training
Site (EE.UU.)

prueba rapida de cromosomas interfasicos
sindrome agudo por radiacién

desviacion estandar

error estandar

error estandar de la media

Sistema Internacional de unidades

rotura monocatenaria

reparacion de rotura monocatenaria
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SSC

TLE

UCL

ul

uv

VIH
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solucion de cloruro y citrato sodico
transferencia lineal de energia
limite de confianza superior
unidad internacional

ultravioleta

virus de la inmunodeficiencia humana



DEFINICIONES®

aberracion estable. Reordenacion o intercambio cromosdémicos no mortales entre
cromosomas o dentro de ellos, sin pérdida de material genético, que se produce durante
la mitosis.

aberracion inestable. Reordenacion cromosémica de una célula que puede ser letal para ella
misma o para sus células hijas por dar lugar a la pérdida de material genético o a una
transmision desequilibrada de material genético durante la mitosis.

accidente*. Todo suceso involuntario, incluidos los errores de operacion, fallos de equipo u
otros contratiempos, cuyas consecuencias reales o potenciales no sean despreciables
desde el punto de vista de la proteccion o seguridad tecnoldgica.

accidente de criticidad. Accidente en el que se produce criticidad.
e Por regla general, en una instalacién en la que se utiliza material fisible.

acéntrico (ace). Fragmento cromosomico terminal o intersticial de tamafio diverso que carece
de centromero. Los acéntricos formados con independencia de aberraciones dicéntricas
o tricéntricas o anillos céntricos se denominan acéntricos en exceso.

acido desoxirribonucleico (ADN). Molécula contenida en los cromosomas donde estan
codificados los genes responsables de la estructura y la funcién de un organismo y que
hace posible la transmision de la informacidn genética de una generacion a la siguiente.

actividad minima detectable. Dosis que corresponde a la frecuencia mas baja de un
marcador biodosimétrico dado que se puede distinguir por encima de la frecuencia de
fondo con un determinado nivel de confianza, por regla general del 95 %.

agua tritiada. Forma de agua en la que los atomos de hidrogeno ordinarios han sido
sustituidos por atomos de tritio, un isétopo radiactivo del hidrogeno.

ajuste de la curva. Determinacion de una ecuacion que describa el mejor ajuste a una serie de
puntos de datos, posiblemente con cierto nimero de otras restricciones, en particular la
ponderacidn del ajuste en funcion de la fiabilidad de los puntos de datos (evaluados por
el error estandar en el punto) y/o restringiendo el ajuste a un valor de referencia medido.

aneuploidogeno. Mutageno indirecto capaz de afectar a la division celular y al huso mitético
provocando la pérdida o ganancia de cromosomas enteros y, de ese modo, inducir una
aneuploidia.

anillo, céntrico/acéntrico. Cromosoma circular aberrante que contiene un centrémero, o
carece de él, como consecuencia de la unién de dos puntos de rotura en el interior de un
cromosoma.

anticoagulante. Farmaco que impide la coagulacién de la sangre.

® Las definiciones son pertinentes a los efectos de la presente publicacion. Las definiciones sefialadas con un
asterisco se han tomado de la ref. [357].
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bandeo C. Véase “bandeo cromosémico”.

bandeo cromosémico Técnica de tincion diferencial de los cromosomas en la que por regla
general se utiliza el colorante de Giemsa. Segun el método utilizado aparecen tefiidas de
forma selectiva determinadas regiones cromosomicas tales como los centromeros
(bandeo C) o se distinguen pautas caracteristicas en los brazos (bandeo G). La pauta de
bandas oscuras y claras, que es exclusiva de cada pareja de cromosomas, se utiliza para
identificarlos y evaluar su estructura.

bandeo G Véase “bandeo cromosomico”.
becquerel (Bg)*. Unidad de actividad del Sl, igual a una transformacion por segundo.

e Sustituye al curio (Ci), que no es una unidad del SI. 1 Bqg = 27 pCi (2,7 x 10-11 Ci)
aproximadamente. 1 Ci = 3,7 x 1010 Ba.

binucleado. Que tiene dos nucleos. Las células binucleadas se forman al final del ciclo de
division nuclear y se pueden acumular mediante un inhibidor de la citocinesis tal como la
citocalasina B. En la prueba de microndcleos con blogueo de la citocinesis se determina la
presencia de micronucleos y puentes nucleoplasmicos en las células binucleadas.

biomarcador. Indicador de procesos bioldgicos normales o patogenos. En el ambito de la
dosimetria bioldgica se utilizan para distinguir las lesiones bioldgicas inducidas por las
radiaciones de las provocadas por otros agentes.

