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RESUMEN

El ensayo de aberraciones cromosOmicas inestahl@k @licéntricos y anillos) es utilizado para deterar
dosis absorbida a cuerpo entero a fin de guiaratdrhiento médico en accidentes radiolégicos cotinvas
multiples. El recuento con criterio de triage (ezldn del nimero de células analizadas) permite una
disminucién en el tiempo de andlisis permitiendoclasificacién de las victimas en rangos de dosis d
importancia clinica: <1 Gy; 1-2 Gy; 2-4 Gy; 4-6 &g Gy

El Laboratorio de Dosimetria Biolégica (LDB) de Aaitoridad Regulatoria Nuclear (ARN) participé en un
ejercicio de intercomparacién internacional orgada& por el Ministerio de Salud de Canadéa cuyo wbjétie

la determinacién de la dosis absorbida correspatelia muestras de sangre venosa irradiadas exenivid
puntos de dosis con una fuente de Rayos X y tratefss al LDB segun la normativa internacional (GMS
IATA). El andlisis de las muestras se llevé a catealiante dos metodologias:

Metodologia 1: Modo Convencional

a) Analisis de recuento de ACI mediante observaciiecta. Se analizaron 10, 20 y 50 metafases o 30
dicéntricos+anillos registrando el tiempo de aislis) Aplicando el mismo criterio que en a) peredmnte un
sistema de microscopia con localizacion y captutaraatizada de metafases.

Metodologia 2: Modo rapido (Quick Scan).

Andlisis de 10, 20 y 50 metafases o 30 dicéntri@sitos (sin recuento de centromeros en cada assifEl
analisis se llevé a cabo en alta magnificacion (P6n un tiempo menor a 20 segundos por cada asetaf

En el presente trabajo se evalla el desempefnoltelen la determinacién de la dosis absorbida yisauten

las ventajas de ambas metodologias de recuentada$, a fin de disminuir el tiempo de analisisigdar una
categorizacion de las victimas para guiar un tregiatm médico apropiado.

1. INTRODUCCION

El objetivo de la Dosimetria Biologica (DB) es latimacion de la dosis absorbida de
personas presunta o comprobadamente sobreexpaestdmciones ionizantes, mediante la
cuantificacion de aberraciones cromosomicas inkEstgACI: dicéntricos y anillos) a partir
de muestras bioldgicas. Esta dosimetria constiimysoporte necesario de los programas de
Proteccion Radiolégica Nacionales y de los Sisterdas Respuesta en Emergencias
Radiolégicas o Nucleares, complementando las esibm@s dosimétricas realizadas por
métodos fisicos y clinicos, los cuales, permiteiargy establecer el tratamiento médico mas
apropiado.

Las muestras biologicas requeridas para realizéwadilosimetria son provenientes de sangre
periférica, a partir de las cuales se efectlarvosltcelulares a fin de obtener una poblacién
representativa de un tipo celular, los linfocitagje expresan el dafio cromosomico

radioinducido durante la division celular (estadiéometafase).



La estimacion de dosis mediante el analisis dentticés y anillos en un total de 500 a 1000
metafases evaluadas por muestra, requiere tiengbengado de analisis asi como también,
operadores experimentados. Consecuentemente, tagastina metodologia laboriosa en
caso de escenarios de sobreexposicion con victimidtgples, donde el riesgo de desarrollo
de un Sindrome Agudo de Radiacion (SAR) necesitar&g@damente evaluado para la
determinacion de un tratamiento médico adecuadoe®bargo, el recuento con criterio de
triage (reduccion del niumero de células analizadps)porciona una disminucién en el

tiempo de analisis permitiendo la clasificacion lde victimas en rangos de dosis de
importancia clinica: <l Gy; 1-2 Gy; 2-4 Gy; 4-6 Gy; > 6Gy. Realizando el analisis de un

namero significativamente menor de metafases (Bdparementa el umbral del limite de

deteccion de la metodologia de 0,1 Gy a 1-2 Gykivél 2011). A pesar de esta limitacion,
este criterio permite identificar aquellas persowcas dosis superiores a 1-2 Gy que
representa la dosis umbral de mielotoxicidad déotma hematoldgica del SAR y por lo

tanto permitira una aproximacion adecuada para guiteatamiento médico.

