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Resumen:

Antecedentes. La dosimetria citogenética es la principal herramienta biolégica que se utiliza para redlizar
estimaciones de dosis en las personas expuestas a las radiaciones ionizantes en |os accidentes radiol6gicos y
nucleares. Se fundamenta en las curvas de calibracion que se establecen in vitro entre las aberraciones
cromosomicas en los linfocitos humanos y la dosis de radiacion, 1o que permite, a ocurrir un accidente tomar
sangre de la persona irradiada, cuantificar las aberraciones al microscopio y con los calculos matematicos
pertinentes establecer ladosis de radiacion recibida por el accidentado.

Por laimportancia de esta actividad paralos planes de respuesta a emergencias que deben existir en cada pais €
Organismo Internacional de Energia Atdmica ha actualizado en el 2011 su manual sobre dosimetria citogenética
[1] parala elaboracion del cual se solicito la participacion de unos veinte expertos internacionales, entre ellos un
cubano.

En su variante tradicional la dosimetria citogenética andiza la frecuencia de cromosomas dicéntricos en
metafases en el intervalo de hasta 5-8 Gy de radiacién gamma. Para dosis superiores no habia posibilidades
técnicas de estimacion de dosis, hasta el surgimiento a finales del siglo pasado de la técnica de condensacion
prematura de los cromosomas en su variante quimica, conocida como PCC por sus siglas en inglés [2]. Esta
técnica probd su utilidad en la estimacion de atas dosis en e accidente de criticidad de Tokaimura, Japon en 1999
[3] aungue tenia como problema que no habia curvas de calibracion disponibles en ese momento en ningun
laboratorio del mundo. Por [o que nos planteamos como objetivos de trabajo: Obtener curvas de calibracién para
radiacion gammay neutrones con la técnica de PCC inducida quimicamente, y demostrar experimental mente que
es posible aaltas dosis cuantificar anillos y por lo tanto estimar dosis con latécnica de PCC inducida por fusién.

Resultados: Cuba, ha realizado un conjunto de aportes significativos a desarrollo de la dosimetria citogenética
paraaltas dosis que se sustentan en la técnica de PCC que son en sintesis los siguientes:

1) Laobtencién de la primera curva de calibracion aparecida en la literatura internacional que establece la
relacion entre la dosis de radiacién gamma y la frecuencia de anillos obtenidos por la técnica de PCC quimico
(PCC-Rch, por sussiglasen inglés) (Anexo 1).

2) Establecimiento de la primera y hasta e momento Unica curva de calibracién publicada en la literatura
internacional que establece larelacion entre la dosis de neutrones y la frecuencia de PCC-Rch. (Anexo 2).

3) La obtencién por primera vez de parametros de referencia que permiten con la técnica de PCC-Rch la
estimacion de dosis y la fraccion del cuerpo irradiada en personas expuestas parcialmente a atas dosis de
irradiacion gamma (Anexo 3).

4) El desarrollo de una escala para la clasificacion rdpida de personas expuestas a altas dosis de irradiacion
con neutrones utilizando el “indice PCC” (Anexo 2).

5) La demostracion experimental de que es posible a dtas dosis cuantificar anillos y por lo tanto estimar
dosis con la técnica de PCC fusion, que es anterior a la PCC quimica y elimina la necesidad de cultivar los
linfocitos, lo cua ofrece e método citogenético més expedito para la estimacion de adtas dosis en accidentes
publicado hasta el momento (Anexo 4).



El resultado tiene asociadas cuatro publicaciones internacionales (Anexos 1, 2, 3 y 4) y una publicacion
nacional (Anexo 5). Los dictdmenes del consgjo cientificos se muestran en € anexo 6. En € Anexo 7 se muestrala
relacion de los articulos donde han sido citados los trabajos de os primeros afos (hasta d 2011) y la contribucion
de los autores ala generalizacién del resultado. Parte de este trabajo fue premiado como resultado de Organismo
en la Agencia de Energia Nuclear y Tecnologias de Avanzada en € afio 2011 (Anexo 8). Para la redlizacion de
este resultado se han gecutado dos proyectos nacionales y cinco proyectos internacionales (Anexo 9). Los eventos
en gue se han presentado trabgj os que forman parte del resultado se relacionan en el Anexo 10.

Conclusiones: Los resultados obtenidos incrementan la capacidad de respuesta del pais para responder a
emergencias radiol 6gicas nacionales o regional es.
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3. Resumen ddl resultado:

“DOSIMETRIA CITOGENETICA PARA ALTAS DOSIS DE RADIACION MEDIANTE
CONDENSACION PREMATURA DE CROMOSOMAS “.

Antecedentes.

El momento en gque ocurrira un accidente radiolégico y su magnitud son impredecibles. Puede ser desde un
incidente con una fuente radioactiva aidada, hasta un accidente masivo 0 un atague terrorista con componentes
radioactivos. A partir de ese momento se levanta la emergencia radioldgica 'y cuando esto ocurre, €s importante
estimar las dosis absorbidas por las victimas y mejor ain conocer su distribucion en el cuerpo para planear
apropiadamente € tratamiento médico [1]. En la mayoria de los accidentes, la dosimetria fisica de la dosis

absorbida no es posible y alin en casos donde si 10 sea, esimportante su confirmacion por métodos biol 6gicos.

Para realizar una estimacion de dosis eficaz en dosimetria bioldgica, hay dos aspectos que no deben relegarse:
disponer de curvas para un amplio rango de dosisy acelerar el tiempo de respuesta lo més posible. La velocidad
con que se obtenga la estimacién de la dosis puede decidir la garantia de supervivencia de las personas
involucradas. Los resultados obtenidos con la dosimetria citogenética se emplean dentro de la variante
multiparamétrica junto a otros indicadores biologicos, en la toma de decisiones sobre € tratamiento médico

necesario en cada individuo.

Un nuevo método surgié en los afios 90, la condensacion prematura de los cromosomas (PCC) por induccion
quimica[2], que evita el problema de la pobre proliferacion celular presente en el ensayo del dicéntrico que es €l
“ensayo de oro” de la dosimetria citogenética por su exactitud y precisién pero gue no permite estimar dosis por
encimade 5-8 Gy. Con el PCC es posible estimar dosis de hasta 20 Gy de radiacion gamma como se demostré en
este trabgjo. La condensacion prematura puede hacerse también mediante fusion con células en metafase,

denominandose el método PCC fusion [4].
El problema aresolver y los abjetivos del trabajo

El PCC quimico incrementd sus ventgjas cuando se combind con € recuento de los cromosomas en anillo en
lugar de dicéntricos, denomindndose PCC ring (PCC-Rch) por su nombre en inglés, convirtiéndose en €
instrumento ideal para la estimacion de dosis que superen los 5-8 Gy. Cuando surgié esta técnica tenia como
problema que no estaban elaboradas las curvas de calibracidn para su aplicacion préactica 'y no se habia evaluado

su aplicabilidad enirradiaciones parciales. Por o que se plantearon los siguientes obj etivos de trabajo.
Obtener curvasde calibracion pararadiacion gammay neutr6nica con la técnica de PCC-Rch.

Establecer los parametros de referencia que permiten con la técnica de PCC-Rch la estimacion de
dosis y la fraccion del cuerpo irradiada en personas expuestas parcialmente a altas dosis de
irradiacion gamma.

El desarrollo de una escala para la clasificacion répida de personas expuestas a altas dosis de

irradiacion con neutrones utilizando el “indice PCC”.



Demostrar experimentalmente que es posible a altas dosis cuantificar anillosy por lo tanto estimar

dosis con la técnica de PCC fusion.
Resultados

1) La obtencién dela primera curva de calibracion aparecida en la literatura internacional que establece
la relacion entre la dosis de radiacion gamma y la frecuencia de anillos obtenidos por la técnica de PCC-
Rch.

Esta curva se realiz6 en al afio 2005 en e Laboratorio de Dosimetria Bioldgica del IRSN por especiaistas del
CPHR y de la propia institucion francesa. Fue esta la primera de las curvas elaboradas por nuestro equipo de
trabajo debido a la prevalencia general de sobreexposiciones accidental es con fuentes de Co60, Cs137 o Rayos X.
La metodologia empleada aparece en € Anexo 1. Para construir esta curva se analizaron 5111 células PCC en
estadios G1, G2y M en € intervalo de dosis de 5 a 25 Gy de radiacion gamma 60Co.

Las frecuencias (Y) de anillos observados mostraron una relacién linea con la dosis (D) representada por la
ecuacion Y = ¢ + aD, cuyos coeficientes fueron: a = 0,021 + 0,0007 y ¢ = 0,0005 + 0,0005. EI mejor gjuste lined
obtenido concuerda con los model os planteados para la formacion de aberraciones cromosomicas para altas dosis y
la frecuencia de anillos encontrada concuerda con la reportada por otros autores utilizando e mismo protocolo de

cultivo pero inferior ala obtenida por otros autores, probablemente debido a diferencias en los criterios de conteo.

2) Establecimiento de la primera y hasta el momento Unica curva de calibracion publicadas en la

literatura internacional que establece larelacion entrela dosis de neutronesy la frecuencia de PCC-Rch.

La obtencion por primera vez empleando € método de PCC-R inducido quimicamente de una curva dosis
efecto para la estimacion de exposicion in vitro a la irradiacion con neutrones se realiz6 en dos grupos de
experimentos |levados a cabo por e mismo equipo de trabgjo y con las mismas condiciones experimentales . La
metodol ogia detallada aparece en el Anexo 2. Para esta curva se andizaron 11 019 células PCC en estadios G1, G2

y M en el intervalo de dosis de 1-25 Gy de irradiacion con neutrones de fision.