Bragg-Gray, teoria de la cavidad de. Relaciona la ionizacion producida en el interior de una
cavidad repleta de gas contenida en un medio respecto de la energia absorbida en ese
medio continente. En el contexto de la formacion de aberraciones cromosémicas, la
aplicacion de la teoria significa que el tamafio del nacleo celular es tan pequefio que el
total de energia absorbida se debe Unicamente a los electrones que atraviesan el nucleo.
Por consiguiente, las particulas secundarias se pueden despreciar.

5-bromodesoxiuridina (BrdU). Analogo de la timidina en el que el grupo metilo que ocupa
la posicion 5" en la timina ha sido sustituido por bromo. La BrdU se utiliza en
dosimetria biologica para marcar el ADN recien sintetizado y asi identificar las células
que han atravesado el proceso de mitosis mas de una vez.

cadena de custodia. Historial completo de una muestra de sangre que abarca su manejo y
almacenamiento desde el punto de obtencién u recepcion de la muestra hasta su
disposicién final.

capa leucocitaria. Fraccion que en una muestra sanguinea anticoagulada y sometida a
centrifugacion contiene la mayor parte de los leucocitos.

cariotipo. Ordenacidn sistematica de las parejas de cromosomas homdlogos de una misma
célula en funcién del tamafio, posicion del centromero y patron de bandas de
conformidad con una clasificacion estandar.

célula estable. Célula que carece de aberraciones inestables. Puede que no presente lesiones
en absoluto o que contenga Unicamente aberraciones estables.

216



célula inestable. Célula que presenta una aberracion inestable tal como un cromosoma
dicéntrico o en anillo o un fragmento acéntrico.

centromero. Constriccion primaria de los cromosomas que se visualiza durante la mitosis y
donde se reune el par de cromatidas.

citocalasina B. Compuesto natural de origen fungico que tiene la propiedad singular de
inhibir la citocinesis en las células de mamiferos y humanos y se utiliza en la prueba de
micronucleos con blogqueo de la citocinesis.

citogenética. Rama de la genética que se ocupa del estudio de los cromosomas.

clastogeno. Agente fisico o quimico que rompe el ADN de los cromosomas y provoca
reordenaciones como las aberraciones que se observan en la metafase.

colchicina/Colcemid. Compuestos alcaloides que inhiben la formacion del huso durante la
division celular. Se utilizan para obtener un gran nimero de células en la metafase, al
impedir que pasen a la anafase. EI Colcemid es un analogo sintético de la colchicina
natural, de origen vegetal.

confianza, intervalo de. Intervalo calculado para una variable de interés, por ejemplo, una
tasa, obtenido segun una distribucién de eleccion (por ejemplo, la de Poisson) de tal
modo que se dé una determinada probabilidad de que en él figure el valor verdadero de
la variable. Por consiguiente, el intervalo de confianza (descrito por los limites de
confianza superior e inferior) se utiliza para indicar la fiabilidad de una estimacion. La
probabilidad de que el intervalo contenga el parametro esta determinada por el nivel de
confianza, o coeficiente de confianza. Si se aumenta el nivel de confianza deseado se
amplia el intervalo de confianza.

confundir. “Entorpecer” una variable (variable de confusion, por ejemplo, la edad o el
tabaquismo) la correlacion entre la variable de la influencia (por ejemplo, la exposicién
a una radiacién ionizante) y el efecto (por ejemplo, las aberraciones inducidas)
investigado en un estudio. Si no se tienen en cuenta los factores de confusion, puede que
se suponga la existencia de una correlacion que en la realidad no se da, o se difumine
una correlacion que si existe.

contaminacion*. Presencia de sustancias radiactivas sobre superficies, o dentro de sélidos,
liquidos o gases (incluido el cuerpo humano), donde tal presencia no es ni intencionada ni
deseable, 0 proceso que provoca la presencia de sustancias radiactivas en dichos lugares.

covarianza. Medida de la correlacién de la varianza entre dos (0 mas) conjuntos de datos
dependientes; en otras palabras, modo en que los datos varian conjuntamente. Puede ser
positiva o negativa, lo que indica, respectivamente, una relacién lineal positiva o negativa
entre los conjuntos de datos. Si los datos son independientes, la covarianza es nula.

covarianza de los parametros de una curva. Los parametros (C, alfa, beta) no se
desvian de forma independiente de sus valores idealmente verdaderos (véanse
desviacion estandar, varianza) sino que lo hacen conjuntamente hasta una
determinada cantidad de correlacion, puesto que se calculan simultaneamente a partir
del mismo conjunto de datos. Por consiguiente, en los calculos combinados como los
de la ec. (7) el término del error es menor que cuando se calcula solo con las
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varianzas. Se podrian calcular también las correlaciones correspondientes a partir de
las varianzas y covarianzas (la covarianza dividida por la raiz cuadrada del producto
de las dos varianzas, es decir, la covarianza dividida por el producto de las
desviaciones estandar).

