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RESUMEN

En dosimetria bioldgica el método mas utilizado es el analisis de cromosomas dicéntricos
en metafases de linfocitos de sangre periférica (IAEA, 2011). En el caso de una
exposicién homogénea de cuerpo entero, se supone que todos los linfocitos del cuerpo
reciben aproximadamente la misma dosis fisica, y la distribucién de dicéntricos por célula
se ajusta a un Poisson (Edwards et al, 1979). En exposiciones no homogeéneas (Sreedevi
etal., 1993), donde la poblacion de linfocitos contiene una mezcla de células no expuestas
y expuestas a diferentes dosis, la distribucion de dicéntricos entre las células tiende a ser
sobredispersa, y esto se utiliza para detectar la heterogeneidad. En casos de irradiaciones
no homogéneas, para estimar la dosis recibida y la fraccion del cuerpo irradiado un
método recomendado el método de la Poisson contaminada en el cero, en dosimetria se
conoce como método "Dolphin™ (Dolphin, 1969). Este método considera todas las
exposiciones no homogéneas como exposiciones parciales. Sin embargo, considerar todas
las exposiciones no homogéneas como exposiciones corporales parciales representa una
situacion bastante idealizada. En la mayoria de los accidentes por radiacion, las victimas
reciben un gradiente de dosis, y en estos casos la estimacion de una dosis y de una fraccion
irradiada, se convierte en una simplificacion que puede alejarse mucho de la situacién
real (SevanKaev et al, 1999, 2002, Liu et al, 2008).

En esta presentacion se muestra un nuevo enfoque matematico basado en un modelo de
Poisson mixto (McLachlan et al 2000) que se puede utilizar en casos en los que se detecta
sobredispersion. EI modelo permite la division de dos distribuciones diferentes. La
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eficacia del método se ha validado mezclando muestras de sangre de donantes femeninos
y masculinos para simular irradiaciones corporales parciales y heterogéneas. Ademas, el
modelo también se ha validado para dosis muy altas, hasta 17 Gy, utilizando cultivos

tratados con cafeina para aumentar el indice mitoético (Pujol et al, 2012).

Para evaluar el método estadistico se obtuvieron muestras de sangre periférica de una
mujer de 26 afios y un hombre de 54 afios, ambos sin antecedentes de exposicion a agentes
clastogenos. Las muestras fueron irradiadas a las dosisa 0, 1, 2, 4, 6, 10 y 17 Gy en una
fuente Gamma 137Cs (IBL437C, CIS Biointernational , GIF Yvette, Francia) a una tasa
de dosis de 5,02 Gy-mint. Una vez irradiadas las muestras de sangre periférica se
cultivaron siguiendo el protocolo estandar (IAEA, 2011), al que se le afiadi6 cafeina con

el fin de obtener un mejor rendimiento de la técnica.

El disefio experimental de este estudio se baso en el cocultivo de muestras de sangre de
dos donantes irradiadas a diferentes dosis. Estudios preliminares permitieron comprobar
que el cocultivo de dos donantes no modifica el indice mitético de cada donante, y que la
proporcion de la mezcla fue la misma que la proporcidn de metafases de cada donante,

tanto para muestras no irradiadas como para muestras irradiadas.

Todas las simulaciones de irradiacion heterogénea se realizaron para los dos donantes. A
modo de ejemplo, para las simulaciones corporales parciales la mezcla de 2 y 4 Gy se
realiz6 mezclando 17 Gy de sangre femenina irradiada (F12) con sangre masculina
irradiada a 2 Gy irradiada (M4), y viceversa (M17F2). En todos los casos, el
procesamiento del cultivo se realizé mediante tratamiento hipotonico seguido de solucion
fijadora de Carnoy. Para el analisis microscopico de utiliz6 la técnica de fluorescencia
mas Giemsa con tincion de Leishman. El andlisis se realiz6 en un microscopio Zeiss
Microscopio Imager.Z2 (Izasa , Barcelona, Espafia) acoplado a un sistema de escaneo de
portaobjetos Metafer® v3.10.2 ( 1zasa , Barcelona, Espafia). Se analizaron un minimo de
dos portaobjetos por experimento. EI Ml se determin6 como la relacion del nimero de
metafases en 500 nucleos estimulados (IAEA, 2011). Los analisis cromosémicos se
llevaron a cabo exclusivamente en metafases de primera division que contenian 46
centromeros. En cultivos mixtos, para clasificar de qué donante provenian las células, se
contaron los acrocéntricos y el cromosoma Y. En cultivos con sangre no irradiada, se

