AVANCES EN DOSIMETRIA BIOLOGICA ¥ SU
APLICACION EN EMERGENCIAS RADIOLOGICAS

M. MORENO - M,J. PRIETO - M.L. GALVEZ - M. GOMEZ - R. HERRANZ

El andlisis de aberraciones cromosémicas en linfocitos de sangre periférica es el método mas sensible para la estimacién de
dosis individuales en exposiciones accidentales, como se ha demostrado en numerosos accidentes, el andlisis de cromosomas
dicéntricos se utiliza de forma rutinaria en proteccién radiolégica. Sin embargo, esta metodologia presenta unas limitaciones

que requieren continuas investigaciones utilizando nuevos indicadores biolégicos. En este arliculo se describe el estado

Chromosome aberration analysis in
peripheral blood lymphocytes is the
most sensitive technique to estimate
individual doses in accidental
radiation exposures as it has been
demonstrated for several radiation
accidents, dycentrics chromosomes
analysis is widely used routinely in
radiological protection. Nevertheless,
this methodology has some limitations,
to overcome them further
investigations are needed using new
biological indicators of radiation.
Current status of biological dosimetry
is evaluated in this report.

INTRODUCCION

La Dosimetria Biolégica consiste en
la estimacién de la dosis absorbida por
una persona expuesta a radiaciones io-
nizantes, utilizando pardmetros biolé-
gicos. Aunque se han observado nu-
merosas alteraciones radio-inducidas
en el dmbito molecular, celular y orga-
nico, no todas ellas son cuantificables
o proporcionales a la dosis, por lo que
deben considerarse indicadores biolg-
gicos que permiten detectar la existen-
cia de exposicién a radiaciones, pero
no realizar estimaciones dosimétri-
cas.(1)

En la actualidad, el método mas sen-
sible para estimar la dosis en exposi-
ciones accidentales sigue siendo el es-
tudio de aberraciones cromosémicas
en linfocitos de sangre periférica
(2)(3)(4). Esta metodologia es especial-
mente Gtil en el caso de exposicién
corporal total, aguda y uniformemente
distribuida, sin embargo la mayor parte
de los accidentes radiolégicos produ-
cen exposiciones corporales parciales,
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actual de la dosimetria biolégica.

0 exposiciones no uniformes, que jun-
to con los casos de exposiciones créni-
cas o prolongadas en el tiempo, com-
plican en mayor o menor grado el
estudio(5)(6). En algunos casos, no serd
posible la estimacién de dosis por mé-
todos biolégicos, y en otros, serd nece-
sario utilizar andlisis estadisticos espe-
cificos, Otro problema que presenta
esta técnica, deriva del caracter inesta-
ble de las alteraciones cromos6micas
que se analizan, esto hace indispensa-
ble obtener la muestra lo antes posible
una vez conocido el suceso, en gene-
ral por experiencia, no deben transcu-
rrir mas de 20-25 dias entre la exposi-
cion y la extraccién de la muestra.

De acuerdo con lo establecido por la
Nuclear Regulatory Commission y la
Energy Development Administration
americanas, se define una sobre-expo-
sicién a radiaciones como accidental
si, bajo circunstancias accidentales y
agudas se somete a exposiciones exter-
nas iguales o superiores a las siguientes
dosis: 0.25 Sv en cuerpo entero medu-
la 6sea y génadas, 6 Sv en piel y 0.75
Sv en el resto.

El Dr. Nenot clasifica los accidentes
radiolégicos en general en dos grandes
grupos: 1.- Los que afectan a una o a
unas pocas personas, generalmente se
trata de profesionales laboralmente ex-
puestos. 2.- Los que afectan a una po-
blacién. En cualquier caso es muy im-
portante obtener la informacién més
exacta posible sobre la dosis absorbida
y su distribucién en el cuerpo, de for-
ma que se puedan tomar las decisiones
apropiadas en cuanto al tratamiento
médico inmediato, cuidados posterio-
res y prognosis de los individuos impli-
cados. En muchos casos, las medidas
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fisicas no son suficientes, o presentan
demasiadas incertidumbres en cuanto
a la dosis real individual, en estos ca-
sos, la dosimetria bioldgica se convier-
te en una fuente de informacién extre-
madamente Util. En el primer grupo, se
valorard la indicacién de la técnica en
cada una de las personas afectadas, y
en el segundo grupo, serd imprescindi-
ble realizar una seleccién apropiada
de los individuos que se pueden bene-
ficiar de esta metodologia.