cromosoma arlequinado. Cromosoma que se ha marcado y tefiido de manera diferenciada
por haber fijado BrdU durante dos ciclos de replicacion. Después de la tincion
apropiada, una de las cromatidas aparece oscura y la otra clara.

curva de calibracion. En dosimetria bioldgica, descripcion grafica o matematica de la
relacion entre la dosis y el efecto obtenida irradiando in vitro muestras de sangre con
dosis conocidas. La curva se utiliza para determinar por interpolacion la dosis de
radiacién absorbida por un individuo potencialmente expuesto.

desviacion estdndar (SD). Medida cuantitativa de la cantidad de variacién que presenta una
muestra de mediciones de una poblacién, indicativa de la dispersion de los valores del
conjunto de datos. Para los datos que se aproximan a una distribucion normal, la
desviacion estandar de un pardmetro de la curva indica la distancia a la que es probable
que se encuentre del valor verdadero, que puede representarse idealmente como dado por
la media de una poblacién de gran tamafio de donantes (o0 experimentos) de calibracion,
basados cada uno de ellos en un gran nimero de células. VVéase también “covarianza”.

dicéntrico (dic). Cromosoma aberrante que tiene dos centrdmeros como consecuencia del
fallo de la reparacion de dos cromosomas rotos.

diploide. Nimero de cromosomas de las células somaticas, que es caracteristico de la especie;
en el ser humano: 46 (22 pares de autosomas y dos cromosomas sexuales).

dosimetria bioldgica/biodosimetria. Uso de biomarcadores para determinar la exposicion a
radiaciones y calcular la dosis absorbida.

dosimetro de radiacién. Dispositivo fisico que mide la exposicién a la radiacion ionizante.

dosimetro de termoluminiscencia (DLT). Tipo de dosimetro fisico que se utiliza para medir
la exposicidn a la radiacion ionizante.

dosimetro OSL (luminiscencia estimulada opticamente). Tipo de dosimetro fisico que se
utiliza para medir la exposicion a la radiacion ionizante.

dosis absorbida (D)*. Magnitud dosimétrica fundamental D, definida como:

pde
dm
donde:

de es la energia media impartida por la radiacién ionizante a la materia en un elemento
de volumen, y dm es la masa de la materia del elemento de volumen.
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e Se puede promediar la energia con respecto a cualquier volumen definido, siendo la
dosis media igual a la energia total impartida en el volumen dividida por la masa del
volumen.

e La dosis absorbida se define en un punto.

e Unida: gray (Gy), equivalente a 1 J/kg (anteriormente se empleaba el rad).

efecto determinista. Efecto de la radiacion en la salud para el que suele existir un nivel umbral
de la dosis por encima del cual la gravedad del efecto es mayor a medida que aumenta la
dosis. El efecto se considera “efecto determinista grave” si es mortal o potencialmente
mortal o provoca lesiones permanentes que disminuyen la calidad de vida.

efecto estocastico (de la radiacion). Efecto en la salud, inducido por la radiacion, cuya
probabilidad de darse aumenta al incrementar la dosis de radiacion, y cuya gravedad
(cuando se produce) es independiente de la dosis. Los efectos estocasticos pueden ser
somaticos o hereditarios y por lo general se producen sin un nivel de dosis umbral.
Ejemplos de efectos estocasticos son el cancer tiroideo y la leucemia.

efectos bioldgicos. Variedad de posibles consecuencias en materiales vivos, organismos,
tejidos o células que, en funcion del tipo y el grado de dafio celular, pueden resultar de
la exposicién a un agente externo tal como la radiacién ionizante.

eficacia bioldgica relativa (EBR)*. Medida relativa de la eficacia de diferentes tipos de
radiacion para inducir un determinado efecto en la salud, expresada como la razon
inversa de las dosis absorbidas de dos tipos de radiacion diferentes que produjeran el
mismo grado de un punto final bioldgico definido.

emergencia*. Situacion no ordinaria que requiere la pronta adopcion de medidas,
principalmente para mitigar un peligro o las consecuencias adversas para la salud y la
seguridad humanas, la calidad de vida, los bienes o el medio ambiente. Esto incluye las
emergencias nucleares y radioldgicas y las emergencias convencionales, como los
incendios, las emisiones de productos quimicos peligrosos, las tormentas o los terremotos.
Se incluyen también las situaciones que exigen la pronta adopcion de medidas para
mitigar los efectos de un peligro percibido. Emergencia nuclear o radioldgica.
Emergencia en la que existe o se percibe un peligro causado por lo siguiente:

a) la energia derivada de una reaccién nuclear en cadena o del decaimiento de los
productos de una reaccion en cadena; o bien

b) la exposicion a la radiacion.