analizaron un minimo de 500 metafases. Para cultivos que simulaban exposiciones
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corporales parciales, se analizaron un minimo de 100 dicéntricos o 500 células. Para
cultivos que simulaban exposiciones heterogéneas, se analizaron un minimo de 200
dicéntricos. Durante el andlisis los dicéntricos, tricéntricos, tetracéntricos y
pentacéntricos se aceptaban solo cuando sus respectivos fragmentos acéntricos estaban
presentes y se consideraron como uno, dos, tres o cuatro dicéntricos equivalentes
respectivamente. La distribucion de dicéntricos en cada simulacion se compar6 con la
distribucion de Poisson mediante la prueba U, valores U superiores a 1,96 indican
irradiaciones no homogéneas. En casos de una exposicidn homogénea suponemos que
una dosis de exposicion a la radiacion de baja LET produce un resultado de dicéntricos
distribuido por Poisson. Esto significa que la probabilidad de observar un linfocito con k
dicéntricos tiene la conocida expresion (1)

A2

PUA) =2k =012,... (1)

donde A representa la frecuencia de dicéntricos que esta estrechamente relacionado con
la dosis. Sin embargo, para una exposicion heterogénea con dos dosis de radiacion X 'y
Y, el resultado de la distribucion de dicéntricos es una mezcla de dos distribuciones de
Poisson que tienen una funcion de probabilidad de la forma (2)
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P(k; A, 5, w) = w +(1—-w) ,k=0,1,2,..(2)
donde A1 es la frecuencia de dicéntricos para la dosis X, A 2 es la frecuencia para la dosis
Y. De manera similar, 1-o puede entenderse como la proporcion poblacional de células

analizadas que han recibido una dosis Y.

Para todas las simulaciones, la distribucion de dicéntricos observada en todas las células
(células masculinas y femeninas juntas) se utilizd para obtener los valores iniciales
estimados de la frecuencia de dicéntricos en cada fraccion (masculina y femenina) y de
la proporcion estimada de células de cada donante. Las frecuencias y proporciones

estimadas se compararon con las observadas en celulas femeninas o masculinas.

Las estimaciones de dosis se han realizado interpolando las frecuencias observadas o
estimadas de dicéntricos (ya sea por el modelo de Poisson mixto o por el método de
Dolphin) a las curvas de calibracién apropiadas. Para cultivos de 48 h, tratados solo con

colcemid se utilizaron curvas lineales-cuadraticas (Y = C + aD + fD?) descritas



previamente (Pujol et al., 2012). Para cultivos con sangre irradiada a dosis muy elevadas
(>4 Gy) se utiliz6 una curva dosis-efecto tipo Gompertz (Y = B e=Pre’ Zd) (13). Para

comparar el modelo de Poisson mixto propuesto en el presente trabajo con el método de

