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RESUMEN

Antecedentes:

La dosimetria citogenética es la principal herramienta bioldgica que se utiliza para
realizar estimaciones de dosis en las personas expuestas a las radiaciones
ionizantes en los accidentes radioldgicos y nucleares. Se fundamenta en las
curvas de calibracion que se establecen in vitro entre las aberraciones
cromosomicas en los linfocitos humanos y la dosis de radiacion, lo que permite, al
ocurrir un accidente tomar sangre de la persona irradiada, cuantificar las
aberraciones al microscopio y con los calculos matematicos pertinentes establecer
la dosis de radiacion recibida por el accidentado.

Por la importancia de esta actividad para los planes de respuesta a emergencias
que deben existir en cada pais el Organismo Internacional de Energia Atomica ha
actualizado en el 2011 su manual sobre dosimetria citogenética [1] para la
elaboracion del cual se solicitd la participacion de unos veinte expertos
internacionales, entre ellos un cubano.

En su variante tradicional la dosimetria citogenética analiza la frecuencia de
cromosomas dicéntricos en metafases en el intervalo de hasta 5-8 Gy de radiacion
gamma. Para dosis superiores no habia posibilidades técnicas de estimacion de
dosis, hasta el surgimiento a finales del siglo pasado de la técnica de
condensacion prematura de los cromosomas en su variante quimica, conocida
como PCC por sus siglas en inglés [2]. Esta técnica prob6 su utilidad en la
estimacion de altas dosis en el accidente de criticidad de Tokaimura, Japon en
1999 [3] aunque tenia como problema que no habia curvas de calibracion
disponibles en ese momento en ningun laboratorio del mundo. Por lo que nos
planteamos como objetivos de trabajo: Obtener curvas de calibracion para
radiacion gamma y neutrones con la técnica de PCC inducida quimicamente, y
demostrar experimentalmente que es posible a altas dosis cuantificar anillos y por
lo tanto estimar dosis con la técnica de PCC inducida por fusion.

Resultados:

Cuba, ha realizado un conjunto de aportes significativos al desarrollo de la
dosimetria citogenética para altas dosis que se sustentan en la técnica de PCC
gue son en sintesis los siguientes:

1) La obtencion de la primera curva de calibracidbn aparecida en la literatura
internacional que establece la relacion entre la dosis de radiacion gamma vy la
frecuencia de anillos obtenidos por la técnica de PCC quimico (PCC-Rch, por sus
siglas en inglés) (Anexo 1).

2) Establecimiento de la primera y hasta el momento Unica curva de calibracién
publicada en la literatura internacional que establece la relacién entre la dosis de
neutrones y la frecuencia de PCC-Rch. (Anexo 2).
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3) La obtencién por primera vez de parametros de referencia que permiten con la
técnica de PCC-Rch la estimacion de dosis y la fraccion del cuerpo irradiada en
personas expuestas parcialmente a altas dosis de irradiacion gamma (Anexo 3).

4) El desarrollo de una escala para la clasificacion rapida de personas expuestas a
altas dosis de irradiacion con neutrones utilizando el “indice PCC” (Anexo 2).

5) La demostracion experimental de que es posible a altas dosis cuantificar anillos
y por lo tanto estimar dosis con la técnica de PCC fusién, que es anterior a la PCC
quimica y elimina la necesidad de cultivar los linfocitos, lo cual ofrece el método
citogenético mas expedito para la estimacion de altas dosis en accidentes
publicado hasta el momento (Anexo 4).

El resultado tiene asociadas cuatro publicaciones internacionales (Anexos 1, 2, 3y
4) y una publicacién nacional (Anexo 5). Los dictamenes del consejo cientificos se
muestran en el anexo 6. En el Anexo 7 se muestra la relacion de los articulos
donde han sido citados los trabajos de los primeros afios (hasta el 2011) y la
contribucion de los autores a la generalizacion del resultado. Parte de este trabajo
fue premiado como resultado de Organismo en la Agencia de Energia Nuclear y
Tecnologias de Avanzada en el afio 2011 (Anexo 8). Para la realizacion de este
resultado se han ejecutado dos proyectos nacionales y cinco proyectos
internacionales (Anexo 9). Los eventos en que se han presentado trabajos que
forman parte del resultado se relacionan en el Anexo 10.