El gjuste de las frecuencias de anillos observadas desde 0 a 3,8 Gy fue obtenido con el modelo lineal Y = aD,
como era de esperarse para radiaciones de atatrasmision lineal de energia (LET) , con un coeficiente a = 0,059 +
0,003. La curva puede utilizarse para casos de sobreexposiciones accidentales a neutrones, pudiendo obtenerse
estimaciones precisas hasta 4 Gy, aproximadamente. El empleo de un amplio intervalo de dosis de radiaciéon y la
posibilidad de obtener células andizables en este intervalo permitié una caracterizacion mas precisa de la

respuestaaladosisy el proceso de saturacion.

3) La obtencion por primera vez de pardmetros de referencia que permiten con la técnica de PCC-Rch
la estimacion de dosisy la fraccion del cuerpo irradiada en personas expuestas par cialmente a altas dosis de
irradiacion gamma.

El objetivo de este trabgjo fue probar la capacidad potencial de utilizar € ensayo PCC-Rch para |a estimacion

de exposiciones parciales utilizando €l enfoque desarrollado por Dolphin [5] parael ensayo del dicéntrico ya que



anteriormente otros autores no habian obtenido buenos resultados al aplicar este ensayo en irradiaciones parciaes
simuladas [6]. Considerando que el PCC-Rch es aplicable alas dtas dos's, realizamos irradiaciones en €l intervalo

entre 5y 20 Gy y simulamos exposiciones parcialesentre el 10 y el 90%.

Se propuso un valor calculado de Dy = 10.9 Gy para utilizarlo en e ensayo PCC-Rch, probamos que con este
ensayo es posible la diferenciacion entre irradiaciones totales y parciaes, la estimacion de la dosis en la parte del
cuerpo irradiada y la estimacion de la fraccion de sangre iniciamente irradiada. Los resultados obtenidos en las
estimaciones probaron la factibilidad de aplicar € ensayo para la estimacion de exposiciones parciales. Todos los

detalles de este trabajo aparecen en e Anexo 3.

4) El desarrollo de una escala para la clasificacion répida de personas expuestas a altas dosis de

irradiacion con neutrones utilizando el “indice PCC”.

El “indice PCC” permitié discriminar con facilidad 3 grupos de dosis: de 0-1 Gy; de 1-10 Gy; y > 10 Gy, lo
cual resulta de utilidad en las estimaciones de dosis para exposiciones con neutrones a dosis extremadamente altas
donde las estimaciones se encuentran limitadas por el proceso de saturacion observado en la formacion de anillos.
El indice PCC muestra correlacion con la dosis de radiacion y decrece con la dosis. Un valor del indice PCC
menor que 1 indicd que la dosis de radiacion estuvo por encima de 10 Gy. Por estos resultados se propone €l
“indice PCC” como un biomarcador para la clasificacion répida de personas expuestas a dtas dosis de irradiacion

con neutrones. Los coeficientes de las curvas se dan en la publicacion que se adjuntaen € Anexo 2.

5) La demostracion experimental de que es posible a altas dosis cuantificar anillosy por lo tanto estimar
dosis con la técnica de PCC fusion, que es anterior a la PCC quimica, eimina la necesidad de cultivar los
linfocitos, lo cual ofrece el método citogenético mas expedito publicado hasta e momento para la estimacion

de altas dosis en accidentes.

Nos propusimos extender las experiencias y buenos resultados del conteo de anillos en e PCC-Rch para las
atas dosis a la técnica del PCC fusion (PCC-Rf) por su inmediatez, con € fin de poner a disposicion de la
emergencia un método que permitiera obtener estimaciones de altas dosis de radiacion en € menor tiempo. Se
reaizo lafusion de células y la induccion de PCCs utilizando polietilenglicol. Los detalles técnicos se ofrecen en

la publicacion que se adjuntaen e Anexo 4.

El protocolo de fusién utilizado prob6 su efectividad a dosis tan atas como 20 Gy, permitiendo el andlisis de
cromosomas en anillos y excesos de fragmentos. Las irradiaciones, lafusién y la preparacion de los extendidos se
reaizaron en € laboratorio de citogenética del Instituto Demaokritos de Atenas. Las evaluaciones de las muestras
preparadas se hicieron en ambos laboratorios, € griego y € cubano. La relacion dosis efecto obtenida entre la
frecuencia de anillos y la dosis fue lineal: Y = (0.088 + 0.005) x D. Se demostré que € ensayo PCC-Rf es
apropiado como biodosimetro para la estimacién de las altas dosis de radiacion y |os resultados pueden obtenerse
inmediatamente después de la recepcién de la muestra en € laboratorio sin necesidad de cultivar los linfocitos.
Debemos destacar que independientemente del andlisis que pueda redizarse de forma automatica, d PCC-Rf
puede efectuare directamente bajo € microscopio y ofrece un répido, fécil y preciso método para la estimacion de

ladosis.



Originalidad, impacto cientifico y social, introduccion en la précticay generalizacion:

v' Cuba es pionera en obtener curvas PCC-R en un amplio rango de dosis deirradiacién Gammay no se
conoce que existan curvas para lairradiacion con neutrones ademas de la nuestra. Las curvas dosis respuesta
de los nuevos indicadores incorporados al servicio de dosimetria bioldgica permiten estimar dosis totales y
parciales en un intervalo entre 0,1 Gy y 25 Gy para radiacién gamma y entre 1 Gy y 4 Gy para irradiacion
neutronica. Ademas, con e indice PCC es posible clasificar rdpidamente exposiciones a heutrones mayores de
10 Gy. Esto nos convierte en pioneros en €l uso de estos indicadores a reportar por vez primera las ecuaciones

matematicas que correlacionan altas dosis de radiaciones con la frecuencia de PCC-R.

v La Dosimetria Bioldgica en €l pais puede redizar actuamente la estimacion agil y precisa de la dosis de
radiacion absorbida en personas expuestas a altas dosis de radiacién, que antes de la realizacion de estos
estudios no eran alcanzables, 1o cual es un elemento primario para seleccionar el tratamiento medico méas adecuado

parasavar lavida de las personas afectadas.

v Esta respuesta profesional y atamente calificada contribuye directamente al sistema de respuesta a
emergencias radioldgicas que ha creado €l pais en caso de ocurrir contingencias y amplia las posibilidades de
contribuir a esclarecimiento de cualquier suceso radiol 6gico anormal que pueda ocurrir en laregion, pues Cuba ha

comenzado a extender la técnica PCC-Rch a los restantes |aboratorios de dosimetria biol 6gica en América Latina.

v El desarrollo alcanzado en la Dosimetria Biol6gica por €l Laboratorio de Radiobiologia del CPHR se reflgia
en resultados practicos que nos ubican entre los paises con capacidad pararealizar estimaciones dosmétricas
utilizando un conjunto indicadores citogenéticos en casos de accidentes nucleares o radiol 4gicos.
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4. Descripcién cientifico-técnica detallada del resultado: “DOSIMETRIA
CITOGENETICA PARA ALTASDOSISDE RADIACION MEDIANTE
CONDENSACION PREMATURA DE CROMOSOMAS”

INFORME DETALLADO DEL RESULTADO

El resultado que presentamos contiene los aportes mas significativos a desarrollo de la dosimetria

citogenética para altas dosis en Cuba, sustentados en un conjunto de curvas de calibracion con técnicas

de PCC gue resulta imprescindible en un laboratorio de dosimetria biol 6gica para poder estimar dosis en

cualquier situacion accidental y que relacionamos a continuacion:

1)

2)

3)

4)

5)

La obtencion de la primera curva de calibracion aparecida en la literatura internacional que establece la
relacion entre la dosis de radiacién gamma y la frecuencia de anillos obtenidos por la técnica de PCC
quimico (PCC-Rch, por sus siglas en inglés) (Anexo 1).

Establecimiento de la primera y hasta é momento Unica curva de calibracién publicada en la literatura
internacional que establece larelacion entre la dosis de neutrones y la frecuencia de PCC-Rch. (Anexo 2).
La obtencion por primera vez de parametros de referencia que permiten con la técnica de PCC-Rch la
estimacion de dosis y la fraccion del cuerpo irradiada en personas expuestas parcialmente a altas dosis de
irradiacion gamma (Anexo 3).

El desarrollo de una escala para la clasificacion rdpida de personas expuestas a atas dosis de irradiacion
con neutrones utilizando el “indice PCC” (Anexo 2).

La demostracion experimental de que es posible a atas dosis cuantificar anillos y por lo tanto estimar
dosis con latécnica de PCC fusidn, que es anterior ala PCC quimicay elimina la necesidad de cultivar los
linfocitos, 1o cua ofrece e método citogenético més expedito para la estimacion de altas dosis en

accidentes publicado hasta el momento (Anexo 4).

Palabras clave: dosimetria biol 6gica; dosimetria citogenética; condensacion prematura de

cromosomas,; PCC-R; irradiacion con atas dosis; irradiacion parcial; valor Do; Calyculina A

Abreviaturas. PCC (condensacion prematura de cromosomas y/o cromosomas prematuramente

condensados); PCC-Rch (ensayo de PCC quimicamente inducido utilizando el recuento de anillos como

biomarcador); PCC-Rf (ensayo de PCC inducido mediante fusion utilizando el recuento de anillos como

biomarcador); CHO (Chinese hamster ovary); PEG (polyethylene glycol); Do (dosis ala cual muere e

37% de la poblacion de células irradiadas); SPBI (por las siglas en inglés de irradiacion parcia

simulada).