Dolphin del manual del OIEA (IAEA, 2011),

De los resultados obtenidos de las irradiaciones parciales y con relacion al porcentaje de
células analizadas en cada simulacion, el porcentaje de células irradiadas que alcanzaron
metafase disminuy6 a medida que se incrementd la dosis. En irradiaciones parciales
simuladas cuando se afiadio cafeina a los cultivos de 48 h, se observo un ligero aumento
en la proporcion de la fraccion irradiada en comparacion con los cultivos sin tratamiento
con cafeina. Sin embargo, después 10 o 17 Gy, en los cultivos de 48h apenas se observa
un aumento cuando se afiade cafeina. En los cultivos de 57 h donde la cafeina estuvo
presente durante 11 h de cultivo la proporcién de células irradiadas que alcanzaron la

metafase aumentd claramente en comparacién con los cultivos de 48 h,

En todas las simulaciones de irradiaciones parciales los valores U fueron superiores a
1,96, lo que indic6 una sobredispersion significativa. Esta desviacion de Poisson fue
mayor a medida que aumentaba la dosis. EI modelo de Poisson Mixto permite
descomponer dos distribuciones de Poisson a partir de una Unica distribuciéon de
dicéntricos, estimando el peso en estas dos distribuciones de Poisson y el porcentaje de
celulas pertenecientes a cada distribucion. En el caso de irradiaciones heterogéneas, los
valores U de mezclas 1:1 con sangre irradiadaa 1y 4 Gy, y a 2y 6 Gy cayeron en el
intervalo de +1,96. Sin embargo, para la mezcla de 2 y 17 Gy, la distribucion de células
con dicéntricos mostré una sobredispersion. De manera similar a las irradiaciones

parciales, cuando se comparé la mezcla de 2 y 17 Gy entre diferentes tratamientos de



cultivo, la presencia de cafeina aumento la proporcion de células analizadas que fueron

irradiadas a 17 Gy, lo que permitio el analisis de un alto nimero de dicentricos.

Para todas las exposiciones parciales simuladas, cuando se consider6 la frecuencia de
dicéntricos en todas las células, el 95% CL de las dosis estimadas de cuerpo entero no
incluyé la dosis real administrada. Por el contrario, cuando se utilizé para estimar la dosis
el modelo Poisson mixto, hasta 10 Gy y para todos los tratamientos de cultivo, la dosis
estimada fue muy cercana a la real y en todos los casos el 95% CL incluyo la dosis real.
Después de la irradiacion parcial a 17 Gy, se obtuvo la mejor evaluacion de la dosis para
las 57 h utilizando la curva tipo Gompertz. Para simulaciones de exposiciones
heterogéneas, las dosis de cuerpo entero estimadas usando las frecuencias observadas de
dicéntricos en todas las células siempre estuvieron cerca de la dosis mas baja. Cuando se
usé el modelo Poisson mixto para la evaluacion de la dosis, el modelo distinguié dos
poblaciones celulares y la dosis estimada para cada una estuvo en la mayoria de los casos
cerca de la dosis real. Para las mezclas de 2 y 17 Gy se obtuvo una mejor estimacion de
dosis en los cultivos tratados con cafeina de 57 h. En este caso la fraccion irradiada a 2
Gy fue estimada correctamente; y para la fraccion irradiada a 17 Gy, el limite de confianza

inferior del 90% de la dosis estimada incluy6 la dosis real.

En conclusién, el modelo de Poisson Mixto presentado en este estudio permite distinguir
entre exposiciones parciales y heterogéneas. Los valores estimados de las frecuencias de
dicéntricos en las fracciones irradiadas, las dosis recibidas y las proporciones iniciales de
sangre irradiada concordaron bien con los valores reales. Para las exposiciones parciales
los valores estimados fueron similares a los obtenidos por el método de Dolphin,

demostrando que ambos métodos tienen una efectividad similar. Sin embargo, para las



exposiciones heterogeneas, los resultados obtenidos indican que la reconstruccion de
dosis utilizando el modelo de Poisson Mixto es mas precisa que la obtenida por el método
de Dolphin. Considerando que en la mayoria de los accidentes las victimas reciben un
gradiente de dosis, el modelo de Poisson Mixto dara valores mas realistas. Ademas, la
combinacion del modelo de Poisson Mixto con los cultivos tratados con cafeina durante
57 h optimiza la evaluacion de la dosis en casos en los que una fraccion del cuerpo recibe

una dosis muy alta de radiacion.
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