e Los puntos a) y b) representan aproximadamente una emergencia nuclear y una
emergencia radioldgica, respectivamente. De todos modos, no se trata de una
distincion exacta.

e En algunos casos, la expresion emergencia radiologica se utiliza cuando no
importa distinguir explicitamente la naturaleza del peligro (por ejemplo, plan
nacional de emergencia radioldgica), y tiene esencialmente el mismo significado.

enzima. Molécula de proteina que cataliza las reacciones quimicas de otras sustancias sin que,
una vez completadas las reacciones, haya sido destruida o alterada.
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epidemiologia. Estudio de la distribucion y los determinantes de los estados o eventos
relacionados con la salud que afectan a una determinada poblacion, y aplicacion de ese
estudio al control de los problemas de salud.

equilibrio de particulas cargadas. Se produce cuando el nimero de cada uno de los tipos de
particulas cargadas que salen de un volumen dado es igual al de las que entran en él.

error estandar de la media (SEM). Medida cuantitativa de la cantidad de variacion presente
en una muestra de mediciones de una poblacion que se aproxima a la normal, indicativa
de la distancia a la que la media de las muestras es probable que se encuentre de la
verdadera media de la poblacion, por lo que cuantifica la exactitud con la que se conoce
la verdadera media de la poblacion.

espondilolartritis anquilosante. Artritis cronica que afecta a la columna vertebral y las
articulaciones sacroiliacas de la pelvis. Hace muchos decenios, en el tratamiento de las
inflamaciones de la columna vertebral de esos pacientes se utilizaba la teleterapia de
gran campo.

exposicion*. Acto o situacion de estar sometido a irradiacion.

El término exposicion no deberia emplearse como sindénimo de dosis. Dosis es una
medida de los efectos de la exposicion.

e La exposicion puede dividirse en categorias segun su naturaleza y duracion (véase
“exposicion, situaciones”) o segun la fuente de exposicion, las personas expuestas
y/o las circunstancias en las cuales se da la exposicion.

exposicion externa. Exposicion a la radiacion de una fuente situada fuera del cuerpo.
¢ Se contrapone a la exposicion interna.
exposicion interna. Exposicion a la radiacion de una fuente situada dentro del cuerpo.
e Se contrapone a la exposicion externa.
exposicion, situaciones*.

exposicion aguda. Exposicién durante un periodo de tiempo breve. Por regla general se
refiere a la exposicién de una duracién suficientemente breve para que las dosis
resultantes se puedan considerar instantaneas (por ejemplo, menos de una hora).

exposicion cronica. Exposicion persistente en el tiempo. El adjetivo “crénico” se refiere
solo a la duracidn de la exposicion, y no guarda relacion alguna con la magnitud de las
dosis de que se trate. Se emplea normalmente para referirse a exposiciones que se
prolongan durante muchos afios como consecuencia de la presencia de radionucleidos
de larga vida en el medio ambiente. La Comision Internacional de Proteccion
Radiologica emplea la expresion exposicion prolongada para describir el mismo
concepto. Ambos términos se contraponen a exposicion aguda.

falso negativo. Resultado de una prueba que indica que un individuo no esta afectado cuando en
realidad si lo esta; es decir, resultado negativo de una prueba para un individuo afectado.
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falso positivo. Resultado de una prueba que indica que un individuo esté afectado cuando en
realidad no lo esta; es decir, resultado positivo de una prueba para un individuo que
verdaderamente no esta afectado.

fluorocromo. Moléculas que emiten fluorescencia cuando se las excita apropiadamente. Se
utilizan en la prueba citogenética FISH para destacar regiones cromosomicas especificas.

frecuencia/nivel/valor de fondo. Incidencia (0 nimero) de aberraciones cromosomicas o
micronucleos registrados en la poblacion general.

funcion G Factor cronodependiente utilizado para modificar el coeficiente del cuadrado de la
dosis en la relacion lineal cuadratica entre la dosis y la respuesta para tener en cuenta los
efectos de la prolongacion de la dosis.

genotoxina. Todo agente quimico o fisico que provoque dafios o mutaciones en el
material genético.

gray (Gy)*. Unidad del SI de kerma y de dosis absorbida, igual a 1 J/kg. Sustituye al
rad. 1Gy = 100 rad.

grupo de control. Grupo de células, animales o personas objeto de la prueba que se exponen
a unas condiciones lo mas idénticas posible a las de los individuos expuestos, salvo en
que no se les administra el efecto que se esta investigando.

hematopoyesis. Formacion de componentes celulares de la sangre.
hibridacion in situ con sondas fluorescentes (FISH). Técnica utilizada para determinar la
presencia de cromosomas 0 regiones cromosomicas concretas mediante la union de
sondas de ADN marcadas con fluorescencia a ADN cromosémico desnaturalizado.
FISH en interfase. Se introducen sondas directamente en la célula cuando esta en la
interfase. De ese modo se pueden visualizar los cambios producidos a nivel de
dominios cromosomicos.