DISIMETRIA BIOLOGICA
CLASICA.

Aqui hemos considerado dosimetria
bioldgica clésica al estudio de las alte-
raciones cromosémicas inestables (ani-
llos y dicéntricos) inducidas en los lin-
focitos de sangre periférica, por ser
junto con el estudio de microntcleos,
la técnica més utilizada(7)(8)(9)(10).
Los cromosomas son unas estructuras
gue se forman por la asociacién del
DNA con determinadas proteinas, y
que tras una serie de enrollamientos y
stper-enrollamientos se hacen visibles
al microscopio durante el ciclo de divi-
sién celular. Los linfocitos se encuen-
tran en el organismo en fase GO o fuera
del ciclo celular, al ser irradiados, se
producen roturas en su DNA que acti-
van los mecanismos de reparacién en-
zimatica, normalmente se produce la
restauracién total elimindndose todas
las lesiones, pero en algunos casos esto
no es posible y como consecuencia la
célula puede llegar a presentar altera-
ciones cromosémicas. Si se produce
una rotura en un cromosoma que no es
reparada, se observaran deleciones,
manifestadas como fragmentos acéntri-
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dental en Handford
USA., desde entonces
se ha estandarizado in-
ternacionalmente y se
utiliza de forma rutina-
ria en proteccién radio-
Iégica.

Delecién

e Obtencicon y trata-
miento de las muestras:
Se realiza segiin la téc-
nica de Moorhead y col
adaptada. Consiste en el
cultivo de sangre perifé-
rica en medio especifi-
co para el crecimiento
de linfocitas estimula-
dos con PHA durante
48 horas, se utiliza col-
chicina como inhibidor
mitdtico durante las dos
ultimas horas de culti-
vo. Las preparaciones se
obtienen tras choque hi-
poténico con KC|
(0.075 M) y fijacién con
carnoy preparado con

Inversion

Anillo

traslocacién

dicéntrico

Figura 1. Representacién esquemdtica de los principales alferaciones

cromosémicas radicinducidas.

metanol y dcido acético
en proporcién 3:1. Se
realiza la tincién soélida

cos durante la metafase. La reparacién
incorrecta de 2 roturas en un mismo
cromosoma puede dar lugar a la for-
macion de anillos e inversiones, y si
suceden en dos cromosomas diferentes
a traslocaciones y dicéntricos (Figura
1).

Metodologia

La primera vez que se utilizd esta
técnica fue en 1962, cuando Bender y
Coach estimaron la dosis recibida por
tres personas expuestas de forma acci-
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Figura 2. Fotografia de microscopia éplica
{x 1000). Linfocito en metafase mitdtica 46 XY,
dicl+).
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con giemsa(11).

e Estudio citogenético: se analizan
500 metafases completas por individuo
anotando todas las aberraciones cro-
mosdmicas que se encuentren. (Figura
2)