Conclusiones:
Los resultados obtenidos incrementan la capacidad de respuesta del pais para
responder a emergencias radioldgicas nacionales o regionales.

COMUNICACION CORTA

Antecedentes

El momento en que ocurrira un accidente radiolégico y su magnitud son
impredecibles. Puede ser desde un incidente con una fuente radioactiva aislada,
hasta un accidente masivo o un ataque terrorista con componentes radioactivos. A
partir de ese momento se levanta la emergencia radiolégica y cuando esto ocurre,
es importante estimar las dosis absorbidas por las victimas y mejor aun conocer
su distribucién en el cuerpo para planear apropiadamente el tratamiento médico
[1]. En la mayoria de los accidentes, la dosimetria fisica de la dosis absorbida no
es posible y aun en casos donde si lo sea, es importante su confirmacién por
meétodos bioldgicos.

Para realizar una estimacion de dosis eficaz en dosimetria biolégica, hay dos
aspectos que no deben relegarse: disponer de curvas para un amplio rango de
dosis y acelerar el tiempo de respuesta lo mas posible. La velocidad con que se
obtenga la estimacion de la dosis puede decidir la garantia de supervivencia de las
personas involucradas. Los resultados obtenidos con la dosimetria citogenética se
emplean dentro de la variante multiparamétrica junto a otros indicadores
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biolégicos, en la toma de decisiones sobre el tratamiento médico necesario en
cada individuo.

Un nuevo meétodo surgido en los afios 90, la condensacion prematura de los
cromosomas (PCC) por induccion quimica [2], que evita el problema de la pobre
proliferacion celular presente en el ensayo del dicéntrico que es el “ensayo de oro”
de la dosimetria citogenética por su exactitud y precision pero que no permite
estimar dosis por encima de 5-8 Gy. Con el PCC es posible estimar dosis de hasta
20 Gy de radiacion gamma como se demostrd en este trabajo. La condensacion
prematura puede hacerse también mediante fusion con células en metafase,
denominandose el método PCC fusion [4].

El problema a resolver y los objetivos del trabajo

El PCC quimico incrementd sus ventajas cuando se combind con el recuento de
los cromosomas en anillo en lugar de dicéntricos, denominandose PCC ring (PCC-
Rch) por su nombre en inglés, convirtiendose en el instrumento ideal para la
estimacion de dosis que superen los 5-8 Gy. Cuando surgié esta técnica tenia
como problema que no estaban elaboradas las curvas de calibracion para su
aplicacién practica y no se habia evaluado su aplicabilidad en irradiaciones
parciales. Por lo que se plantearon los siguientes objetivos de trabajo.

- Obtener curvas de calibracion para radiacion gamma y neutronica con la técnica
de PCC-Rch.

- Establecer los parametros de referencia que permiten con la técnica de PCC-
Rch la estimaciéon de dosis y la fraccidbn del cuerpo irradiada en personas
expuestas parcialmente a altas dosis de irradiacion gamma.

- El desarrollo de una escala para la clasificacion rapida de personas expuestas a
altas dosis de irradiacion con neutrones utilizando el “indice PCC”.

- Demostrar experimentalmente que es posible a altas dosis cuantificar anillos y
por lo tanto estimar dosis con la técnica de PCC fusion.

Resultados

1) La obtencién de la primera curva de calibracion aparecida en la literatura
internacional que establece la relacion entre la dosis de radiacion gamma y
la frecuencia de anillos obtenidos por la técnica de PCCRch.

Esta curva se realizo en al afio 2005 en el Laboratorio de Dosimetria Biologica del
IRSN por especialistas del CPHR y de la propia institucion francesa. Fue esta la
primera de las curvas elaboradas por nuestro equipo de trabajo debido a la
prevalencia general de sobreexposiciones accidentales con fuentes de Co60,
Cs137 o Rayos X. La metodologia empleada aparece en el Anexo 1. Para
construir esta curva se analizaron 5111 células PCC en estadios G1, G2y M en el
intervalo de dosis de 5 a 25 Gy de radiacion gamma 60Co.