FISH en metafase. Se introducen sondas en cromosomas que se encuentran en la
metafase. De ese modo se pueden visualizar las aberraciones cromosomicas.

técnicas FISH:
FISH multicolor (mFISH). En la mFISH se utilizan sondas de ADN que “pintan”
los cromosomas enteros, marcandolos con una combinacion de colores

fluorescentes propia para cada uno de los cromosomas humanos.

pg-mFISH. Variante de la mFISH en la que se pueden distinguir los brazos de los
cromosomas.

incorporacion. Entrada de un radionucleido en el cuerpo por inhalacién, ingestién o a través
de la piel intacta o lesionada.
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indice de division nuclear (NDI). Medida de la velocidad promedio con que se producen
ciclos celulares, tomada a partir del numero relativo de células de una poblacion que han
llegado a las fases sucesivas de la division, por regla general hasta la cuarta division.

indice mitotico. Porcentaje de células que se encuentran en mitosis en un momento dado.

insercion. Anormalidad cromosdmica en la que un fragmento acéntrico de un cromosoma se
ha insertado en el brazo de otro cromosoma.

intercomparacion, ejercicio de Procedimiento utilizado para la garantia y el control de la
calidad. En dosimetria bioldgica se intercambian materiales entre laboratorios para
realizar analisis comparativos.

interfase. Periodo del ciclo celular entre divisiones mitéticas en el que la célula pasa la mayor
parte del tiempo y lleva a cabo la mayoria de sus funciones, tales como la preparacion
para la division celular.

inversion. Reordenacidén cromosdmica en la que un segmento de un cromosoma se ha invertido
enteramente y se ha reinsertado en el mismo punto de rotura. Puede ser pericéntrica o
paracéntrica, segun si el centrémero esta incluido o no en la inversion, respectivamente.

in vitro. Observado o realizado en el tubo de ensayo.
in vivo. Observado o realizado en el organismo vivo.

ionizacion. Proceso fisico por el cual uno o mas electrones orbitales son expulsados de un
atomo o molécula, pasando estos ultimos a un estado dotado de carga eléctrica (un ion).
El proceso provoca la liberacion localizada de una gran cantidad de energia,
aproximadamente 33eV por cada ionizacion, més que suficiente para romper un enlace
quimico fuerte.

isotopos. Atomos del mismo elemento quimico, que poseen el mismo nimero de protones
(igual nimero atomico pero distinto nimero nuclear) y de electrones pero distinto
namero de neutrones. Los isétopos son un mismo elemento quimico pero poseen
caracteristicas nucleonicas distintas.

kerma en aire (energia cinética transferida a la materia)*. La cantidad K, se define como:

K — dEtr
dm
donde:

dEy es la suma de las energias cinéticas iniciales de todas las particulas ionizantes
cargadas emitidas por las particulas ionizantes no cargadas del material de masa dm.

¢ Unidad: gray (Gy).

¢ Originalmente era el acronimo de “kinetic energy released in matter” pero en la
actualidad se acepta como término.
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laboratorio de servicio. En el contexto de esta publicacion, laboratorio especializado
dedicado a realizar mediciones de dosimetria bioldgica.

lesion del ADN en racimo. Mas de dos puntos de dafio del ADN provocados por radiaciones
ionizantes en un segmento de no mas de 20 pares de bases de una misma molécula.

leucocito. Término general con el que se describen todos los tipos de células blancas sanguineas
(por ejemplo, linfocitos, neutrdfilos, eosinofilos, basofilos, células plasmaticas vy
monocitos).

linfocito. Tipo de leucocito que se encuentra principalmente en la sangre, la linfa y los tejidos
linfaticos y que da lugar a las células del organismo dotadas de competencia
inmunoldgica y a sus precursores.

maniqui. Dispositivo que absorbe y dispersa la radiacion gamma y X aproximadamente igual
que lo hacen los tejidos del cuerpo (por ejemplo, para mediciones dosimétricas o
irradiacion de muestras sanguineas necesarias para obtener una curva de calibracion
dosis-respuesta).

metaanalisis. Estudios en los que se retnen, resumen y evallan segun determinados parametros
los resultados de investigaciones similares e independientes sobre un mismo tema.