e Estimacidn de la dosis: Se lleva a
cabo con curvas de calibracién dosis-
efecto realizadas in vitro(12)(13)(14).
Basdndonos en que la irradiacién in vi-
vo e in vitro produce igual tasa de cro-
mosomas dicéntricos, podemos com-
parar los resultados del andlisis con las
curvas de calibracién obtenidas previa-
mente al irradiar muestras sanguineas a
dosis conocidas. Para la estimacién de
la dosis es importante la eleccién de la
curva carrespondiente, ya que cada ti-
po de radiacién produce curvas dife-
rentes, en general radiaciones de baja
LET producen curvas que se ajustan a
un modelo lineal cuadrético donde y =
C + aD + BD? mientras que las radia-
ciones de alta LET producen curvas
que se ajustan a un modelo lineal: y =
C + oD, en ambos casos, y es la tasa
de dicéntricos, oy 8 son los coeficien-
tes que definen la curva, C es la fre-
cuencia basal de este tipo de alteracio-
nes, es decir la frecuencia de aparicién
de dicéntricos en poblaciones no ex-
puestas cuyo valor varia dentro de un
rango de 0 a 2.35 por 1000 células, en
estudios gue hemos realizado en el
drea geogrdfica de la CAM hemos en-
contrado un valor de 0.7/1000 para
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personas no expuestas y de 0.9/1000
para personas laboralmente expuestas.
D es la dosis estimada, representa la
dosis equivalente, uniforme y a cuerpo
entero, que se obtiene con un limite de
confianza del 95%, siendo el [imite in-
ferior del método de 100 mGy para ra-
diaciones de baja LET y de 50 mGy pa-
ra radiaciones de alta LET(15).

Aplicacién de la D.B. en accidentes
radiolégicos

e Estimacién de dosis tras exposi-
cién aguda a cuerpo entero: Se obtie-
nen las mejores estimaciones de dosis,
seglin se ha podido comprobar experi-
mentalmente utilizando maniquies y
medidas fisicas mediante dosimetros
de termo luminiscencia, comparadas
con las estimadas por dosimetria biol6-
gica. Sin embargo, como ya se ha
mencionado, las exposiciones unifor-
mes en los accidentes radioldgicos son
excepcionales, y al disminuir la homo-
geneidad, aumenta la incertidumbre
en las estimaciones dosimétricas por
métodos bioldgicos(16)(17)(18)(19). La
gran trascendencia de la utilizacién de
estos métodos se ha puesto en eviden-
cia en numerosas ocasiones, siendo
utilizada de forma rutinaria ante la sos-
pecha de sobre exposiciones acciden-
tales. Un ejemplo ilustrativo puede ser
el Accidente de Goiania (20) ocurrido
en Septiembre de 1987, en el cual una
fuente de rayos gamma fue sacada de
un hospital y destruida, dando lugar a
su distribucién ambiental, como conse-
cuencia mas de 100 personas estuvie-
ron expuestas a dosis fraccionadas y
externas de rayos gamma. Se analiza-
ron entre 100 y 200 metafases de cada
uno de los 97 individuos, estimandose
en 59 de ellos dosis entre 0.5 y 7 Gy,
mientras que excepto en tres casos el
monitor de rayos gamma revelé muy
poca contaminacién debida a la incor-
poracidn del radionucleido, por ello se
puede asumir que las estimaciones de
dosis biolégicas reflejan las dosis reci-
bidas como consecuencia de |a irradia-
cién externa con rayos gamma proce-
dentes de Cs 137, estos datos fueron
cruciales para determinar el tratamien-
to y la atencién médica dada a cada
persona.

e Estimacidn de dosis tras exposicio-
nes parciales y no homogéneas: Las ex-
posiciones no homogéneas pueden de-
rivar de la diferente absorcién de la
radiacién entre los tejidos blandos y
los huesos, como consecuencia se pro-
duce una fluctuacién en las dosis loca-
les resultantes, dando lugar a diferentes
exposiciones de los linfocitos en vold-
menes variables de la fraccidn del