A fin de brindar soporte en caso de accidente®l@gicos y nucleares en donde el nimero
de victimas potencialmente expuestas supera lecicagade respuesta de los laboratorios
locales, es necesario contar con procedimientascs armonizados y consensuados, la
participacion en ejercicios de intercomparacionguicos y la asistencia mutua entre los
laboratorios pertenecientes a redes regionaleemacionales de DB. En tal sentido, el LDB
participa regularmente en ejercicios de intercomgéan con las mencionadas redes para las
distintas técnicas citogenéticas a fin de fortaléae capacidades operativas del laboratorio
en distintos escenarios de sobreexposicion.

2. OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo es evaluar el migeio del LDB en la participacion de un
ejercicio de intercomparacion internacional de m@siia biologica cuya organizacion estuvo
a cargo del Ministerio de Salud de Canada. Siendobgetivo de dicho ejercicio la
determinacion de la dosis absorbida correspondeemieliestras de sangre venosa irradiadas
ex vivoen 10 puntos de dosis con una fuente de Rayosedjamte la aplicacion de dos
metodologias de analisis: Modo Convencional y Magfmdo (Quick Scan). Asimismo, se
discuten las ventajas de las metodologias mencsngdra su aplicacion en el triage
citogenético.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Irradiaciéon y envio de las muestras

El ejercicio se realizo a partir de 10 muestrasalggre venosa provenientes de 10 donantes
diferentes cuya extraccion estuvo a cargo del Minis de Salud de Canada. Las muestras
fueron irradiadagx vivocon una fuente de Rayos X (252 kVp — 15 mA) erpdftos de
dosis utilizando un Irradiador Biologico X-RAD, takdo por el Consejo de Investigacion
Nacional del Gobierno de Canada. Los puntos desdssio fueron conocidos por el
proveedor del ensayo y estos fueron informadoss goéoticipantes una vez finalizado el
ejercicio.

El Ministerio de Salud de Canada envié al LDB deARN de Argentina las muestras
irradiadas, a través de un Courier especializadivagsporte de materiales biolégicos segun
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la normativa nacional e internacional. Estas sw&ian clasificacion 6.2 “Sustancias

Infecciosas,

categoria B UN 3373; fueron transportadas acorde con el Embalaje PII6&

muestras se recibieron satisfactoriamente cumpieod los requisitos de transporte y envio
de muestras biologicas descriptos en General Goédelfor safe and Expeditious
International Transport of Samples Subjected toldgical Dosimetry (Di Giorgio et al.

2014)

3.2. Procesamiento de las muestras

Los cultivos celulares se llevaron a cabo de acuatgrocedimiento de ensayo acreditado
del LDB bajo Norma ISO 17025:2005, 19238:2014 wmedares internacionales:

A partir de las muestras de sangre entera se d#ason cultivos de linfocitos estimulados
vitro a proliferacion mitotica con fitohemaglutinina.
Cada cultivo se llevé a cabo en un frasco plaggtéril de 25 cm2. Por frasco de cultivo se

colocaron:

Incubacion:

Cosecha:

8 ml de medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco). El nede filtr6 antes de su uso
para asegurar su esterilidad, ajustando el pH & @,8.

300 pl de fitohemaglutinina M (PHA M - Gibco), 3 éel volumen final de
cultivo.

2,5 ml de suero bovino fetal certificado (Gibcd, v/v.

0,8 - 1 ml de sangre entera.

100 pl de antibiético, 1 % de concentracién finahiilina (100 Ul/ml - Gibco)

| Estreptomicina (100 pg/ml - Gibco).

20 pl bromo deoxiuridina (BrdU - Sigma) de una s@n madre de 2 mg/ml,
concentracion final de 6 pg/ml. Mediante la técnita Fluorescencia plus
Giemsa es posible diferenciar las metafases quensgentran en la primera
division celular de aquellas que estan en ciclatgrimres. Esta discriminacion
es particularmente importante debido al decaimiel@da frecuencia de las
aberraciones cromosdmicas inestables a través glesuoesivos ciclos de
division celular.

Los cultivos se incubaron en estufa gaseada (caha6%) a 37,0 °C £ 0,5 °C.
El tiempo de incubacion fue de 48 horas. Sin entya®g realizaron réplicas con
tiempos de cultivos de 50 h y 52 h teniendo en teuehtiempo de transporte
que sufrié la muestra, lo cual pudiese ocasiongrasible retraso mitotico.

A fin de detener las células en metafase se a@dgantes de la cosecha 500 pl
colcemida (Gibco) 0.5 pg/ml de concentracion final.