INTRODUCCION
La dosimetria biologica consiste en la cuantificacion del dafio ocasionado por las radiaciones

ionizantes sobre las células del propio individuo, la cua se compara con curvas dosis respuesta
realizadas in vitro y requiere que e parametro medido perdure € tiempo suficiente para ser observado,
gue sea reproducible, de alta especificidad respecto a las radiaciones; que alcance un cierto intervalo de
dosis; que la muestra sea de fécil recoleccion y que los resultados se obtengan de manera rapida.
Mientras mayor nimero de esas caracteristicas posea €l indicador medido, serd mas (til, confiable y
preciso. La dosimetria citogenética convencional utiliza €l dicéntrico para las estimaciones y es hasta el
momento la méas precisa y confiable [1], Ilamado por muchos el “ensayo de oro” de la dosimetria
citogenética.

El momento en que ocurrira un accidente radiolégico y su magnitud son impredecibles. Puede ser
desde un incidente con una fuente radioactiva aislada, hasta un accidente masivo o0 un ataque terrorista
con componentes radioactivos. A partir de ese momento se levanta la emergencia radiologica y cuando
esto ocurre, es importante estimar las dosis absorbidas por las victimas y mejor ain conocer su
distribucion en €l cuerpo para planear apropiadamente el tratamiento médico [1]. En la mayoria de los
accidentes, la dosimetria fisica de la dosis absorbida no es posible y aln en casos donde s 1o sea, es
importante su confirmacion con la dosimetria bioldgica, la cua aporta frecuentemente criterios
importantes en lainvestigacion del accidente. Si la dosis recibida esta por encima de 1 Gy ayuda a tomar
decisiones sobre la terapia que necesita e irradiado y da informacién de los probables efectos
deterministicos que sobrevendran. Si las dosis son menores el médico podra orientar a afectado sobre los
riesgos de |os efectos estocasticos a largo plazo, por g emplo la magnitud del riesgo de desarrollar cancer
y cuando la dosimetria arroje una dosis menor de 50 mGy sera muy tranquilizador para la persona
conocer gue no se ha encontrado un dafio cromosdmico significativo. El ensayo del dicéntrico muestra su
mayor precision en €l intervalo de dosisentre 0,1 y 5 Gy, por encima de este, |os dicéntricos saturan.

En la investigacion de accidentes radiol 6gicos es importante disponer de una biodosimetria segura
para un espectro de exposicion lo mas amplio posible, por ello se han comenzado a desarrollar nuevos
indicadores que vencen algunas de las limitaciones del ensayo de dicéntricos paralas altas dosis, uno de
ellos surgi6 en los afios 90, la condensacion prematura de los cromosomas (PCC) por induccion quimica
[2], que evita & problema de la pobre proliferacion celular presente en € ensayo del diceéntrico,
incrementando sus ventgjas cuando se combina con e recuento de los cromosomas en anillo en lugar de
dicéntricos, denominandose PCC ring (PCC-Rch) por su nombre en inglés [3], convirtiéndose en €
instrumento ideal para la estimacion de dosis que superen los 5-8 Gy pues con ese método es posible
estimar hasta 20 Gy pues después de esa dosis los anillos saturan [4]. Sin embargo, con este mismo

método es posible hacer estimaciones a dosis aln mayores no cuantificando los anillos sino con €l indice
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PCC, que evalla € % de células con cromosomas condensados entre € total de nucleos de linfocitos
observados para casos de victimas expuestas a altos niveles de radiacion donde hay que tomar decisiones
rapidas para seleccionar € tipo de terapia a emplear, aunque no se publicaron curvas para su aplicacion.
[5]. Cuando surgio el ensayo tenia como problema que no estaban elaboradas las curvas de calibracion
para su aplicacién practicay no se habia evaluado su aplicabilidad en irradiaciones parciales.

A pesar de las ventgjas mencionadas, € ensayo PCC inducido quimicamente requiere 2-3 dias para €l
cultivo de linfocitos y € andlisis de las aberraciones, y mantiene por consiguiente algunas de las
desventajas del ensayo convencional del dicéntrico.

Un acercamiento apropiado para disminuir radicalmente e tiempo de respuesta en situaciones de
emergencia parece ser la visualizacion directa de aberraciones en linfocitos en fase Go mediante la fusion
con células CHO (Chinese hamster ovary), eliminando no solo las 48 horas del cultivo necesario en
ambos métodos: dicéntrico y PCC quimico, sino permitiendo ademés el anadlisis de ambos tipos de
linfocitos T y B con lo cua se analizan un mayor numero de linfocitos como biodosimetros. Al inicio, el
método PCC fusion resulté complejo [6], pero posteriormente fue estandarizado y simplificado [ 7] hasta
convertirse en un método rédpido y reproducible. Se ha usado en biodosimetria analizando fragmentos en
exceso principalmente y solo hasta 6 Gy, pero los fragmentos en exceso como biodosimetros tienen la
limitante de que su frecuencia disminuye rapidamente con € tiempo y esto requiere tener diferentes
curvas de calibracion paralos diferentes tiempos post exposicion.

Conocer la dosis absorbida y su distribucién en €l cuerpo de las victimas en un breve tiempo puede
decidir la garantia de supervivencia de las personas |o que puede estimarse mediante la reconstruccion
del accidente, las reacciones de la piél y otros indicadores, incluyendo el ensayo de dicéntricos [1] pero
los intentos de aplicar la modelacion desarrollada para € ensayo de dicéntricos por Dolphin a ensayo
PCC-Rch como herramienta en exposiciones parciales smuladas no dieron buenos resultados en las
circunstancias ensayadas, probablemente debido a un nimero insuficiente de células contadas [ 8].

Resumiendo, pararealizar una estimacion de dosis eficaz en dosimetria biol6gica, hay varios aspectos
gue no deben relegarse, como:

« utilizar ensayos que respondan a un amplio rango de dosis y poseer curvas de calibracién de los
indicadores que se miden

 utilizar ensayos que aceleren el tiempo de respuestalo mas posible

« poder aplicar en esos ensayos herramientas matematicas que permitan conocer que fraccion del
cuerpo de lavictima haresultado irradiada

Con esos objetivos hemos trabajado sobre 1os ensayos citogenéticos més prometedores durante estos
ultimos 8 afos en el Laboratorio de Radiobiologia del Centro de Proteccion e Higiene de las Radiaciones

y hemos logrado desarrollar nuevas curvas de caibracion utilizando métodos que permiten hacer
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estimaciones totales y parciales en un rango de dosis mayor y en menor tiempo. Aqui presentamos €l
conjunto de curvas de calibracion del cua se necesita disponer en un laboratorio de dosimetria biol 6gica

para poder estimar dosis en cualquier situacion accidental.

MATERIALESY METODOS
Preparacién de las muestras: Las extracciones de sangre se hicieron con jeringuillas desechables con

heparinade litio y dispensada en tubos para su posterior irradiacion. Los donantes voluntarios dieron su
consentimiento por escrito y fueron informados de los fines de las investigaciones acorde alalLey No 41
del Ministerio de Salud Publica de Cuba en caso de |asirradiaciones hechas en el CPHR. Paralas
irradiaciones realizadas en € Instituto de Radioproteccion y Seguridad Nuclear de Francia, la sangre fue
colectada acorde ala Ley de Bioética francesa (L 2004-800).

Irradiacion delas muestras. En todas las irradiaciones realizadas se siguieron |as recomendaciones del
Organismo Internacional de Energia Atomica parala produccién de las curvas dosis respuesta in vitro
[1]. Ladosimetria se expresO en términos de Kermaen aire.

Curva de calibracion para PCC-Rch en cromosomas prematuramente condensados quimi camente con

irradiacion gamma: las irradiaciones se realizaron en las instalaciones ICO-4000 del IRSN, Francia con
60Co adosisde 5; 7,5; 10; 20y 25 Gy aunatasade dosisde 0,5 Gy/min.

Curva de cdlibracion para PCC-Rch y escala de clasificacion con € indice PCC en cromosomas

prematuramente condensados quimicamente con irradiacion con neutrones: |0s tubos se expusieron a
neutrones de fision en las instalaciones de SILENE (Vaduc, Francia) adosisde 5; 7,5; 10; 20y 25 Gy, la

energiamediadel espectro de neutrones fue 0,49 MeV.

Metodologia para la estimacion de irradiaciones parciales con altas dosis mediante € ensayo PCC-

Rch: las irradiaciones se realizaron en las instalaciones |CO-4000 del IRSN, Francia con 60Co a dosis de
1,5,75, 10, 15y 20 Gy unatasade dosis de 0,5 Gy/min.

Curva de calibracion de PCC-Rf en cromosomas prematuramente condensados mediante fusién con

irradiacion gamma: Las irradiaciones se realizaron en un irradiador GammaCell 220 (Atomic Energy of
Canada, Ltd., Ottawa) con 5, 10, 15 and 20 Gy, a unatasa de dosis de 0.5 Gy/min.

DESCRIPCION DEL ENSAYO PCC-Rch.