cuerpo. La situacién se complica aun
mads por el hecho de que en un cierto
tiempo, solamente 3-5% de los linfoci-
tos totales de una persona adulta sana
residen en la sangre periférica, con un
tiempo de estancia media de alrededor
de 20-30 minutos. La mayoria de los
linfocitos estdn almacenados en tejidos
linfdticos y otros drganos, pudiendo re-
circular en la sangre periférica. Por
ello, en una exposicién parcial del
cuerpo, siempre estamos manejando
una poblacién de linfocitos expuestos
y otra de no expuestos, esto conduce a
que especialmente a dosis altas se pro-
duzcan tres fendmenos importantes: 1)
Transformacién ‘de blastos 2) retraso
mitético y 3) muerte en interfase, que
van a dar lugar a una seleccion prefe-
rencial de las células altamente dafa-
das y a una posible confusién en la in-
terpretacion de los datos sobre
alteraciones cromosémicas. De esta
forma se explica porque en algunos ac-
cidentes con dosis muy altas pero loca-
lizadas en zonas corporales reducidas
(manos dedos...) la frecuencia de abe-
rraciones cromosémicas es tan baja
que no permite su utilizagién como
dosimetro biolégico. En exposiciones
localizadas que afectan a una propor-
cién corporal mayor, se pueden reali-
zar andlisis estadisticos de las aberra-
ciones cromosémicas encontradas, y
estimar la dosis para la fraccién del
cuerpo irradiada. Existen dos métodos
basados en principios similares: 1)
Método Poisson contaminado de
Dolfin y 2) Método Qdr de Sasaki(6).
En el primero se utiliza la distribucion
de cromosomas dicéntricos entre todas
las células analizadas. Tras una exposi-
cién uniforme de los linfocitos a radia-
ciones de baja LET, los cromosomas di-
céntricos estardn uniformemente
distribuidos siguiendo una estadistica
de Poisson que se caracteriza porque
la varianza es igual a la media. Cuando
se produce una sobre dispersidn en la
cual la varianza es mayor que la me-
dia, se puede inferir que la exposicién
no ha sido homogénea, ademdas se
puede obtener la fraccidén de linfocitos
irradiados y su dosis media a partir del
grado de desviacién con respecto a
Poisson. Como para radiaciones de alta
LET esta sobre dispersién se observa
con frecuencia, este método sdlo s
aplicable a exposiciones con radiacio-
nes de baja LET, otra limitacién es que
para dosis locales demasiado bajas co-
mo para producir un ndmero suficiente
de células con varios cromosomas di-
céntricos, la frecuencia de células irra-
diadas sin dicéntricos es muy dificil de
precisar. El método de Sasaki considera
solamente las células que presentan di-
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céntricos con fragmentos acéntricos,
estas presentan una desventaja en la
divisién por lo que se consideran ines-
tables, pertenecen a la fraccién de los
linfocitos irradiados, y si sén analiza-
das en la primera divisién celular pre-
sentardn las lesiones radio inducidas
iniciales, el valor Qdr es la frecuencia
esperada de dicéntricos en la primera
divisién entre la células con fragmen-
tos, que es dependiente de la dosis pe-
ro independiente de la homogeneidad
de la dosis y de la dilucién de las célu-
las clafiadas en las células no dafadas
derivadas tanto de la fraccién no ex-
puesta como de los centros reproduc-
tores celulares, a partir de una curva de
calibracién para células con fragmen-
tos se puede estimar la dosis en la por-
cion del cuerpo irradiado.

e Estimaciones de dosis tras conta-
minacién interna con radionucleidos:
La contaminacién interna con radio
nucleidos que presenta una deposicién
selectiva, puede dar lugar a una expo-
sicidon no homogénea, con dosis muy
altas a los 6rganos y no necesariamen-
te a la sangre, por ello las estimaciones
dosimétricas utilizando la metodologia
descrita no va a ser posible en muchos
casos. Sin embargo, existe un caso es-
pecial en el cual se ha demostrado su
utilidad, es el caso de la contamina-
cién interna debida a la inhalacién o
ingestién de tritio, este es incorporado
al agua corporal produciendo una irra-
diacién mas o menos uniforme, la vida
media del tritio es de 10 dfas, por tanto
la exposicién puede ser tratada como
crénica y uniforme, en la practica la
relacién dosis-respuesta es lineal, en
ausencia de una curva de calibracion
especifica para el tritio, se puede utili-
zar una curva de rayos X (200-300
kVp), ya que se ha demostrado que
proporciona estimaciones de dosis si-
milares,

OTRAS TECNICAS DE
DOSIMETRIA BIOLOGICA

Aungue la metodologia descrita pre-
viamente es la mas extendida y la de
mayor utilidad para estimaciones de
dosis individuales en los casos de
emergencias radioldgicas en los que se
producen sobre exposiciones acciden-
tales a radiaciones ionizantes, dado
que posee algunas limitaciones, en
muchos casos se utiliza también otras
técnicas, de las que cabe mencionar al
menos dos.