Recoleccion de células: Al finalizar el tiempo deubacion se transfirio el
contenido del frasco de cultivo a un tubo de ckrga conico plastico de 15 ml.
Las células se colectaron por centrifugacion a 2p@0durante 15 minutos.
Tratamiento Hipotonico: consistiéo en el agregaddbdal de una solucion de
KCIO, 075 M al precipitado. Se homogenizé con mpeasteur y se incub6 en
estufa a 37 °C durante 7 minutos. La detenciontrdedmiento hipotonico se
realizd agregando 1 ml de fijador Carnoy (3 padiesnetanol (Merck) : 1 parte
de acido aceético glacial (Merck)), homogeneizarwmtrifugando a 2000 rpm
durante 15 minutos y descartando el sobrenadante.
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» Lavados: Las células se fijaron colocando entre75nyl de fijador Carnoy por
lavado. La suspension se centrifugé a 2000 rpnilpaninutos y se descarto el
sobrenadante. Este procedimiento se repitié hdhbiarde entre 2 y 3 veces.

Sembrado:

* el precipitado final se resuspendié en 100 — 30@lqulfijador fresco segun
densidad celular de la suspension.

e para la preparacion de los extendidos se utilizgsortaobjetos limpios y
desengrasados. Se dejaron caer 5 gotas de la sigspdasde una distancia de
al menos 10 cm sobre los portaobjetos previamemeetiecidos en vapor de
agua, a fin de favorecer la separacion de los csomas. A continuaciéon se
gotearon 3 gotas de fijador sobre el sembradollgs@ a estufa para un secado
lento.

Coloracion:

e Los preparados se colorearon de acuerdo a la &éded-luorescencia Plus

Giemsa (FPG) descripta en EPR - Biodosimetry 2011

3.3. Criterio de seleccién y recuento de metafases

Para este ejercicio de intercomparacion, el labamtoordinador envié a cada laboratorio
participante los procedimientos necesarios, quefudisefiados para la armonizacion de los
criterios de seleccién, analisis y recuento de fasés.

Metodologia 1: Convencional.

Para la seleccion de metafases, el escaneo ifigatealizado a baja magnificacién (con
objetivos de 10X/20X) con una magnificacion de LAEDOX.

Las metafases seleccionadas debian poseer urdeotéh centromeros y la calidad de los
cromosomas debia estar basada en la nitidez deagen, torsion y superposicion de los
mismos, rechazando a su vez, aquéllas que se eaftcamten segunda division.

Tanto las aberraciones cromosémicas como las cidiced fueron registradas (cromosomas
multicéntricos, anillos céntricos 6 acéntricosgfreentos asociados a aberraciones inestables,
excesos de restos acéntricos, gaps y breaks).

El recuento se realizd con criterio triage, sobmetatal de 50 metafases o 30 dicéntricos
(valor al cual se arribe primero) por punto de slasiediante metodologia automatizada
(localizaciéon y captura automatizada de metafagegtevision 3.7) y metodologia manual,
registrando en ambas metodologias el tiempo desenklego de las 10, 20 y 50 metafases
evaluadas.

Metodologia 2: Modo rapido (Quick Scan)

La seleccion y evaluacion de metafases fue rekdiza un tiempo no mayor a 20 segundos,
utilizando un objetivo de 100X y siguiendo los eribs de seleccion de la Metodologia

convencional respecto a la calidad de los cromosonsa estadio en el ciclo celular. Dentro

de ese lapso de tiempo se evaluaron y registrasométafases con o sin ACI (dicéntricos y/o
anillos) y sus fragmentos acéntricos asociados.

El recuento se realizo con criterio de triage sabirdotal de 50 células o 30 dicéntricos (lo

gue ocurra primero) por punto de dosis, mediant®aodéogia Quick Scan (sin recuento del

numero de centrdmeros y cromosomas) registrandoeiogpos de andlisis luego de las 10,

20 y 50 metafases evaluadas.
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3.4. Estimacion de la dosis absorbida (Gy)

Para cada muestra, la dosis evaluada a todo glaserexpresé como dosis media,
Estableciendo un intervalo de confianza del 95%zamndo una curva de calibraciém vitro
de®Co construida en el LDB con coeficientes

Curva de Calibracién in vitro *°Co

B+ES

Radionucleido ACI C +ES a+ ES [Gy] [Gy?] Referencia

®Coaguda dic+r |0,0010 +0,0005 0,019 0,006 [0,075+0,0029 | LDB-ARN
B:0,3MeV;y. 1,2 MeV

4. RESULTADOS

4.1. En la Figura 1 se representa la comparacion defodtados obtenidos de la estimacion
de la dosis bioldgica (dosis absorbida en Gy) dpedadores del LDB para la
metodologia convencional (recuento manual y autaad de metafases).