Después de la irradiacion, la sangre se mantuvo a 37 °C durante 2 horas, permitiendo actuar los
mecanismos de reparacion celular. Los cultivos de linfocitos para las curvas de PCC-R se hicieron con
0.5 ml de sangre total en 5 ml de RPMI 1640 suplementado con L-glutamine, 20% suero fetal de ternero

y 1% phytohaemaglutinin (PHA). A las 24 h de comenzado € cultivo se afiadié colcemida (0.05 pg/ml),
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y 1 hora antes de la cosecha se anafiadié Calyculina A (50 nM). Al cabo de las 48 horas de cultivo, las
células se trataron con solucion hipoténica de KCI (0.075M) durante 8 min a37°C y se fijaron realizando
tres cambios de fijador (methanol:acetic acid, 3:1 v/v). Finamente, se gotearon en las |dminas 30 pl de la
suspension celular obtenida. Las laminas secas se tifieron con una solucion de Giemsa a 4%. Se
registraron las células PCC en las fases G1, G2, metafase y anafase y los anillos se cuantificaron
considerando como un anillo aquel con un orificio visible en su centro, o cuando los anillos eran
perfectamente redondos y su tamafio excedia el ancho de las cromatida en esa célula. En las células PCC
en fase G2 y en anafase cuando se observaron dos anillos idénticos fue registrado como un anillo
considerando que la pargja observada procedia originalmente del mismo cromosoma. Dos operadores
participaron en los conteos acorde al criterio de considerar como un anillo aguel con un orificio visible
en su centro, o cuando los anillos eran perfectamente redondos y su tamafio excedia € ancho de las
cromatida en esa célula. En las células PCC en fase G2 y en anafase cuando se observaron dos anillos
idénticos fue registrado como un anillo considerando gue la pareja observada procedia original mente del
mismo cromosoma. La frecuencia de anillos PCC se evalu6 en cdlulas PCC en G1, G2 y M con més de
46 elementos. Se analizaron como minimo 100 anillos 0 500 células PCC por cada dosis. Las
frecuencias de PCC-R en todos los estadios del ciclo celular se calcularon como la relacion entre los
anillos encontrados y € total de células observadas. Se utilizé un microscopio Nikon SA, Japon, con
1000 aumentos. Para € andlisis estadistico se usd € test "U" para testar si la dispersion de las
aberraciones describia una distribucion de Poisson [9]. Las relaciones dosis efecto se gjustaron acorde a
modelo lineal, usando & método de la maxima verosimilitud descrito por Papworth [10]. El indice PCC
se calculé como e porcentaje de células con cromosomas prematuramente condensados entre todas las

células observadas. Las células PCC en fase S no seincluyeron en e calculo de este.

DESCRIPCION DE LA METODOLOGIA PARA LA ESTIMACION DE DOSIS EN
IRRADIACIONES PARCIALES.

Para similar las exposiciones parciales, se mezcld a sangre irradiada a 10, 15y 20 Gy con sangre no
irradiada del mismo donante en proporciones finales de 10, 25, 50, 75, 90 %. Adicionalmente se mezclé
sangreirradiadaa 1, 5,y 7.5 Gy con sangre no irradiada en proporcion final del 50 % solamente. Todos
los datos se utilizaron para la estimacion de la Do. Se utilizé €l ensayo PCC-Rch que fue realizado de la
misma forma que se describid anteriormente [4]. Este protocolo fue seleccionado porgue demostré que
en la irradiaciones con sangre total la formacidén de anillos seguia una distribucion de Poisson.. Se
registraron las células PCC en las fases G1, G2, metafase y anafase y los anillos se cuantificaron
siguiendo e mismo criterio explicado anteriormente. En las figuras del Anexo 3 seilustrala morfologia

de los anillos en los PCCs en diferentes fases del ciclo celular. Se analizaron como norma 500 células
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PCC 0 100 anillos para cada punto. Para simular un recuento “triage” (estratificacion), se tomaron las
lecturas de los primeros 300 PCC 0 50 anillos. La curva dosis respuesta fue ajustada por € método de
verisimilitud méxima en e intervalo de 0-20 Gy utilizando los datos de os 3 donantes
independientemente. Las diferencias entre donantes fue comprobada usando € test F para la
comparacion de las curves y el test “t de student” para la comparacién de las frecuencias. Las
distribuciones de anillos PCC por célula se evaluaron usando e programa DoseEstimate. La U
normalizada del indice de dispersion (02/Y) se analizO para cada dosis y cada proporcion de sangre
irradiada, asumiendo una distribucion de Poisson s U < 1.96, y sobredispersion s U > 1.96. El

porcentaje de identificaciones correctas SPBI (%SPBIID) se calculé con la siguiente ecuacion:

HEPBI, =1 88 ,

FSFPBIm = SFEI
T

100,

Donde #SPBIlu>1.96 es el niUmero de distribuciones por célula que no sigui6 Poissony #SPBIT es €l
numero total de distribuciones de anillos por célula analizada.

Célculo del valor de Do: La fraccion sobreviviente (S) se calculd usando las ecuaciones reportadas
por Lloyd y colaboradores [11] y Matsubara y colaboradores [12]. Las frecuencias de anillos por célula
necesarias para los caculos se obtuvieron de las irradiaciones totales y parciales simuladas. La Do se
estimo utilizando laregresion lineal entre Ln(S) y ladosis. Laregresion lineal estuvo forzada a pasar por
los puntos del 100% de sobrevivenciay ladosis cero. El procedimiento detallado puede verse en material
suplementado en e Anexo 3.

Estimacion de la fraccion expuesta y su dosis. La fraccion irradiada y su dosis fueron estimadas
aplicando e método de Poisson contaminado original mente propuesto para el ensayo del dicéntrico [1] y
utilizando la curva de calibracion establecida en este trabajo y |as frecuencias de anillos estimadas en la
fraccion irradiadas para cada donante. El procedimiento detallado puede verse en e materid
suplementado en €l Anexo 3.

Se consideraron aceptables las dosis estimadas dentro del 30% de la dosis rea y las fracciones
estimadas dentro del 10% del valor real de lafraccion irradiada.

DESCRIPCION DEL ENSAYO PCC-Rf.

Después de lairradiacion de las muestras de linfocitos aislados y de sangre total, se mantuvieron a 37
°C durante 8 y 24 horas después de la fusion con células CHO mitéticas permitiendo actuar los
mecanismos de reparacion celular. Los cultivos de células CHO (Chinese hamster ovary) se hicieron en
medio McCoy’s 5A suplementado con 10% de suero fetal, 1% de L-glutamina y antibidticos y se
incubaron a 37 -C en una atmésfera himeda con 5% CO2. Se mantuvieron como cultivos monocapa en
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frascos plésticos de 75-cm2 a una densidad inicial de 4 x 10° células por frasco. Se afiadi6 colcemida a
una concentracion fina de 0.1 g/ml alos cultivos CHO cada 4 horas y las células mitéticas acumuladas
en ese tiempo fueron colectadas por “desprendimiento selectivo” repitiendo ese proceso varias veces y
utilizadas como un suplemento de células mitdticas para inducir los PCC en los linfocitos. Las células
CHO mitéticas obtenidas (1.5x 10°%frasco) fueron fijadas y controladas a microscopio y después
guardadas en hielo o congel adas hasta su empleo en la fusion con linfocitos en interfase paralainduccién
de PCC. El indice mitético de las céulas CHO fue mayor del 95% en todos |os experimentos realizados.
Se redliz6 la fusidon y la induccion de los PCCs utilizando polyethylene glycol (PEG) de la siguiente
forma las céluas CHO mitdticas y los linfocitos no estimulados (GO-PBLs) se lavaron
independientemente con medio McCoy’s 5A libre de suero y se mezclaron en una proporciéon 1:5 en
tubos de cultivo de 15 ml de fondo redondo y en presencia de colcemida. Después de centrifugar a 200 x
g durante 5 minutos, € sobrenadante se descarté sin alterar e boton y se afadieron 0.15 ml de
polietilenglicol a 50% (p/v) (PEG 1500, Boehringer Mannheim) y se degj6 durante 1 min. Posteriormente
se afladié 1.5 ml of PBS, € tubo se movid suavemente y la suspension celular se centrifugd a 200 x g
durante 5 min. El sobrenadante se elimind y e botén de células se resuspendié en 0.7 ml de medio
McCoy’s 5A a 37-C. La fusion y la induccion de PCCs concluy6 a los 50-60 minutos a 37 -C. Las
suspensiones de células PCC se trataron con una solucion hipoténica de KCl (0,075 M) durante 30
minutos a 37 °C y se fijaron con una mezcla de metanol: &cido acético, 3:1 v/v. Finamente, las células se
extendieron por goteo en laminas portaobjetos. Las laminas secadas al aire se colorearon con una
solucion de Giemsa al 3%. Tres operadores de ambos laboratorios, griego y cubano, participaron en los
recuentos de anillos y fragmentos en exceso, identificando manualmente los linfocitos humanos, los
cuales gparecen como un grupo de cromosomas monofilares (muy cerca de los cromosomas CHO
mitoticos) los que pueden ser distinguidos facilmente por su morfologia y grado de condensacion. Una
imagen representativa de un linfocito PCC no irradiado que muestra 46 cromosomas con una sola
cromatida puede verse en la figura 1 del articulo del Anexo 4. Los fragmentos en exceso (mas de 46)
fueron contados en cada punto experimental en 50 células como minimo en un monitor acoplado a
microscopio con un sistema de andlisis de imégenes (Ikaros Metasystems, Alemania). Los anillos
también pueden ser identificados facilmente en e monitor o directamente en el microscopio. Las
crométidas con forma circular cerradas con un orificio visible o sin é se consideraron como anillos
PCC-Rf los cuales hemos sefidlado con flechas cortas en las figuras que aparecen en € articulo del
Anexo 4. Para cada punto experimental se contaron al menos 100 anillos, como se sugiere para €l ensayo
de dicéntricos para obtener un estimado preciso de ladosis. Lafrecuencia de PCC-Rf se evalué como la
relacion entre e nimero de anillos contados y el nimero de células analizadas. Las relaciones dosis-

efecto se gustaron a modelo linea con laayuda del programa DoseEstimate [13]. La significacion de la
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pendiente (coeficiente alfa) se comprobd con €l test t y la bondad de gjuste con €l test de Chi-cuadrado.
El guste aladistribucion de Poisson se realizd mediante €l test U. Las diferencias entre las pendientes de
las curvas se comprobaron mediante €l test F, mientras que las diferencias entre las frecuencias de las

aberraciones se hicieron mediante € test t.