metafase. Fase de la mitosis del ciclo de las células eucariotas en la que los cromosomas
estan condensados en su longitud minima y se alinean en el centro de la célula antes de
separarse en las dos células hijas.

método Qdr. Analisis matematico de las frecuencias de anillos céntricos y cromosomas
dicéntricos mediante el cual se puede evaluar la dosis cuando se sospecha que ha habido
una exposicion parcial del cuerpo. Mediante este método se puede evaluar la dosis
examinando la distribucion de los dicéntricos y anillos Unicamente entre las células
dafiadas. VVéase también “Poisson contaminado, método de”.

método Qpcc. Analisis matematico idéntico al Qdr (supra) pero basado en la distribucion de
fragmentos cromosomicos condensados prematuramente.

micronudcleo (MN). Pequefio nicleo adicional que se encuentra en las células que han sufrido
dafio cromosémico. Ordinariamente, los MN se forman al quedar rezagado un
cromosoma entero o un fragmento de cromosoma acéntrico en la anafase. El diametro
de los MN suele ser de entre 1/16 y un 1/3 del tamafio de los nucleos principales de las
células mononucleadas o binucleadas. Los MN presentan la misma textura y las mismas
propiedades de tincidn que los ndcleos.

mitdgeno. Reactivo que induce la proliferacion celular.

mitosis. Parte del proceso de division celular en la que las células eucariotas separan sus
cromosomas en dos conjuntos idénticos.

modelo lineal. Modelo matematico comun utilizado para describir la respuesta bioldgica a la
radiacion, en el que el efecto Y es una funcion lineal de la dosis D:

Y = aD.
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modelo lineal cuadratico. Modelo matematico comun utilizado para describir la respuesta
bioldgica a la radiacion, en el que el efecto Y es una funcidn lineal cuadratica de la dosis D:

Y = oD + D%

mutageno. Todo agente quimico o fisico que presente la propiedad de inducir mutaciones
genéticas en la secuencia de bases de la molécula de ADN o a escala de organizacién
cromosémica.

mutacion. Toda alteracion que sufra un gen respecto de su estado natural; puede ser patdgena
0 una variante benigna normal.

neutrones de fision. Neutrones libres, usualmente producidos durante una fision nuclear,
reacciéon nuclear en la cual un nicleo pesado de un atomo se divide en dos partes
aproximadamente iguales (los ndcleos de elementos mas ligeros), que va acompafada
de la liberacion de una cantidad relativamente grande de energia.

neutrones rapidos. Neutrones cuya energia supera un determinado nivel arbitrario,
usualmente alrededor de 1 MeV.

nucleosoma. Estructuras que forman las unidades fundamentales repetitivas del
empaquetamiento de la cromatina eucariotica en el interior de los cromosomas.

nucleido. Tipo de atomo caracterizado por su numero de protones (nimero atomico) y
ndmero nuclear.

PAINT (protocolo para la identificacion de aberraciones y terminologia de nomenclaturas).
Terminologia utilizada en el andlisis FISH para describir las aberraciones cromosomicas.

periodo de semidesintegracion (Ti,)*.

1) En el caso de un radionucleido, tiempo necesario para que su actividad se reduzca a
la mitad por un proceso de desintegracion radiactiva.

e Cuando sea necesario establecer una diferencia con otros periodos de
semidesintegracion (vease 2)), se deberia emplear la expresion periodo de
semidesintegracion radiactiva.

e El periodo de semidesintegracion se relaciona con la constante de desintegracion,
A, mediante la expresion:

In2
T1/2 =

2) Tiempo necesario para que una cantidad de un determinado material (por ejemplo, un
radionucleido) presente en un lugar especificado se reduzca a la mitad como resultado
de cualesquiera proceso 0 procesos especificados que sigan pautas exponenciales
similares al decaimiento radiactivo.

periodo de semieliminacion bioldgica. Tiempo necesario para que una cantidad de
material en un tejido, 6érgano o region especificos del cuerpo (o de cualquier otra
biota especificada) se reduzca a la mitad como resultado de procesos bioldgicos.
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periodo de semidesintegracion efectiva (Tes). Tiempo necesario para que la actividad
de un radionucleido presente en un lugar especificado se reduzca a la mitad como
resultado de todos los procesos pertinentes.

S
Teff i Ti
donde:

Ti es el periodo de semidesintegracién para el proceso i.

periodo de semidesintegracion radiactiva. En el caso de un radionucleido, tiempo
necesario para que su actividad se reduzca a la mitad por un proceso de
desintegracion radiactiva.