Test de microndcleos: Se utiliza para
evaluar el efecto genotdxico de mdalti-
ples agentes ambientales incluyendo
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las radiaciones ionizantes. Los micro-
nicleos se forman a partir de los frag-
mentos acéntricos y cromosomas com-
pletos que se separan durante la
mitosis y que son incapaces de unirse a
ninguna de las células hijas, estos per-
manecen en el citoplasma celular, toda
esta cromatina atipica se manifiesta al
microscopio como micro nicleos, su
frecuencia estd relacionada con la do-
sis de exposicidn, por lo que con cur-
vas de calibracién se puede estimar la
dosis de forma similar a la descrita pa-
ra los dicéntricos (21)(22).

Test GPA: Consiste en el andlisis de
mutaciones en el gen de la glicoforina,
puede ser utilizado incluso largos pe-
riodos después de la exposicion, pero
presenta limitaciones individuales de-
bidas al genotipo, y solo se puede utili-
zar en exposiciones a dosis muy altas.
Consiste en el andlisis de mutaciones
en este gen, a través de la proteina pa-
ra la que codifica, que es un antigeno
de superficie de los eritrocitos, se de-
tecta mediante anticuerpos monoclo-
nales y citometria de flujo.

NUEVAS TECNICAS

Se continua investigando en la bis-
queda de nuevos dosimetros bioldgicos
que mejoren la precision de las estima-
ciones de dosis, entre otros muchos se
encuentran [ técnica COMET a nivel
molecular y el FISH a nivel citogenéti-
€co.

COMET: mediante esta técnica se
analiza individualmente cada célula,
de forma que a través de marcajes fluo-
rescentes se observa la cantidad de
cromatina danada. Se denomina comet
por el aspecto de cometa que presen-
tan los ntcleos danados, el tamafio de
la “cola” del cometa serd mayor cuan-
to mayor sea la dosis. Estd técnica per-
mitiria ademds estimaciones de dosis
localizadas, va que el estudio se reali-
za en células individuales(23)(24).

FISH(25) permite calcular frecuen-
cias de aberraciones cromosémicas es-
tables, por lo que permite realizar
estimaciones dosimétricas tras exposi-
ciones crénicas, y no estaria afectada
por el tiempo transcurrido entre la ex-
posicién y la obtencién de la muestra.
Se basa en el desarrollo de sondas de
DNA marcadas con fluorocromos que
se fijan especificamente a determina-
das secuencias de DNA situadas en los
cromosomas, asi se marca de forma di-
ferencial cromosomas completos, se
conoce como “pintar cromosomas”,
bdsicamente consiste en seleccionar
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los cromosomas que se quieren pintar meters. Int. J. Radiat. ~
de forma gue vamos a detectar las tras- Biol. 57, 737-747. g b
locaciones en las que estos estén impli- 5. LLOYD, DC., ED= | %
cados, la frecuencia de traslocaciones WARDS, A.A. 1989. = -
asf calculada se puede luego extrapolar Biological dosimetry af- ,
a todo el genoma, el punto critico esta- ter radiation accidents.
rd determinado por la cantidad de ge- In: chromosomal aberra- 0
noma que es necesario pintar para per- tions. Basic and applied @
mitir dicha extrapolacién, sin que aspects. Obe G. And

llegue a producirse una excesiva com-
plejidad que disminuya la simplicidad
del estudio y encarezca demasiado la
técnica. Los autores de este trabajo,
utilizamos un sistema bicolor, median-
te el cual marcamos con rodamina (co-
loracién roja) los cromosomas 1 y 2
(16% del genoma total) y con FITC (co-
lor verde) todos los centrémeros, con
este sistema podemos identificar todos
los intercambios que se produzcan en-
tre los cromasomas 1 y 2 y el resto del
genoma y ademds diferenciar las abe-
rraciones cromosomicas estables (tras-
locaciones) de las inestables (dicéntri-
cos)(figuras 3 y 4).
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