Generalidades para ambos métodos. En ambos métodos los protocolos ensayados fueron
seleccionados cuidadosamente y probados pos sus rendimientos evaluando en todos los casos € indice
PCC. La cuantificacion de cromosomas en anillo, un aspecto discutido en la literatura publicada y que
puede conducir a diferencias entre |os resultados de diferentes laboratorios se hizo estableciendo criterios
propios, tal y como recomienda el Manual del OIEA parala elaboracion de las curvas de calibracion [1].
Las indicaciones del Manual OIEA fueron observadas en todos |os pasos de la elaboracién de las curvas

como puede constatarse en los Materiales y Métodos de | os articul os aqui presentados.

RESULTADOS

L os resultados parciales que presentamos como parte de este resultado describen € conjunto de curvas

de calibracion necesario en un laboratorio de dosimetria biologica para poder estimar dosis en cualquier

situacion accidental y son los siguientes:

1) Laobtencion de la primera curva de calibracion aparecida en la literatura internacional que establece
larelacion entrela dosisde radiacion gammay la frecuencia de anillos obtenidos por latécnica de PCC-
Rch.

Esta curva se realiz6 en al afio 2005 en e Laboratorio de Dosimetria Bioldgica del IRSN por especidistas del
CPHR y de la propia institucion francesa. Fue esta la primera de las curvas elaboradas por nuestro equipo de
trabajo debido a la prevalencia general de sobreexposiciones accidental es con fuentes de Co60, Cs137 o Rayos X.
La metodologia empleada aparece en el Anexo 1. Para construir esta curva se analizaron 5111 células PCC en
estadios G1, G2y M en € intervalo de dosis de 5 a 25 Gy de radiacion gamma 60Co. Las frecuencias (Y) de
anillos observados mostraron una relacion lineal con la dosis (D) representada por la ecuacion Y = ¢ + aD, cuyos
coeficientes fueron: a = 0,021 £ 0,0007 y ¢ = 0,0005 + 0,0005. El mejor gjuste lineal concuerda con los modelos
planteados para la formacion de aberraciones cromosomicas para irradiaciones de baja transmision lineal de
energia (LET) y la frecuencia de anillos encontrada concuerda con la reportada por otros autores utilizando €
mismo protocolo de cultivo pero inferior ala obtenida por otros autores, probablemente debido a diferencias en los
criterios de conteo. El ensayo es de utilidad en casos de sobreexposiciones accidentales, donde la dosis recibida
por la victima esté por encima de 5 Gy, pues este ensayo soluciona las principales dificultades que presenta la
técnica convencional de dicéntricos a esas dosis que son la saturacion de los dicéntricos y el bagjo indice mitético

delos cultivos. Més detalles se muestran en el Anexo 1.

16



2) Establecimiento de la primera y hasta el momento Unica curva de calibracion publicadas en la literatura
internacional que establece larelacion entrela dosisde neutronesy la frecuencia de PCC-Rch.

Las curvas de calibracion para los neutrones de fision y otras radiaciones de alta LET, son escasas en la
dosimetria citogenética, y particularmente para el ensayo PCC-Rch no conocemos que hasta el momento se haya
publicado ninguna.

La obtencion por primera vez empleando € método de PCC-R inducido quimicamente de una curva dosis
efecto para la estimacion de exposicion in vitro a la irradiacion con neutrones se realiz6 en dos grupos de
experimentos llevados a cabo por el mismo equipo de trabajo y con las mismas condiciones experimental es.

En la primera serie de experimentos se analizaron 4564 células. Esta serie incluy6 dosis de 5.4; 5.6; 9.4; 12.7y
26.1 Gy . Al considerar las dosis 5.4 a la 26.1 Gy se observd una recta pero la bondad de gjuste resultd ser
insuficiente (r2 = 0.90). Para evaluar la pendiente de la curva a dosis por debgjo de 5 Gy se realiz6 una segunda
serie experimental en laregién de bgjas dosis, considerando que exposiciones a irradiacion con neutrones pueden
ser de diferentes magnitudes y de 1-5 Gy pueden causar dafios comparables a altas dosis de radiacion gamma. En
la segunda serie experimental, se analizaron 6455 células mostrando una curvalineal en € intervalo desde 0 a 3.8
Gy. En total se evalud € comportamiento de la frecuencia de anillos PCC en 11 019 células PCC en estadios G1,
G2y M en d intervalo de dosis de 1-26 Gy de irradiacion con neutrones de fision. Cuando comparamos las
frecuencias de anillos PCC entre los donantes no encontramos diferencias significativas a ninguna dosis, por lo
tanto los donantes fueron unidos para calcular la curva de calibracién Los datos fueron expresados como la media
+ SD de dos sujetos en la serie experimental 1y tres sujetos en la serie experimental 2. Las distribuciones de los
anillos por célula fueron del tipo Poisson 0 Neyman, para todas las dosis. EIl mgor gjuste de las frecuencias de
anillos observadas desde 0 a 3,8 Gy fue obtenido con el modelo lineal Y = aD, como era de esperarse para
radiaciones de alta transmision linea de energia (LET), con un coeficiente o = 0,059 + 0,003, (t = 19.7, p< 0.05) ,
observandose una saturacion de los PCC-R en un valor cercano a los 4 Gy, sin embargo fue posible analizar
células expuestas hastalos 26 Gy.

El uso de amplio intervalo desde 1 a 26 Gy y la posibilidad de obtener células andizables en ese intervalo
permitié una caracterizaron mas precisa de larespuestaaladosisy a proceso de saturacion. En trabajos previos se
habian utilizado intervalos entre 0 y 3 Gy supuestamente por dificultades asociadas con |a capacidad de division
después de dltas dosis y radiaciones de alto LET. Una excepcion lo constituye el intervalo de 1-8 Gy reportado
por Wang [14], donde no fue posible gjustar la relacién dosis efecto por encima de 4 Gy probablemente debido ala
saturacion de los dicéntricos.

Acorde a nuestros resultados la frecuencia de anillos PCC a 3.8 Gy es de 0.25 + 0.01 por célula manteniéndose
estable hasta dosis de 5.4 Gy, mientras que hay un ligero incremento hasta 0.33+ 0.07 para el punto de 26 Gy. El
valor del coeficiente alfa es un orden menor que los coeficientes alfa para las curvas de neutrones que aparecen en
la literatura para dicéntricos lo cual se corresponde con la diferencia de un orden en la formacién de anillos y
dicéntricos. Si comparamos el coeficiente lineal de nuestras curvas de calibracion (gamma vs neutrones), €

coeficiente de la curva de neutrones es 2.8 veces € de gamma, 10 que es equivalente a la Eficacia Bioldgica
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Relativa (RBE) de 2.8 para irradiacion con neutrones. Esto es muy similar a lo descrito para radiaciones de alto
LET.

En conclusion la curva de calibracion elaborada puede ser utilizada en caso de exposicion accidental a
irradiacion con neutrones y obtener una estimacion precisa de la dosis hasta 4 Gy. Mas detalles de este trabgjo

pueden verse en el Anexo 2.

3) Laobtencion por primera vez de parametros de referencia que permiten con la técnica de PCC-Rch la
estimacion de dosis y la fraccion del cuerpo irradiada en personas expuestas par cialmente a altas dosis
deirradiacion gamma.

La egtimacién de la dosis y de la fraccion del cuerpo irradiada es una informacion importante en la respuesta
médica primaria, en e caso de un accidente radiologico. El ensayo PCC-Rch ha sido desarrollado para la
estimacion de las altas dosis, sin embargo se le ha dedicado poca atencién a su aplicabilidad en las irradiaciones
parciales. El objetivo de este trabgjo fue probar la capacidad potencial de utilizar €l ensayo PCC-Rch para la
estimacion de exposiciones parciaes utilizando e enfoque desarrollado por Dolphin [15] para € ensayo de
dicéntrico ya que anteriormente otros autores no habian obtenido buenos resultados a aplicar este ensayo en
irradiaciones parciales simuladas. Considerando que el PCC-Rch es aplicable a las altas dosis, realizamos
irradiaciones en €l intervalo entre 5y 20 Gy y simulamos exposiciones parciales entre el 10y e 90%.

Identificacion de irradiaciones parciales simuladas: En la mayoria de las irradiaciones parciales simuladas

(SPBI por sus siglas en inglés) e valor del estadistico U fue mayor de 1.96 indicando sobredispersion
gue es lo esperado en € caso de irradiaciones parciales. Al andlizar cada donante individualmente
obtuvimos unaidentificacion correcta de las SPBI (i.e. u >1.96) en el 60 % de las muestras del donante 1
y en € 88% de las muestras del donante 3. De las 11 SPBI que no pudieron identificarse, 5
correspondieron a las dosis mas bajas ensayadas. 1y 5 Gy. El valor de U fue mas elevado en genera en
las fracciones bajas de SPBI con unatendencia a decrecer con el incremento en el % de sangre irradiada.
Cuando se aplico el “modo triage” de conteo de las aberraciones (contando solo 300 células) el numero
de identificaciones correctas de las proporciones simuladas bagjo al 68 %. La posibilidad de distinguir
entre irradiaciones parciales y totales analizando la distribucion de anillos PCC entre las células es
decisiva para la aplicacion de este ensayo en situaciones accidentales. Los resultados obtenidos en este
estudio contando un gran nimero de células y aun limitando e anadlisis a un menor numero de células
son similares a los reportados usando el ensayo del dicéntrico, donde del 86% a 100% de las muestras,
en simulaciones de irradiaciones totales y del 60-100% de las muestras, en simulaciones de irradiaciones
parciales fueron identificadas correctamente por el valor U. En este trabgjo aproximadamente la mitad de
las identificaciones erréneas estuvieron entre 1y 5 Gy, donde ladosis y lafraccion irradiada inicialmente
conllevan grandes incertidumbres estadisticas debido al pequefio nUmero de aberraciones encontradas