Poisson contaminado, metodo de. Analisis matematico de las frecuencias de anillos
céntricos y cromosomas dicéntricos mediante el cual se puede evaluar la dosis cuando
se sospecha que ha habido una exposicion parcial del cuerpo. Para evaluar la dosis con
ese método se considera la distribucion de los cromosomas dicéntricos en el total de
células recontadas; ademas, el método informa sobre del volumen de cuerpo irradiado.
Véase también “método Qdr”.

primeros actuantes*. Primeros agentes de un servicio de emergencia en dar respuesta a una
emergencia en el lugar donde se produce.

protuberancia nuclear. Cuerpo similar a un microndcleo que se une al nucleo por una
delgada conexidn nucleoplasmica; anormalidad nuclear.

prueba de micronucleos y citoma con bloqueo de la citocinesis (CBMN Cyt). La prueba
CBMN Cyt es una versién mas avanzada de la prueba CBMN en la que se mide una
variedad méas amplia de biomarcadores de lesidn cromosomica (micronucleos, puentes
nucleoplasmicos, protuberancias nucleares en células binucleadas) asi como la muerte
celular (células necroticas y apoptoticas) y la citostasis (indice de division nuclear sobre
la base de las proporciones de células mononucleadas, binucleadas y multinucleadas).
Los microndcleos y los puentes nucleoplasmicos son los biomarcadores de este sistema
mejor validados para la dosimetria bioldgica de la exposicién a radiaciones ionizantes.

puente nucleoplasmico (NPB). Se produce cuando los centrémeros de las cromatidas o los
cromosomas dicéntricos son arrastrados hacia los polos opuestos de la célula en la
anafase. En la prueba CBMN se observan células binucleadas con NPB porque se ha
inhibido la citocinesis, lo que impide que se rompan los puentes anafésicos a partir de
los cuales se forman los puentes nucleoplasmicos.

radiacion alfa. Radiacidn de particulas emitida en la desintegracion nuclear de determinados
radionucleidos. Las particulas alfa estan compuestas por dos neutrones y dos protones y
son idénticas al nucleo del atomo de helio. Unos pocos centimetros de aire las absorben
rdpidamente, por lo que el peligro principal procede de los nucleidos incorporados
internamente que emitan particulas alfa.
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radiacion beta. Radiacion de particulas formada por electrones con carga positiva o negativa
emitidos en la desintegracion nuclear de determinados radionucleidos. Las particulas
beta penetran en el aire desde unos pocos centimetros hasta varios metros, y en los
tejidos blandos y en el plastico desde unos pocos milimetros hasta varios centimetros.

radiacion de alta densidad de ionizacion/de alta transferencia lineal de energia.
Radiacion que deposita su energia en interacciones muy préximas a lo largo de su
trayectoria (por ejemplo, particulas alfa y neutrones). La distribucion espacial se plasma
en la eficacia biologica relativa. Véase también “transferencia lineal de energia (TLE)”.

radiacion de baja densidad de ionizacion/de baja transferencia lineal de energia. VVéanse
‘radiacion de alta densidad de ionizacion/de alta transferencia lineal de energia’ y
‘transferencia lineal de energia’.

radiacion de neutrones. Los neutrones, uno de los componentes del nicleo atomico, son
particulas elementales eléctricamente neutras. Se emiten en particular durante la fision
nuclear y tienen una alta capacidad de penetracion.

radiacion gamma. Radiacion electromagnética (fotones) de alta frecuencia (longitud de onda
muy corta) emitida por el ndcleo o por el decaimiento de una particula o cuando se
produce una aniquilacion. Los rayos gamma penetran en el tejido méas profundamente
que las particulas beta o las particulas alfa, pero su transferencia lineal de energia es
mas baja. Para el blindaje frente a la radiacion gamma hay que utilizar materiales
pesados tales como el plomo o el cemento.

radiacion X. Radiacién electromagnética (fotones) de onda corta emitida por electrones que
se encuentran en orbitales externos al nucleo o que son acelerados para producir
radiacion del tipo de la de frenado. Su longitud de onda es mas corta que la de los rayos
UV y mas larga que la de los rayos gamma. Para el blindaje frente a los rayos X hay que
utilizar materiales pesados tales como el plomo o el cemento.

razon de posibilidades. Cociente de dos posibilidades, calculado para mostrar la
probabilidad de una dosis nula frente a una dosis supuesta (por ejemplo, de un
dosimetro personal) u obtenida por medicion fisica.