Las frecuencias (Y) de anillos observados mostraron una relacion lineal con la
dosis (D) representada por la ecuacién Y = ¢ + aD, cuyos coeficientes fueron: a =
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0,021 = 0,0007 y ¢ = 0,0005 £ 0,0005. El mejor ajuste lineal obtenido concuerda
con los modelos planteados para la formacion de aberraciones cromosOmicas
para altas dosis y la frecuencia de anillos encontrada concuerda con la reportada
por otros autores utilizando el mismo protocolo de cultivo pero inferior a la
obtenida por otros autores, probablemente debido a diferencias en los criterios de
conteo.

2) Establecimiento de la primera y hasta el momento Unica curva de
calibracion publicadas en la literatura internacional que establece la relacién
entre la dosis de neutrones y la frecuencia de PCC-Rch.

La obtenciéon por primera vez empleando el método de PCC-R inducido
guimicamente de una curva dosis efecto para la estimacion de exposicion in vitro a
la irradiacidon con neutrones se realizé en dos grupos de experimentos llevados a
cabo por el mismo equipo de trabajo y con las mismas condiciones
experimentales. La metodologia detallada aparece en el Anexo 2. Para esta curva
se analizaron 11 019 células PCC en estadios G1, G2 y M en el intervalo de dosis
de 1-25 Gy de irradiacidon con neutrones de fision.

El ajuste de las frecuencias de anillos observadas desde 0 a 3,8 Gy fue obtenido
con el modelo lineal Y = aD, como era de esperarse para radiaciones de alta
trasmision lineal de energia (LET), con un coeficiente a = 0,059 + 0,003. La curva
puede utilizarse para casos de sobreexposiciones accidentales a neutrones,
pudiendo obtenerse estimaciones precisas hasta 4 Gy, aproximadamente. El
empleo de un amplio intervalo de dosis de radiacién y la posibilidad de obtener
células analizables en este intervalo permitid una caracterizacion mas precisa de
la respuesta a la dosis y el proceso de saturacion.

3) La obtencién por primera vez de parametros de referencia que permiten
con la técnica de PCC-Rch la estimacion de dosis y la fraccion del cuerpo
irradiada en personas expuestas parcialmente a altas dosis de irradiacion
gamma.

El objetivo de este trabajo fue probar la capacidad potencial de utilizar el ensayo
PCC-Rch para la estimacion de exposiciones parciales utilizando el enfoque
desarrollado por Dolphin [5] para el ensayo del dicéntrico ya que anteriormente
otros autores no habian obtenido buenos resultados al aplicar este ensayo en
irradiaciones parciales simuladas [6]. Considerando que el PCC-Rch es aplicable a
las altas dosis, realizamos irradiaciones en el intervalo entre 5y 20 Gy y
simulamos exposiciones parciales entre el 10 y el 90%.

Se propuso un valor calculado de Dy = 10.9 Gy para utilizarlo en el ensayo PCC-
Rch, probamos que con este ensayo es posible la diferenciacion entre
irradiaciones totales y parciales, la estimacion de la dosis en la parte del cuerpo
irradiada y la estimacion de la fraccion de sangre inicialmente irradiada. Los
resultados obtenidos en las estimaciones probaron la factibilidad de aplicar el
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ensayo para la estimacion de exposiciones parciales. Todos los detalles de este
trabajo aparecen en el Anexo 3.

4) El desarrollo de una escala para la clasificacion rapida de personas
expuestas a altas dosis de irradiacion con neutrones utilizando el “indice
PCC”.

El “indice PCC” permitié discriminar con facilidad 3 grupos de dosis: de 0-1 Gy; de
1-10 Gy; y > 10 Gy, lo cual resulta de utilidad en las estimaciones de dosis para
exposiciones con neutrones a dosis extremadamente altas donde las estimaciones
se encuentran limitadas por el proceso de saturacion observado en la formacion
de anillos. El indice PCC muestra correlacion con la dosis de radiacion y decrece
con la dosis. Un valor del indice PCC menor que 1 indicé que la dosis de radiacion
estuvo por encima de 10 Gy. Por estos resultados se propone el “indice PCC”
como un biomarcador para la clasificacion rapida de personas expuestas a altas
dosis de irradiaciébn con neutrones. Los coeficientes de las curvas se dan en la
publicacion que se adjunta en el Anexo 2.

