Modelo de superficie para biodosimetria basado en la deteccidn de focos y -H2AX
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Resumen

En caso de accidente radiologico que afecte a victimas potencialmente irradiadas y para
hacer frente a posibles consecuencias adversas para la salud, es necesario realizar un
cribado. El anélisis de dicéntricos inducidos por las radiaciones ionizantes (IR) se
considera el método estandar en dosimetria biologica (IAEA 2011). Sin embargo, el
analisis de dicéntricos requiere personal capacitado y es necesario cultivar células durante
dos dias. Como alternativa, se han propuesto biomarcadores rapidos de exposicion, la
mayoria de ellos basados en el dafio del ADN inducido por la radiacion (Roch-Lefévre et
al., 2010; Rothkamm et al., 2013). Entre los distintos dafios del ADN inducidos por IR,
las roturas de doble cadena (DSB) representan el tipo de lesion bioldégicamente mas
perjudicial y, en respuesta a las DSB inducidas, la histona H2AX se fosforila rapidamente
en Ser-139 (y -H2AX). Esta fosforilacion se extiende rdpidamente sobre varias megabases
en la cromatina adyacente y puede detectarse microscopicamente mediante anticuerpos
fluorescentes especificos como focos de y -H2AX (Rogakou et al. 1999). Una vez sea

reparado el DSB la y -H2AX se defosforila. EI nimero de focos y -H2AX inducidos por



IR aumenta linealmente con la dosis de radiacion después de la exposicion tanto in vitro
como in vivo (L6brich et al. 2005; Horn et al. 2011;). Actualmente la deteccion de focos
v -H2AX es un ensayo aceptado como herramienta de dosimetria bioldgica y cabe sefialar
que el procesamiento rapido de muestras de sangre para el ensayo y -H2AX tiene un gran
potencial para ser utilizado como un cribado rapido a utilizar en el caso de un numero

muy elevado de individuos potencialmente expuestos (Moquet et al. 2017).

El uso del ensayo de y -H2AX en biodosimetria necesita un establecimiento previo de
curvas de calibracion y debido a la naturaleza transicional de la fosforilacién cuando se
utiliza el ensayo y -H2AX para fines de dosimetria bioldgica, es obligatorio considerar el
tiempo transcurrido entre la exposicion y la recoleccion de la muestra de sangre, y luego
utilizar una calibracion adecuada que se haya establecido para este tiempo en particular.
Esto significa que los laboratorios deben establecer curvas de calibracion para diferentes
tiempos posteriores a la irradiacion (Roch-Lefévre et al. 2010). En esta presentacion se
propone un modelo tridimensional o de superficie que permite estimar una exposicion
utilizando como entrada la frecuencia de focos y-H2AX y cualquier tiempo post-

irradiacion durante las primeras 24 h tras la exposicion.

Para la construccion del modelo se utilizaron muestras de sangre periférica de un varon
sano de 54 afios, y para su validacion también se utilizé sangre de una mujer sana de 32
afios. Las muestras de sangre se irradiaron con haces de fotones de 6 MV con un
acelerador lineal TrueBeam (Varian Medical Systems, California, EE. UU.) Durante la
irradiacion se utilizo una configuracion isocentrica con dos campos opuestos de 30 cm X
30 cm (0° y 180°) para garantizar la irradiacion homogenea de las muestras de sangre.
Para irradiar las muestras de sangre, se colocaron tubos dentro de dos orificios perforados
en un maniqui de polimetilmetacrilato (PMMA) de 20 cm X 20 cm con 20 cm de espesor

en la direccion de los haces. Las dosis utilizadas para obtener la calibracion fueron de 0,



0,25,0,5,1, 1,5, 2, 2,5y 3 Gy. Después de la irradiacion, se incubaron a 37 °C durante
0,5, 1, 2, 4, 8y 24 h. Para validar el modelo, se realizaron dos experimentos diferentes

siguiendo el mismo protocolo utilizado para obtener los datos de calibracion.

El analisis de los focos se realiz6 mediante inmunofluorescencia y para el analisis se utiliz6
microscopia automatica utilizando un Metafer Scanning System (MetaSystems Hard & Software
GmbH, Altlussheim , Alemania) acoplado a un Zeiss Axiolmager.Z2 motorizado. Software

Metafer4 (MetaSystems Hard & Software GmbH) v 3.10.2. Tanto para la obtencion de la
relacion dosis-efecto como en los dos ejercicios de validacion, se registraron 500 nuicleos

en cada muestra.

En la elaboracion de la calibracion, y para cada tiempo post-irradiacion, la frecuencia de
focos por nucleo aumento con la dosis, con valores que fueron desde 1 foco por nucleo
en las muestras no irradiadas hasta los 29 focos observados 0,5 h después de la irradiacién
de 3 Gy. Los resultados también mostraron que, para cada dosis, la frecuencia de focos
disminuyd con el tiempo post-irradiacién. Inicialmente, los resultados obtenidos para
cada uno de los seis tiempos de post-irradiacion analizados se ajustaron al modelo lineal
Y = c+a-D. Los coeficientes lineales de estas curvas fueron mayores en los tiempos de
post-irradiacién mas cortos. Después de este primer ajuste y considerando todas las dosis
y todos los tiempos de post-irradiacion, las frecuencias de focos observadas se ajustaron

a un anico modelo de superficieY = c¢-t* + a - tV - D.

Las curvas dosis-efecto ajustadas al modelo lineal, asi como al modelo de superficie
fueron validadas en dos experimentos independientes con dos donantes. En el primer
ejercicio de validacion, las estimaciones de dosis se realizaron utilizando los coeficientes
lineales, y el modelo de superficie. Cuando se utilizaron modelos lineales, en todos los
casos, los intervalos de confianza del 95% de las dosis estimadas no incluyeron la dosis

de 0 Gy, y en la mayoria de los casos, la dosis estimada cayd dentro de la region de las



dosis administradas + 0.5 Gy. Las muestras evaluadas 24 h después de la irradiacion
fueron las que mostraron la estimacion menos precisa. Cuando las estimaciones de dosis
se realizaron utilizando el modelo de superficie se obtuvieron resultados similares. En
cualquiera de las muestras, las dosis estimadas fueron 0 Gy, y para la mayoria de las
muestras el 95% del intervalo de confianza de las dosis estimadas cay0 en la region de £
0,5 Gy de la dosis administrada. Las estimaciones de dosis en el segundo ejercicio se
realizaron utilizando el modelo de superficie. En la mayoria de los casos, los limites de
confianza del 95% de las dosis estimadas cayeron dentro del intervalo de £0,5 Gy de la
dosis real. Los resultados obtenidos en la validacion indican la solidez del modelo de
superficie y su aplicabilidad. En conclusidn, el modelo de superficie aqui presentado, que
comprende las primeras 24 h post-irradiacion, permite estimar de forma fiable la dosis
recibida, con una precision similar a las curvas dosis-efecto lineales, pero con la ventaja

de que la estimacion de la dosis puede evaluarse en cualquier momento post-irradiacion.
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