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Procedimiento para amplificar
enzimaticamente secuencias de ADN mediante replicaciones repetidas por medio de la
ADN-polimerasa.

reordenacion compleja. Aberracion que entrafia tres 0 mas roturas en dos 0 mas cromosomas
y que de forma caracteristica se induce después de la exposicion a radiaciones de alta
densidad de ionizacion o a dosis altas de radiaciones de baja densidad de ionizacion.

resonancia de espin electronico (ESR)/resonancia paramagnética electronica (EPR)
Técnica para el estudio de especies quimicas que presentan uno o mas electrones
desapareados tales como los radicales libres organicos o inorganicos o los complejos
inorganicos que poseen un ion de un metal de transicion. Se puede utilizar como
dosimetro de radiaciones.
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roentgen (R)*. Unidad de exposicién, igual a 2,58 x 10-4 C/kg (exactamente).
e Sustituida por la unidad C/kg del SI.

rotura bicatenaria (DSB). Tipo de lesion del ADN; el ADN se rompe completamente debido
a la escision del esqueleto de enlaces fosfodiéster de las dos cadenas de la doble hélice
en el mismo locus o en loci proximos.

rotura monocatenaria (SSB). Tipo de lesion del ADN en la que se rompe una sola de las
cadenas de la doble hélice.

semitiempo. Tiempo necesario para que un parametro disminuya al 50 % de su valor original.
Aplicado en dosimetria bioldgica, el término se utiliza para describir la renovacion de
los linfocitos de la sangre periférica.

sesgo. Desviacion de los resultados o deducciones respecto de la verdad, o procesos que
conducen a esa desviacion.

sievert (Sv)*. Unidad de dosis equivalente y de dosis efectiva del SI, igual a 1 J/kg.

significacion estadistica. Se habla de significacion estadistica cuando el resultado de un
experimento o un estudio dados se desvian claramente del resultado previsto. La
significacion estadistica del resultado de un experimento o un estudio dados es una
estimacion del grado en que es “verdadero”, es decir, esta causado por algo que no es
meramente el azar. En general, la desviacion entre el resultado observado y el previsto
se considera significativa si la probabilidad de error es inferior al 5 %.

sincronizacién. Aplicado al cultivo celular, el proceso se refiere a la manipulacion de las
células para gque se encuentren en la misma fase del ciclo celular.

sonda pancentromérica. Sonda de ADN que marca la region del centromero de todos los
cromosomas.

tasa de dosis. Medida de la tasa a la cual la energia se transfiere de la radiacion a la diana;
dosis proporcionada por unidad de tiempo. Aunque en principio la tasa de dosis se
podria definir respecto de cualquier unidad de tiempo (por ejemplo, una dosis anual es
técnicamente una tasa de dosis), habitualmente la expresion tasa de dosis se utiliza para
periodos de tiempo breves, por ejemplo, dosis por segundo o dosis por hora.

telémero. Extremo de los brazos cromosomicos formado por repeticiones en tandem de la
secuencia TTAGGG que impiden las fusiones cromosomicas y la formaciéon de
cromosomas dicéntricos. Las secuencias telomericas se pueden perder en los ciclos de
replicacion del ADN o si se producen microsupresiones en la secuencia.

transferencia lineal de energia (TLE) (La)*. En general se define por:

dE
L, =|—
(%),

donde:

dE es la energia perdida al atravesar la distanciad/ , y
A es un confin superior de la energia transferida en una colision cualquiera.
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¢ Medida de como se transfiere la energia, en funcién de la distancia, de la radiacién a
la materia expuesta a ella. Un valor elevado de transferencia lineal de energia indica
que la energia se disipa dentro de una distancia pequefia.

e Loo (es decir, con A = ) recibe el nombre de transferencia lineal de energia sin
restricciones, al definir el factor de calidad.

e LA recibe también el nombre de poder de moderacidn lineal de colision restringida.

traslocacion. Alteracién cromosémica en la que un cromosoma entero 0 un segmento
cromosdmico se enlazan a otro cromosoma 0 segmento cromosémico, 0 se intercambia
con él, de tal modo que el hibrido resultante se segrega conjuntamente en la meiosis.

traslocacion reciproca (traslocacion bidireccional o completa). Intercambio de las
porciones terminales de dos cromosomas distintos.

traslocacion no reciproca (traslocacidon unidireccional o incompleta). Traslocacién
de un solo segmento cromosdmico; intercambio no reciproco.

triaje. Priorizacion de los pacientes en funcion de la gravedad de su afeccion. Triaje
citogenético es el uso de los resultados de la dosimetria biologica para respaldar las
decisiones médicas.

tricéntrico. Cromosoma aberrante que tiene tres centromeros como consecuencia de la unién
de partes procedentes de tres cromosomas rotos. A efectos de calculo se los considera
equivalentes a dos dicéntricos y van acompariados de dos fragmentos acéntricos.

varianza. Medida estadistica de la distancia a la que se encuentran los valores respecto de un
valor central, calculada elevando al cuadrado la desviacion estandar.
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