(recordar que la aberracion anillo es menos frecuente que el dicéntrico).
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Estimacién de la dosis y la fraccion irradiada: Se presentan los resultados obtenidos en las

estimaciones de la fraccién de sangre irradiada inicialmente para cada donante (ver la figura 5 en la
publicacion que se adjunta en Anexo 3). Las mejores estimaciones se hicieron con el donante 3 (~ 60%
de estimaciones correctas), mientras que las peores fueron con € donante 1 (~50 % correctas) con una
tendencia a la sobreestimacion de la fraccién irradiada. En el presente trabajo analizamos la sangre de
tres donantes y consideramos nuestros datos previos sin publicar, que muestran algunas diferencias entre
donantes en la respuesta a iguales dosis de radiacién, asi como peguefias variaciones interindividuales.
Las respuestas de los donantes fueron similares en todo €l rango de dosis usado en estos experimentos.
Sin embargo, la aparente saturacion del ensayo en un donante por encima de los 15 Gy, no obtenida
anteriormente utilizando nuestro protocolo, apoya los hallazgos previos encontrados por otros autores,
sugiriendo la posibilidad de saturacion del ensayo después de los 15 o0 20 Gy, lo cua debe ser
considerado cuando se sospechen dosis por encima de los 15 Gy. Esto debe ser confirmado extendiendo
el intervalo de dosis. Debe destacarse la necesidad de utilizar un numero apropiado de donantes para la
construccion de curvas de calibracién o cuando se ssimulen irradiaciones parciaes in vitro, ademés de
considerar las diferencias en los criterios de conteo o los protocolo utilizados. Eso y otros factores como
la tasa de dosis, e numero de células andlizadas, etc. pueden determinan las diferencias en los
coeficientes paralas rel aciones lineales obtenidas para el ensayo PCC-R paralas altas dosis de radiacion.
Valor Do: El valor de Do obtenido fue de 10.2 Gy utilizando € método de Lloyd et a [11] y de 10.9
Gy segun € método de Matsubara [12]. Aungue no hubo diferencias estadisticamente significativas
(Student’s t-test, P > 0.05) entre las estimaciones de las fracciones irradiadas usando los dos valores de
Do, una mayor cantidad de fracciones estimadas cayeron en el rango aceptable cuando se utilizé el valor
de Do de 10.9 Gy. Este valor debe ser considerado cuando se usa €l ensayo en situaciones accidentales,
donde se sospeche irradiaciones parciales del cuerpo. El valor obtenido aqui es mucho mayor que los
valores de Do reportados previamente para €l ensayo del dicéntrico para Rayos X (DO = 2.7 y Do=3.8)
o parairradiacion gamma (DO = 3.5 y D0=3.0). Las diferencias pueden ser explicadas por la naturaleza
de los diferentes indicadores medidos en cada ensayo. Mientras que en e ensayo dd dicéntrico
convencional la Do esta basada en la capacidad de los linfocitos Go irradiados para llegar a metafase, la
Do medida aqui incluye ademas otras células capaces de llegar alafase G2 del ciclo celular. ElI hecho de
gue en el ensayo PCC-R se analicen células en casi todas las fases del ciclo celular incide también en la
mayor frecuencia de anillos por célula detectada en este ensayo compardndolo con e ensayo del
dicéntrico donde se analizan Unicamente células en metafase. Es de suponer que e uso de diferentes
condiciones de cultivo, asi como las diferencias en las respuestas a la estimulacion de los linfocitos en
los cultivos de diferentes donantes influya en los indices mitéticos o €l indice PCC y por consiguiente,

bajo similares condiciones de irradiacion la sobrevivencia de los linfocitos (medida por € numero de
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metafases 0 células PCC) pueda variar. Parece razonable sugerir que los valores Do deben derivarse
individualmente por los laboratorios de dosimetria bioldgica, como se recomienda en los trabajos
realizados sobre este aspecto.

La potencialidad de distinguir entre irradiaciones totales y parciales analizando la distribucién de
anillos PCC entre las cdlulas fue confirmada bajo las condiciones usadas en este estudio. En tales
circunstancias es posible aplicar las herramientas desarrolladas para €l ensayo ddl dicéntrico para la
estimacion de la fraccion irradiada y la dosis en dicha fraccion. El valor de Do=10.9 Gy dio los mejores
resultados en |as estimaciones realizadas.

Se calculé un nuevo valor de Do = 10.9 Gy, € cua fue usado para estimar la fraccion inicial de
células irradiadas. Los resultados presentados aqui indican que con e ensayo PCC - Rch, es posible
distinguir entre lairradiacion del cuerpo total y parcial, mediante la prueba U, asi como estimar de forma
precisaladosis entre 10 — 20 Gy y lafraccion inicial de célulasirradiadas en €l intervalo entre 10 — 90%.

Todos los detalles de este trabajo aparecen en e Anexo 3.

4) El desarrollo de una escala para la clasificacion rapida de personas expuestas a altas dosis de irradiacién
con neutrones utilizando el “indice PCC”.

El “indice PCC” permitié discriminar con facilidad 3 grupos de dosis: de 0-1 Gy; de 1-10 Gy; y > 10 Gy, lo
cual resulta de utilidad en las estimaciones de dosis para expaosiciones con neutrones a dosis extremadamente altas
donde las estimaciones se encuentran limitadas por €l proceso de saturacion observado en la formacién de anillos.
El indice PCC muestra correlacion con la dosis de radiacion y decrece con la dosis. Un valor del indice PCC
menor que 1 indicé que la dosis de radiacidn estuvo por encima de 10 Gy. Por estos resultados se propone €l
“indice PCC” como un biomarcador para la clasificacion rapida de personas expuestas a altas dosis de irradiacion
con neutrones. Los coeficientes de las curvas se dan en la publicacién que se adjunta en e Anexo 2.
Adicionalmente €l indice PCC parece tener una buena correlacion con la dosis de radiacién y decrece de forma
dosis dependiente de 13% en la muestra no irradiada hasta 0.2%. Esta observacién brinda la posibilidad de realizar
una estimacioén rgpida de las victimas expuestas a dtas dosis de radiacion gamma y con neutrones. El ensayo
PCC-R puede ser utilizado tanto para la estimacién de la dosis recibida por neutrones hasta 4 Gy, como para una
rapida clasificacion de las victimas expuestas a altas dosis. Este ensayo puede ser incluido en € enfoque

multi paramétrico desarrollado para optimizar €l tratamiento médico de la victimas de radiacion.

5) La demostracion experimental de que es posible a altas dosis cuantificar anillos y por lo tanto estimar
dosis con la técnica de PCC fusién, que es anterior a la PCC quimica, elimina la necesidad de cultivar
los linfocitos, 1o cual ofrece e método citogenético mas expedito publicado hasta e momento para la

estimacion de altas dosis en accidentes.
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Nos propusimos extender las experiencias y buenos resultados del conteo de anillos en e PCC-Rch para las
altas dosis a la técnica del PCC fusién (PCC-Rf) por su inmediatez, con e fin de poner a disposicion de la
emergencia un método que permitiera obtener estimaciones de altas dosis de radiacion en e menor tiempo.

En & presente trabajo, nosotros presentamos la metodologia PCC mediante la fusion de linfocitos en
fase Go con células CHO mitdticas, en combinacion con la visualizaciéon y cuantificacion rapida de
anillos (PCC-Rf) como el método citogenético més expedito publicado hasta € momento para la estimacion de
altas dosis en accidentes con radiacion gamma en €l intervalo de 5-20 Gy.

Es una técnica mas rdpida que las técnicas clasicas porque no requiere que las células estén en
metafase para ser analizadas. Esto representa una gran ventaja ya que a atas dosis |os métodos clésicos
requieren la concentracion de los linfocitos para maximizar € nimero de metafases y generalmente
existe una frecuenciatan atade dicéntricos que dificultael andlisis.

El protocolo de fusién utilizado probd su efectividad a dosis tan atas como 20 Gy, dando un
numero suficiente de células PCC con morfologia adecuada y permitiendo el andlisis de cromosomas en
anillos y excesos de fragmentos. Se obtuvo un indice PCC-f de 15.5 % en las células controles (0 Gy) y
después de lairradiacion con 20 Gy. La frecuencia de PCC-Rf y de fragmentos en exceso se incremento
con €l incremento de ladosis. Ladistribucion de los anillos en las células PCC sigui6 una distribucion de
Poisson en la mayoria de los puntos experimentales, a pesar de que hubo cierta tendencia a la
subdispersion, tendencia mas marcada en los linfocitos aislados irradiados. El tiempo necesario para €
recuento de 100 PCC-Rf fue arededor de 2 horas.

La relacion obtenida para todas las series experimentales unidas fue: Y = (0.088 + 0.005) x D lo que
muestra su tendencia lineal. Todas las series experimentales probadas tuvieron una pendiente
significativa (p < 0.05) y unarespuesta ala dosis significativa, sin diferencias entre ellas. En € intervalo
de 0 a8 Gy cubierto en publicaciones previas, € mejor gjuste fue con un modelo lineal -cuadrético. Esto
no es sorprendente pues se conoce que en la region de las atas dosis, usualmente sin puntos
experimentales por debagjo de los 5 Gy, la dosis respuesta tiene un mejor guste al modelo lineal. Por €l
contrario, la inclusién de puntos experimentales en las bagjas dosis puede obstruir € gjuste lineal o dar
resultados similares para ambos gustes. Sin embargo, en la regién de las atas dosis, donde € término
cuadratico no esrelevante, el uso del modelo lineal parece ser apropiado.