5) La demostracidén experimental de que es posible a altas dosis cuantificar
anillos y por lo tanto estimar dosis con la técnica de PCC fusién, que es
anterior a la PCC quimica, elimina la necesidad de cultivar los linfocitos, lo
cual ofrece el método citogenético méas expedito publicado hasta el
momento para la estimacion de altas dosis en accidentes.

Nos propusimos extender las experiencias y buenos resultados del conteo de
anillos en el PCC-Rch para las altas dosis a la técnica del PCC fusién (PCC-Rf)
por su inmediatez, con el fin de poner a disposicion de la emergencia un método
que permitiera obtener estimaciones de altas dosis de radiacion en el menor
tiempo. Se realizd la fusibn de células y la induccion de PCCs utilizando
polietilenglicol. Los detalles técnicos se ofrecen en la publicacion que se adjunta
en el Anexo 4.

El protocolo de fusion utilizado probd su efectividad a dosis tan altas como 20 Gy,
permitiendo el analisis de cromosomas en anillos y excesos de fragmentos. Las
irradiaciones, la fusion y la preparacion de los extendidos se realizaron en el
laboratorio de citogenética del Instituto Demokritos de Atenas. Las evaluaciones
de las muestras preparadas se hicieron en ambos laboratorios, el griego y el
cubano. La relacion dosis efecto obtenida entre la frecuencia de anillos y la dosis
fue lineal: Y = (0.088 + 0.005) x D. Se demostré que el ensayo PCC-Rf es
apropiado como biodosimetro para la estimacion de las altas dosis de radiacion y
los resultados pueden obtenerse inmediatamente después de la recepcion de la
muestra en el laboratorio sin necesidad de cultivar los linfocitos. Debemos
destacar que independientemente del andlisis que pueda realizarse de forma
automatica, el PCC-Rf puede efectuare directamente bajo el microscopio y ofrece
un rapido, facil y preciso método para la estimacion de la dosis.

Originalidad, impacto cientifico y social, introduccién en la practica y
generalizacion:
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- Cuba es pionera en obtener curvas PCC-R en un amplio rango de dosis de
irradiacion Gamma y no se conoce que existan curvas para la irradiacion con
neutrones ademas de la nuestra. Las curvas dosis respuesta de los nuevos
indicadores incorporados al servicio de dosimetria biolégica permiten estimar dosis
totales y parciales en un intervalo entre 0,1 Gy y 25 Gy para radiacion gamma y
entre 1 Gy y 4 Gy para irradiacion neutronica. Ademas, con el indice PCC es
posible clasificar rapidamente exposiciones a neutrones mayores de 10 Gy.
Esto nos convierte en pioneros en el uso de estos indicadores al reportar por vez
primera las ecuaciones mateméaticas que correlacionan altas dosis de radiaciones
con la frecuencia de PCC-R.

- La Dosimetria Biolégica en el pais puede realizar actualmente la estimacién
agil y precisa de la dosis de radiacion absorbida en personas expuestas a
altas dosis de radiacion, que antes de la realizacion de estos estudios no eran
alcanzables, lo cual es un elemento primario para seleccionar el tratamiento
médico mas adecuado para salvar la vida de las personas afectadas.

- Esta respuesta profesional y altamente calificada contribuye directamente al
sistema de respuesta a emergencias radiolégicas que ha creado el pais en
caso de ocurrir contingencias y amplia las posibilidades de contribuir al
esclarecimiento de cualquier suceso radiolégico anormal que pueda ocurrir en la
region, pues Cuba ha comenzado a extender la técnica PCC-Rch a los restantes
laboratorios de dosimetria bioldgica en América Latina.

- El desarrollo alcanzado en la Dosimetria Bioldgica por el Laboratorio de
Radiobiologia del CPHR se refleja en resultados practicos que nos ubican entre
los paises con capacidad para realizar estimaciones dosimétricas utilizando
un conjunto indicadores citogenéticos en casos de accidentes nucleares o
radioldgicos.
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