Triage 50 Metafases

6.0
5.5 4
5.0 q
4.5 -
401 *2
3.5
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154 Fisica

Dosis Estimada (Gy)

10 1

0.5

0.0 T T T T T T T T T
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

Dosis Fisica (Gy)

Figura 1: Dosis estimada (Gy) Vs. Dosis Fisica (Gy) paradaotiologia convencional. Las lineas representan
el error de + 20% de la dosis fisica. Operado2ingcuento manual de metafases. Operador 3: riecuen
automatizado de metafases

Los resultados obtenidos aplicando la metodologiardlisis convencional muestran una
sensibilidad en la determinacion de la dosis dedahblor del 100% para dosis menores o
iguales a 2,5 Gy y una sensibilidad de alrededo88B para dosis mayores, basado en el
criterio de £ 20% de error de la dosis fisica adstiada, con una tendencia a la
sobreestimacion y sin falsos negativos. Esta tandee observé para el analisis de 10, 20 y
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50 metafases analizadas, obteniéndose un mejoe ajus el incremento del nimero de
metafases evaluadas (Figura 2).

Tiiage convencional 10 Células
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Figura 2: Dosis Estimada (Gy) Vs. Dosis Fisica para eleatmde 10, 20 y 50 células (metafases), para 3
operadores del LDB con la metodologia convencional.
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En relacion al tiempo de analisis se observé udac@on del mismo para el recuento
automatizado (Cytovision 3.7) de alrededor de W 806n respecto al recuento manual.

4.2. En la Figura 3 se representa la comparacion deetadtados obtenidos de la estimacion
de la dosis biologica (dosis absorbida en Gy) dep@radores del LDB para la
metodologia Quick Scan.

Quick Scan 50 Metafases
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Figura 3: Dosis estimada (Gy) Vs. Dosis Fisica (Gy) paradaotiologia Quick Scan, operador 1y 2. Las
lineas representan el error de = 20% de la daseafi

El valor de las dosis medias estimadas mediaraplieacion del criterio de recuento Quick
Scan, resulté aleatorio, tanto para el recuenttOd@0 y 50 metafases, evaluados mediante el
% de error relativo.

Los resultados obtenidos en relacidon al tiemporddisas indican una reduccion del mismo
para la metodologia Quick Scan de alrededor deQ% @on respecto a la metodologia
convencional (Tablal).

N° Metafases Analizadas
Tiempo promedio de Andlisis/vidrio 10 20 50
(minutos) Operadores | Operadores | Operadores
1 2 1 2 1 2
Metodologia Convencional 48,8 351 | 89,2 73,7 | 166 | 121,7
Metodologia Quick Scan 11,3 13,3 | 18,2 28 43,2 53,5

Tabla 1. Tiempo promedio de andlisis por vidrio expresadaninutos para la metodologia convencional y la
metodologia Quick Scan de 2 operadores del LDB
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4.3. En la Figura 4 se representa la comparacion destagtados obtenidos de la estimacion
de la dosis biologica (dosis absorbida en Gy) padbs los operadores de cada
laboratorio participante, mediante la metodologémvencional (recuento manual y
automatizado de metafases). El codigo correspoted&nDB es el N° 6.

Convencional - 50 Metafases

Dosis Estimada (Gy)
w
(03]

.
00 NO O WDN PP

()-()E gl % T T T T T T
00 05 10 15 20 25 3.0 35 40 45

Dosis Fisica (Gy)

Figura 4: Dosis estimada (Gy) Vs. Dosis Fisica (Gy) paradaotiologia convencional. Lab.6=LDB. Las lineas
representan el error de £ 20% de la dosis fisica.

Los resultados obtenidos aplicando la metodologiaanlisis convencional muestran, al
igual que los resultados obtenidos en el intrakaiooio, un mejor ajuste para dosis menores 0
iguales a 2,5 Gy, con una tendencia a la sobreasthm para dosis mayores.

4.4. En la Figura 4 se representa la comparacion detadtados obtenidos de la estimacion
de la dosis bioldgica (dosis absorbida en Gy) padas los operadores de cada
laboratorio participante, mediante la metodologigcQ Scan. El codigo
correspondiente al LDB es el N° 6.
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QuickScan- 50 Metafases

Dosis Estimada (Gy)
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Dosis Fisica (Gy)

Figura 5: Dosis estimada (Gy) Vs. Dosis Fisica (Gy) paradaotiologia convencional. Lab. 6=LDB. Las
lineas representan el error de = 20% de la dascafi

Los resultados globales obtenidos de la aplicadiéhcriterio de recuento Quick Scan,
mostraron un comportamiento aleatorio para dosisomnes a 0,5 Gy y mayores a 2,5 Gy,
observandose un mejor ajuste en el rango de 0,%%,5ara el recuento de 10, 20 y 50
metafases evaluados mediante el % de error relativo

Los tiempos involucrados en el andlisis de las fas¢s para ambas metodologias, se
expresan en la Tabla 2., observandose una redua®brtiempo de analisis para la

metodologia Quick Scan de alrededor de un 65% asBpecto a la metodologia

convencional.

N° Metafases Analizadas
10 20 50

Resultados Globales

Tiempo promedio de analisis/vidrio
(minutos) Metodologia Convenciongl 164 316 57,8

Tiempo promedio de analisis/vidrio
(minutos) Metodologia Quick Scan 5.9 10.9 218

Tabla 2. Tiempo promedio de andlisis por vidrio expresadaninutos para la metodologia convencional y la
metodologia Quick Scan para la totalidad de losritrios participantes
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5. CONCLUSIONES

La estimacion de la dosis biologica en situacioaesidentales con victimas multiples
requiere de metodologias que permitan una categddn rapida de las victimas en niveles
de importancia médica. Es de interés de las reztpenales e internacionales de dosimetria
bioldgica, trabajar de manera coordinada para astiandosis absorbida de un gran namero
de personas sobreexpuestas, en cortos lapsosmpmtie

Para ello, es necesario contar con protocolosatbajw armonizados, sistemas automatizados
de microscopia, y metodologias de recuento coericritle triage que pueden ser aplicables a
los distintos dosimetros citogenéticos.

En el ejercicio de intercomparacion realizado,dasos del LDB al aplicar los criterios de
triage precedentemente descriptos, muestran unandision del intervalo de confianza con
el incremento del nimero de metafases evaluadas2(l§ 50), disminuyendo la minima
dosis que es posible detectar. Consecuentementénima dosis detectable es de 1,5 Gy a
partir de 20 metafases analizadas, valor de impoigalosimétrica ya que permite identificar
la dosis umbral de mielotoxicidad de la forma hexdgfica del SAR (2 Gy).

Los resultados obtenidos al evaluar la aplicalilide estas metodologias indican una
tendencia a la sobreestimacién a partir de 2,5 @sa ppmbos modos de recuento
(convencional y Quick Scan), tanto en el analisi$od resultados intralaboratorio como en el
interlaboratorio. En el rango de 0 a 2,0 Gy losultasos mostraron una performance
satisfactoria para el LDB con una sensibilidadadmétodologia de alrededor del 100%.

La sobrestimacion observada para dosis superid2zgs @y es de aproximadamente = 1,5 Gy
para el recuento de 10 metafases, = 1,0 Gy paeceénto de 20 metafases y = 0,7 Gy para
el recuento de 50 metafases, datos provenientesildelo de los intervalos de confianza del
95% correspondientes a cada una de las dosis dsmastos resultados indican una mayor
exactitud en la determinacion de la dosis con eleanio del nUmero de metafases evaluadas,
dichos valores son consistentes con los datostegjfms por Wilkins et al. (2011), Beinke et
al. (2011) y Bakkiam et al. (2015).

El presente ejercicio, a partir de los resultadgsrdralaboratorio, permitio al LDB validar el
uso de las metodologias de analisis con criteridridge, mediante modo convencional y
Quick Scan, en caso de accidentes radioldgicoscleares con victimas multiples. Los
resultados interlaboratorio permitirian la utilidat de estas metodologias con fines de
asistencia mutua y la colaboracién con redes diengtisa bioldgica internacionales.

Dada la proximidad en el rango de las dosis evakidds resultados obtenidos en el intra e
interlaboratorio avalarian la construccion de csrda calibraciorin vitro con criterio de
triage tanto para el modo convencional como panaoelo Quick Scan.

Si bien el modo convencional mostré un mejor ajestéa estimacion dosimétrica, el modo
Quick Scan permitiéo una mayor rapidez en el arsdtisl nimero de metafases evaluadas (10,
20 y 50) con una reduccion del tiempo de analisisallededor del 65%. Asimismo, se
observd que la utilizacion del sistema automatizddomicroscopia reduce el tiempo de
analisis alrededor de un 30% respecto del recueraoual, mediante la aplicacion de la
metodologia convencional.
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