Todos los ensayos citogenéticos descritos anteriormente en la literatura pueden ser aplicados después
de 48 horas, tiempo requerido para la estimulacién de los linfocitos T. Nuestro resultados muestran que
la metodologia ofrecida ofrece una alternativa rapida y una estimacion de dosis precisa después de
sobreexposiciones accidentales a altas dosis de radiacion. Este procedimiento combina la visualizacion
précticamente instantdnea de los PCCs en linfocitos en interfase después de colectar las muestras de
sangre de los individuos expuestos, con € recuento relativamente facil y rapido de los anillos. Las
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experiencias previas con € ensayo de PCC fusion estuvieron limitados a interval os de dosis menores de
hasta alrededor de 8 Gy.

L os resultados obtenidos en este trabajo muestran que e protocolo de PCC fusion puede ser aplicado
con éxito conjuntamente con el recuento de anillos, en e mismo intervalo de dosis reportado para €
ensayo PCC-Rch. Ademas, estatécnicatiene laventaja de eliminar los 2 dias del cultivo que se requieren
para el ensayo PCC-Rch y € ensayo del dicéntrico convencional. El recuento de anillos después de la
tincién con Giemsa en € ensayo PCC fusion introduce varias ventajas en comparacion con € recuento de
fragmentos en exceso utilizado frecuentemente en la dosimetria biol 6gica.

La primera es que se reduce significativamente la complejidad del recuento de los fragmentos PCC,
cuya frecuencia es particularmente elevada después de altas dosis de radiacién. Los anillos son
reconocidos facilmente, su frecuencia es menor pero aun suficiente para una adecuada exactitud
estadistica y por consiguiente € recuento es un proceso rapido. Se requieren solamente dos horas como
promedio para € andlisis de un nimero apropiado de anillos en los linfocitos PCC, tiempo similar al
requerido para €l ensayo PCC-Rch.

La segunda ventgja importante es que € problema de la cinética de declinacion con el tiempo asociada
con los fragmentos en exceso, reportada anteriormente y observada en este trabgo, se resuelve puesto
gue la formacion de los anillos permanece constante después de 8 horas de incubacion en las dos
condiciones experimental es probadas: linfocitos aislados y sangre total.

La tercera, pero no menos importante, es la distribucion de anillos en las células. Los PCC-Rf siguen
una distribucion de Poisson en la mayoria de los puntos experimentales, como era de esperar para
irradiaciones totales uniformes. Esto es consistente con los hallazgos previos en la regién de las bajas
dosis, introduciendo la posibilidad de identificar irradiaciones parcidles mediante e uso de las
herramientas reportadas para e andlisis citogenetico convencional, por giemplo, €l test U. El indice PCC
de 15.5% obtenido en las células control (0 Gy) y en lasirradiadas con 20 Gy, anticipa que los linfocitos
Go danados y no dafiados pueden ser analizados con igual probabilidad.

Finalmente, es importante sefidlar que e ensayo PCC fusion es aplicado solamente en un ndmero
limitado de laboratorios en e mundo. Su aplicabilidad para la dosimetria bioldgica en la respuesta a
emergencia en exposicion a radiaciones debe estar precedida por la asimilacion del ensayo. La
explicacion detallada del método se presenta en el Manua del OIEA sobre dosimetria citogenética [1].
Puede obtenerse un nimero suficiente de células inductoras de mitosis para la aplicacion del ensayo,
manteniendo |os cultivos de células CHO en € laboratorio o utilizando las células CHO congeladas [1].

Nuestros resultados muestran que € ensayo PCC-Rf es apropiado para usarlo como biodosimetro
después de exposiciones totales a altas dosis de radiacion ionizante. El ensayo cubre un amplio rango de

dosis y los resultados pueden ser obtenidos, con una incertidumbre apropiada, en un breve tiempo
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después de la recepcion de las muestras de sangre de los individuos expuestos sin necesidad de cultivar
los linfocitos. Debe sefidlarse que a pesar de que la automatizacion y €l andlisis de imagenes permite un
rapido recuento de las aberraciones cromosomicas, este ensayo PCC-Rf puede realizarse directamente
bajo el microscopio y ofrece unamanera rapida, facil y segura paralaestimacion de ladosis.

Las irradiaciones, la fusion y la preparacion de los extendidos se realizaron en e laboratorio de
citogenética del Instituto Demokritos de Atenas. Las evaluaciones de las muestras preparadas se hicieron
en ambos laboratorios, €l griego y € cubano. El trabgo publicado con estos resultados se adjunta en €l

Anexo 4.

CONCLUSIONES

1) Cuba es pionera en obtener curvas PCC-Rch en un amplio rango de dosis de
irradiacibn Gamma y no se conoce que existan curvas para la irradiacion con neutrones
ademas de la nuestra. Las curvas dosis respuesta de los nuevos indicadores incorporados al
servicio de dosimetria biol0gica permiten estimar dosis totales y parciales en un intervalo entre 0,1
Gy y 25 Gy pararadiaciéon gammay entre 1 Gy y 4 Gy para irradiacién neutronica. Ademas, con €l
indice PCC-Rch es posible clasificar r@pidamente exposiciones a neutrones mayores de 10 Gy.
Esto nos convierte en pioneros en e uso de estos indicadores a reportar por vez primera las
ecuaciones mateméticas que correlacionan atas dosis de radiaciones con la frecuencia de PCC-
Rch.

2) Nuestros resultados muestran que € ensayo PCC fusion es apropiado para su uso como
dosimetro biolégico después de exposicion total a atas dosis de radiacion gamma en un amplio
rango de dosis de 5-20 Gy y los resultados pueden ser obtenidos, con una incertidumbre
apropiada, en un breve tiempo después de la recepcion de las muestras de sangre de los
individuos expuestos sin necesidad de cultivar los linfocitos.

3) La Dosimetria Bioldgica en e pais puede realizar actuamente la estimacion agil y
precisa de la dosis de radiacion absorbida en personas expuestas a altas dosis de radiacion, que
antes de la realizacién de estos estudios no eran alcanzables, lo cua es un e emento primario para
seleccionar € tratamiento medico mas adecuado para salvar lavida de las personas afectadas.

4) Esta respuesta profesiona y altamente calificada contribuye directamente al sistema de
respuesta a emergencias radiologicas que ha creado €l pais en caso de ocurrir contingencias y

amplia las posibilidades de contribuir a esclarecimiento de cualquier suceso radiol6gico anormal
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gue pueda ocurrir en la region, pues Cuba ha comenzado a extender la técnica PCC-Rch a los
restantes laboratorios de dosimetria biol6gica en América Latina.

5) El desarrollo acanzado en la Dosimetria Biologica por el Laboratorio de Radiobiologia
del CPHR se reflgja en resultados practicos que nos ubican entre los paises con capacidad para
realizar estimaciones dosimétricas utilizando un conjunto indicadores citogenéticos en casos de
accidentes nucleares o radiol 6gicos.
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L os resultados obtenidos en este trabajo estan introducidos en € pais, y forman parte del arsenal que tiene €l
pais para la respuesta ante emergencias. El Consgjo Cientifico del CPHR acredita que los resultados estan
introducidos en la cartera de servicios cientifico-técnicos que se brindan, y ademas forman parte del Servicio
Estatd de Dosimetria Citogenética para la respuesta a emergencias radiol6gicas (ver Dictamen del Consgjo
Cientifico en e Anexo 6).

Estos resultados se encuentran generalizados pues son aplicables atodo € territorio nacional, ya que este es un
servicio que se brinda atodo el pais, ademés mediante varios proyectos internacionales del OIEA relacionados
en el Anexo 9.

Se ha comenzado su extension a otros laboratorios de dosimetria biol 6gica de laregion (ver Curso Regional en
el Anexo 7) y se encuentran ampliamente referenciados en la literatura, lo que ha servido para extender la
técnica a nivel internaciona (Anexo 7). Por otra parte estos resultados han sido presentados en varios eventos
cientificos (Anexo 10).

L os resultados obtenidos son congruentes con la politica de ciencia, tecnologia innovacion y medio ambiente
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en e VI en Congreso del PCC, especificamente con e lineamiento 131 que llama a sostener y desarrollar 1os
servicios cientificos y tecnolégicos de alto valor agregado, asi como con € lineamiento 138 que llama a
prestar mayor atencién en laformacion y capacitacion continua del personal técnico y cuadros calificados que
respondan y se anticipen a desarrollo cientifico y tecnolégico en las principales &reas de la produccion y los

Servicios.

6. En los Anexos 1 a 5 se adjuntan las copias de las publicaciones cientificas en 6rganos de reconocido
prestigio.
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7. En e Anexo 6 se adjuntan los dictdmenes de consgjo cientifico: Dictamen del 6rgano cientifico de la
institucion donde se discutié el trabajo que acredita laimportancia'y valor parala cienciay la tecnologia del

aporte del resultado y anexos 1y 2 del Resultado
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ANEXO 1

LAMADRID Al, GARCIA O., DELBOS M., VOISIN P. and ROY L. (2007) PCC-ring induction
in human lymphocytes exposed to gamma and neutron irradiation. Journal of Radiation Research
48: 1-6.



Traduccion del resumen del articulo: LAMADRID Al, GARCIA O., DELBOS M., VOISIN P.
and ROY L. (2007) PCC-ring induction in human lymphocytes exposed to gamma and neutron
irradiation. Journal of Radiation Research 48: 1-6.

En caso de una sobre-exposicidn a radiaciones ionizantes, donde la dosis recibida por la victima es
superior a5 Gy, € indicador bioldgico convencional para estimar la dosis, € ensayo del dicéntrico,
no permite redizar una estimacién lo suficientemente precisa de la dosis. Una técnica més
apropiada es cuantificar los anillos en cromosomas en linfocitos estimulados. Las curvas dosis —
respuesta fueron obtenidas trazando las frecuencias de Anillos en Cromosomas Prematuramente
Condensados (PCC - R, por sus siglas en inglés), en linfocitos PCC obtenidos por induccion
guimica con Calyculina A, in vitro, irradiados con dosis entre 5 — 25 Gy. Las células fueron
expuestas a radiacion gamma o neutrénica, y sus correspondientes curvas dosis — respuesta son
presentadas en este articulo, por primera vez en la literatura. Para la elaboracion de estas curvas
fueron analizadas 9 675 células PCC en las fases G1, G2 y M/A. los resultados fueron gjustados a
un modelo lineal hasta 25 Gy, para radiacion gamma. Para radiacion con neutrones, |os datos fueron
gjustados a un modelo lineal hasta 10 Gy, a partir de la cual se observo una saturacion de la dosis.
en conclusion, con esta técnica es posible establecer curvas dosis — respuesta hasta 25 o 10 Gy

segun € tipo de radiacién gamma o neutrones.
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ANEXO 2

LAMADRID Al, GONZALEZ JE., GARCIA O., VOISIN P. and ROY L. (2011) Prematurely
Condensed Chromosome Rings after Neutron Irradiation of Human Lymphocytes. Journal of
Radiation Research 52: 531-535.
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Traduccion del resumen del articulo: LAMADRID Al, GONZALEZ JE., GARCIA O., VOISIN
P. and ROY L. (2011) Prematurely Condensed Chromosome Rings after Neutron Irradiation of
Human Lymphocytes. Journal of Radiation Research 52: 531-535.

Las curvas de calibracion para los neutrones de fision y otras radiaciones de ata LET, son escasas
en la dosimetria citogenética, y particularmente para € ensayo de Anillos en Cromosomas
Condensados Prematuramente (PCC — R, por sus siglas en inglés). En este articulo analizamos €l
comportamiento de la frecuencia de PCC — R y el indice PCC después de la irradiacion con
neutrones en un amplio intervalo de dosis (1 — 26 Gy). Los PCC — R fueron inducidos con
Calyculina A. Fueron analizadas 6 455 células PCC en las fases G1, G2/M y M/A. El mejor guste
entre la frecuencia de PCC - R (Y) y la Dosis (D) fue e obtenido con la ecuacion

Y =(0.059+0.003)- D . La saturacién de los PCC — R se observé arededor de los 4 Gy, sin

embargo fue posible andizar células expuestas hastalos 26 Gy. Las distribuciones de |os anillos por
célulafueron del tipo Poisson 0 Neyman, paratodas las dosis. Esta curva dosis - respuesta puede ser
utilizada en € caso de una sobre-exposicion accidental a radiacién neutrénica, permitiendo la
estimacion de la dosis de forma confiable. Adicionamente el indice PCC parece tener una buena
correlacion con ladosis de radiacion y decrece de forma dosis dependiente de 13% en la muestra no
irradiada hasta 0.2%. Esta observacién brinda la posibilidad de realizar una estimacién rapida de las
victimas expuestas a atas dosis de radiacion gammay con neutrones. El ensayo PCC — R puede ser
utilizado tanto para la estimacion de la dosis recibida por neutrones hasta 4 Gy, asi como para una
rapida clasificacion de las victimas expuestas a altas dosis. Este ensayo puede ser incluido en €
enfoque multiparamétrico desarrollado para optimizar € tratamiento médico de la victimas de

radiacion.
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ANEXO 3
ROMERO I, GARCIA O, LAMADRID Al, GREGOIRE E, GONZALEZ JE, MORALES W,

MARTIN C, BARQUINERO JF, VOISIN P (2013) Assessment of simulated high-dose partial-
body irradiation by PCC-R assay. Journal of Radiation Research, 54: 863-871.
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Traduccion del resumen del articuloo. ROMERO |, GARCIA O, LAMADRID Al,
GREGOIRE E, GONZALEZ JE, MORALESW, MARTIN C, BARQUINERO JF, VOISIN P
(2013) Assessment of smulated high-dose partial-body irradiation by PCC-R assay. Journal
of Radiation Research, 54: 863-871.

Laestimacion de ladosisy de lafraccion del cuerpo irradiada es una informacion importante en la
respuesta médica primaria, en el caso de un accidente radiolégico. El ensayo PCC — Rch ha sido
desarrollado para la estimacién de las altas dosis, sin embargo se le ha dedicado poca atencion a su
aplicabilidad en lasirradiaciones parciales. En e presente trabgjo estimamos ladosisy €l porcentgje
de la fraccidn irradiada en simulaciones de irradiacion corpora parcia a altas dosis usando €l
ensayo PCC - R. La sangre periférica de tres donantes sanos fue expuesta a dosis entre 0 — 20 Gy
con una fuente de irradiacion gamma ®Co. Para simular lairradiacién de cuerpo parcial, se mezcld
sangre irradiada con sangre no irradiada hasta obtener las proporciones entre 10 — 90% de sangre
irradiada. Antes de terminar € cultivo, los cultivos de linfocitos fueron tratados con Colcemid y
Calyculina A. Se realizaron la cuantificacién convenciond y en triage, para cada dosis, proporcién
de sangre irradiada y donante. Para evaluar la distribucion de anillos en PCC por célula se utilizé la
prueba u de Papthworth. Utilizando las frecuencias de PCC — Rch, obtenidas para € 100 % de
sangre irradiada, se gustd una curva dosis — respuesta siguiendo e método de maxima
verosimilitud. La dosis de la sangre parcialmente irradiada, fue estimada usando € método de
Poisson Contaminado. Se calculé un nuevo valor de D, e cua fue usado para estimar la fraccion
inicial de células irradiadas. Los resultados presentados aqui indican que con e ensayo PCC — Rch,
es posible distinguir entre la irradiacion del cuerpo total y parcial, mediante la prueba u, asi como
estimar de forma precisa la dosis entre 10 — 20 Gy y la fraccién inicia de células irradiadas en €
intervalo entre 10 — 90%.
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ANEXO 4
LAMADRID Al, ROMERO |, TERZOUDI GI, GONZALEZ JE, PANTELIAS G, GARCIA O

(2013) Rapid assessment of high-dose radiation exposures through scoring of cell-fusion-induced

premature chromosome condensation and ring chromosomes. Mutation Research 757: 45-51
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Traducciéon del resumen del articulo. LAMADRID Al, ROMERO |, TERZOUDI GlI,
GONZALEZ JE, PANTELIAS G, GARCIA O (2013) Rapid assessment of high-dose
radiation exposures through scoring of cell-fusion-induced premature chromosome

condensation and ring chromosomes. Mutation Research 757: 45-51

Se propone e andlisis de la condensacién prematura de los cromosomas (PCC) mediante la
fusion de linfocitos en fase Go con céulas CHO mitdticas, en combinacion con la
visualizacion y cuantificacion rapida de anillos (PCC-Rf) como una técnica alternativa para
la estimacion de dosis en individuos expuestos a las radiaciones. Se irradiaron los linfocitos
aislados o la sangre total de 6 individuos a5, 10, 15 y 20 Gy, con una tasa de dosis de 0.5
Gy/min. Se prepararon las extensiones para su andlisis por los procedimientos citogenéticos
estdndar, alas 8 0 24 horas de incubacion a 37-C después de la irradiacion.. El protocolo
PCC fusion utilizado probd su efectividad a dosis tan elevadas como 20 Gy, permitiendo €
andisis de los cromosomas en anillo y los fragmentos PCC en exceso. La frecuencia de
anillos permanecio constante durante los tiempos de reparacion de 8 y 24 horas. La
relacion dosis-efecto entre la frecuencia de anillos (Y) y ladosis (D) fue lineal: Y =
(0.088+0.005)xD. Durante el tiempo de reparacion los fragmentos en exceso decrecieron de
0.91 a 0.59 piezas cromatidicas /Gy, revelando la importancia de la informacion acerca del
tiempo exacto de la exposicion en la estimacion de la dosis basada en los fragmentos. Las
ventgjas del PCC-Rf respecto a otros ensayos citogenéticos para la estimacion de la dosis
de radiacion son las siguientes. 1) no requiere un tiempo de cultivo de 48 horas,
permitiendo una estimacién mucho mas répida en comparacion con € conteo convencional
de dicéntricos y anillos en ensayos de condensacion prematura de cromosomas
guimicamente inducidos (PCC-Rch), y 2) permite € andlisis de linfocitos fuertemente
dafiados que estan retardados o nunca alcanzan la mitosis, por lo tanto evita el problema de
la saturacién a altas dosis. En conclusion, € uso del ensayo PCC fusion conjuntamente con
el recuento de anillos en linfocitos en fase Go ofrece una aternativa adecuada para la
estimacion rapida de la dosis en exposi ciones accidentales a altas dosis de radiacion.
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ANEXO 5

LAMADRID Al, MANDINA T, GONZALEZ JE, ROMERO I, GARCIA O (2011) Nuevas curvas

de calibracion parala dosimetria biol 6gica en Cuba. Nucleus 49:3-8.
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ANEXO 6

Dictamenes del Consgjo Cientifico del CPHR
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Dictamen del Consgo Cientifico

Dictamen No. 1-10/ Aiio: 2013

Titulo del Resultado: DOSIMETRIA CITOGENETICA PARA ALTAS DOSIS DE
RADIACION MEDIANTE CONDENSACION PREMATURA DE CROMOSOMAS.

Autores. Ana llsa Lamadrid Boada, Ivonne romero Aguilera, Jorge Ernesto Gonzalez y
Omar GarciaLima

Alcance o Nivel del Resultado: Premio de la Academiade Ciencias de Cuba

1.- Correspondencia de la informacion presentada con e formato establecido, los
objetivos y resultados previstos.

El documento presentado cumple con |os requerimientos que para este tipo de premio tiene
establecido la Academia de Ciencias de Cuba. Se ha elaborado siguiendo estrictamente los
acépites pedidos en la convocatoria. