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RESUMEN

En los ultimos afios, el riesgo de un evento radioldgico a gran escala se ha
incrementado notablemente. Las redes de trabajo entre laboratorios que
dominen diferentes técnicas de dosimetria biolégica proporcionan una gran
oportunidad para distribuir la carga de trabajo y asi permitir al equipo
médico tener un dato fiable para determinar la posible evolucién de los
individuos afectados y dar la atencién médica necesaria. En este proyecto
de investigacion, se realizaron diferentes ejercicios para entrenar a los
participantes que aun no dominan las técnicas de biodosimetria con el fin
de conseguir una unificacién de los resultados y una actualizacion de
conocimientos para aquellos que cuentan con experiencia previa. De esta
manera, el intercambio de técnicas de biodosimetria entre los distintos
laboratorios mejora el flujo de trabajo y disminuye la carga de analisis de
muestras, situacion a la que se podrian enfrentar ante una emergencia

radiolégica..



INTRODUCCION

En una situacién de emergencia radiologica, la determinacion de la dosis de absorcion en el
individuo es de gran importancia al aportar informacion que contribuye en la planificacion
del tratamiento y en la valoracién sobre un posible efecto determinista que se podtia
manifestar en las siguientes semanas y meses (1,5,6). En las ultimas décadas, el uso de
biomarcadores de dafio cromosémico ha demostrado ser una herramienta valiosa para
determinar la dosis de radiacion recibida por un individuo mediante la existencia de una
curva dosis — respuesta entre la dosis recibida y los indicadores biolégicos estudiados,
principalmente, en casos de exposiciones accidentales o en ausencia de dosimetria fisica.
De esta manera, la dosimetria biolégica se ha convertido en un recurso fundamental para el
triaje de la poblacion que determinara el manejo terapéutico de la victima y la evaluacion de

riesgo a largo plazo (1,2,5,6).

En las exposiciones a las radiaciones existen una gran variedad de indicadores biolégicos,
como las mutaciones genéticas, modificacién de ciertas proteinas, tales como y- H2AX, o la
manifestacién de metabolitos intermediarios. Entre todos ellos, los biomarcadores
citogenéticos se consideran los mas sensibles y seguros para cuantificar la dosis de
radiacién absorbida (2). Las técnicas de dosimetria biolégica mas empleadas son: i) ensayo
de cromosomas dicéntricos, ii) ensayo de micronucleos con citocinesis bloqueada (CBMN),

y iii) ensayo de condensacién cromosoémica prematura (2).

Los cromosomas dicéntricos inducidos por radiacién en linfocitos de sangre periférica han
sido la técnica gold standard en la dosimetria bioldgica al ser muy especificos ante los
agentes que inducen roturas de doble cadena de ADN, entre los que se encuentra la
radiacion ionizante (1). Sin embargo, el analisis es largo en el tiempo, laborioso y requiere
de personal cualificado, dando lugar a variaciones en los resultados obtenidos entre los
laboratorios (2,6), por lo que no se considera una herramienta eficaz en situaciones de

emergencia.

Una técnica prometedora para la dosimetria biologica en situaciones de triaje es el ensayo
de micronucleos con citocinesis bloqueada (CBMN). El ensayo de CBMN fue desarrollado
originalmente por Fenech y Morley (7), y cuantifica la frecuencia de micronucleos en
células binucleadas derivadas de linfocitos periféricos (1,2,5,6). Los micronucleos se forman
a partir de anomalfas cromosémicas inestables, mal segregadas durante la division celular y

consiste en fragmentos cromosémicos o cromosomas completos que no estan incluidos en



el nacleo de células hijas. Este ensayo ha demostrado ser una prometedora herramienta
para la clasificacion de las victimas en el manejo médico de una emergencia radioldgica
debido a su simplicidad y rapida cuantificacion. En ensayo de CBMN es mas rapido y
requiere habilidades menos especializadas que la mayorfa de los métodos citogenéticos, lo

que le convierte en un método de alto rendimiento muy adecuado para la DB. (5,0).

El objetivo principal de este trabajo es exponer los diferentes ejercicios que se llevaron a
cabo durante el primer ano de elaboracién del Protocolo Nacional en Dosimetria Bioldgica
que, a su vez, tiene como principal propodsito reunir a los laboratorios espafioles con
experiencia en técnicas de dosimetria bioldgica para poder establecer una red interactiva
nacional de respuesta rapida frente a una emergencia radioldgica a gran escala y promover

sinergias que permitan un intercambio de conocimientos entre los distintos laboratorios.

CONTENIDO

Con el fin de elaborar un protocolo nacional e incrementar la armonizacién de las técnicas
que se llevaran a cabo por los laboratorios participantes, se propuso la realizacién de
diferentes ejercicios. Estos ejercicios consistian en estimar la dosis de radiacién utilizando
métodos de dosimetria bioldgica, e incluian el analisis de imagenes de ensayos biolégicos, la
intercomparaciéon de estimaciones de dosis de muestras de sangre irradiadas y una
simulacion virtual de un accidente donde se requiera la actuaciéon de todos los laboratorios

nacionales..
LABORATORIOS INTEGRANTES

o Instituto de Investigacion Sanitaria la Fe (IISLAFE) del Hospital Universitatio y
Politécnico La Fe (H. La Fe)

0 Universidad de Murcia (UM)

0 Hospital General Universitario Gregorio Marafion (H.G. Marafion)

o Universidad Auténoma de Barcelona (UAB)

o Centro Oncolégico de Galicia (COG)

o Universidad de Sevilla (US)

El proyecto de investigacion se resolvié de manera definitiva el 12 de diciembre de 2022,
por la Secretaria General del Consejo de Seguridad Nuclear como 6rgano instructor para la
concesion de las subvenciones a la realizacion de proyectos de I+D+i relacionados con las
funciones del organismo, otorgando al proyecto de I+D+i de su equipo investigador,
denominado “Elaboracién de un protocolo nacional en dosimetria biologica”, la cantidad

econémica total de 99.960,00 euros. Una vez resuelta la convocatoria, se plantearon la



metodologia y el plan de trabajo planteado en el proyecto de investigacion. En este
proyecto de 3 afios de duracion se han realizado los siguientes ejercicios:

1. Identificacion de las caracteristicas principales de cada laboratorio y la descripcion
de las técnicas de dosimetria biolégica llevadas a cabo en cada laboratorio.

2. Analisis con imagenes de células en metafase para analizar las alteraciones
cromosémicas tipo dicéntricos. Se debfan anotar las alteraciones cromosémicas analizadas
especificando el nimero de células analizadas, el tipo de alteraciones encontradas,
clasificadas como dicéntricos y su correspondiente acéntrico, anillos y su correspondiente
acéntrico y los acéntricos extra.

3. Simulacro de tipo “virtual” en el que se evalud la capacidad de activacion de cada
laboratorio integrante. Para ello, se envi6é una tabla en la que se plasmaban los valores de
dosis relativa estimados para cada ensayo: DIC: dicéntricos, TRANS: translocaciones, MN:
micronucleos, H2AX: histona H2AX, PCC: condensacién prematura de cromosomas,
EPR: resonancia paramagnética electronica y OSL: luminiscencia 6pticamente estimulada.
En el mismo documento enviado se adjunté una lista de casos a estudiar: cincuenta y
cuatro casos que se debfan clasificar en las categorias antes explicadas y, ademas, indicar la

categoria de triaje en la que se clasificaria cada muestra.

RESULTADOS
EJERCICIO 1

Los resultados en relacién con la informacién general de las entidades permiten incorporar

dos ensayos en este protocolo nacional que se reflejan en la Tabla I.

] ] . ] Ensayo de microniicleos en linfocitos
Ensayo de Dicéntricos en linfocitos

humanos bloqueados citocinéticamente

humanos irradiados > . .
mediante citocalasina B

Universidad de Sevilla

Centro Oncolégico de Galicia
Universidad de Murcia

Hospital General Universitario

Gregorio Marafién

Universidad de Barcelona
Universidad de Sevilla

Hospital La Fe



EJERCICIO 2

La recopilacién de los resultados obtenidos por las diferentes entidades en relacién a la
informacion de las frecuencias de cromosomas dicéntricos observados por célula para las
distintas galerfas, se realizé un resumen grafico con el apoyo de la plataforma bioestadistico

del IISLAFE en orden de menor a mayor frecuencia observada (Figura 1y 2).
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Figura 1. Grafico intercomparativo de las frecuencias de cromosomas dicéntricos
observados por célula para la serie B. Los puntos negros muestran las frecuencias
promedio de cada laboratorio. Los puntos naranjas representan los diferentes
sublaboratotios presentes en el grupo Murcia/Malaga. Las barras de etror representan el
error estandar de cada valor. La linea solida horizontal representa el valor de la media

robusta obtenida por todos

Figura 1. Grafico intercomparativo de las frecuencias de cromosomas dicéntricos
observados por célula para la serie B. Los puntos negros muestran las frecuencias
promedio de cada laboratorio. Los puntos naranjas representan los diferentes
sublaboratotios presentes en el grupo Murcia/Malaga. Las barras de etror representan el
error estaindar de cada valor. La linea sélida horizontal representa el valor de la media
robusta obtenida por todos los laboratorios. Las lineas discontinuas horizontales

representan £1.96 desviacion estandar robusta (intervalo de confianza 95% robusto).



SerieB

Dosis estimada (Gy)
3
1
]
I
I
I
}
I
I :
O | B
N :
: | :
e 1
O :
N :
H | H
H :
H } .
F?—O—
I
I
I
}
I
I
I
I
|
I
I
I
I
}
A
]
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

T T | |
gP?‘GG'\’o“P;N P\}Gb' G»\O‘P' 09‘\6 Q}\P@P' 5@'\\'\}\, NS,V\GP‘
\)*?~ S
Figura 2. Grafico intercomparativo con las dosis estimadas por los diferentes laboratorios
para la serie B. Los puntos representan los valores medios obtenidos y sus barras de error
su intervalo de confianza al 95%. La linea sélida horizontal marca el valor real de la dosis
aplicada. Las lineas discontinuas indican los margenes a aceptabilidad de * 2 Zscores. Las
lineas discontinuas rojas indican los margenes de * 3 Zscores. los laboratorios. Las lineas
discontinuas horizontales representan £1.96 desviacion estindar robusta (intervalo de

confianza 95% robusto).

A continuacion, se representan las dosis estimadas para la serie C a través de un resumen

grafico. Los laboratorios estan ordenados de menor a mayor dosis media estimada.
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Figura 3: Grafico intercomparativo con las dosis estimadas por los diferentes laboratorios
para la serie C. Los puntos representan los valores medios obtenidos y sus barras de error
su intervalo de confianza al 95%. La linea sélida horizontal marca el valor real de la dosis
aplicada. Las lineas discontinuas indican los margenes a aceptabilidad de * 2 Zscores. Las
lineas discontinuas rojas indican los margenes de * 3 Zscores

EJERCICIO 3
Se realizo6 la categoria del triaje como verde < 1 Gy, Naranja 1 — 2 Gy y Rojo > 2 Gy de

cincuenta y cuatro escenarios diferentes segun el conjunto de datos dosimétricos que
debfan ser interpretados por cada laboratorio en términos de valores de dosis relativa
estimados en cada ensayo de dosimetria bioldgica y, ademas, se determiné si la dosis habia
sido recibida a cuerpo entero o parcial, el momento en el que se recogi6é la muestra de
sangre de la victima, si la sangre habia sido recogida el mismo dia, un dia después o una
semana después y si los dispositivos electronicos personales se encontraban fuera del haz o
en el haz de radiaciéon. Los resultados del ejercicio demostraron que, los laboratorios
miembros de este proyecto de investigaciéon estan capacitados para responder de manera
efectiva a una escala radiolégica de emergencia.

La dosimetria bioldgica constituye una util herramienta para identificar aquellos individuos
que no han sido expuestos a radiacién ionizante o que han recibido dosis de radiacién muy
bajas, con el fin de ayudar a reducir la presion de carga del sistema sanitario, dirigiendo
adecuadamente los recursos sanitarios y disminuyendo el temor generalizado en la
poblacion. De esta manera, las redes de trabajo entre diferentes laboratorios proporcionan
una gran oportunidad para distribuir la carga de trabajo y aumentar el nimero de muestras
que puedan ser procesadas en un tiempo determinado. En Europa, la asociacion de trabajo
internacional RENEB (Running the European Network of Biological and Physical
restrospective Dosimetry) se ha establecido para asegurar la disponibilidad, calidad y
eficiencia de la dosimetria retrospectiva fisica y biolégica y para identificar las necesidades
de entrenamiento y armonizacién de las organizaciones miembro. Los controles de calidad
mediante comparaciones periddicas entre los laboratorios permiten evaluar el desempefio
de los laboratorios e identificar las necesidades para optimizar la comunicacién y el flujo de
trabajo de los integrantes con el fin de optimizar la preparacién antes posibles eventos de
emergencia radiologica. Estas revisiones periddicas llevadas a cabo en la red RENEB
consisten en simular diversas situaciones de exposicion real para validar y mejorar los

procedimientos de las distintas técnicas de dosimetria biologica (4).



En lo que respecta a este proyecto de investigacion, se puede destacar que, a través de los
cuestionarios proporcionados en las tareas 1 y 2, todos los laboratorios tienen un amplio
conocimiento y experiencia en el ensayo de identificaciéon de cromosomas dicéntricos; a
excepcion de la Universidad de Murcia y Malaga ya que su experiencia se centra en el
empleo de otras técnicas de biodosimetria, como el ensayo in vivo sobre policromatéfilos
de médula 6sea de  roedor, ensayo in vivo sobre reticulocitos de roedor, ensayo in vitro
sobre linfocitos humanos irradiados con bloqueo citocinético con citocalasina b y ensayo
de microntcleos en efecto bystander in vivo e in vitro.

En todo caso, se pone de manifiesto la necesidad de entrenar a los participantes que ain no
dominen las técnicas de biodosimetria para conseguir una unificaciéon de los resultados y
una actualizacién de conocimientos para aquellos que cuentan con experiencia previa. De
esta manera, intercambiando las técnicas de biodosimetria entre los distintos laboratorios se
puede mejorar el flujo de trabajo y asf disminuir la carga de analisis de muestras, situacion a
la que se podrian enfrentar ante una emergencia radiolégica.

La proxima tarea por desarrollar consistird en la intercomparacion de ensayos de dosimetria
biolégica para estimacion de dosis y clasificacion de personas afectadas, que incluira la
extraccion de muestras de sangre, su irradiaciéon y envio a los diferentes laboratorios

integrantes del proyecto de investigacion.
CONCLUSION

La recoleccion de informacion sobre los distintos laboratorios integrantes de este proyecto
de investigacién a través de encuestas y la realizaciéon de ejercicios para entrenar a los
participantes tanto en las técnicas de biodosimetria que desempefian de manera usual como
en aquellas por adquirir; con el fin de permitir la coordinacién de la respuesta ante la
posibilidad de una gran cantidad de datos que se generarfan en caso de un suceso
radiolégico importante y pudiendo formar parte de la formacion general ante emergencias

radiolégicas.
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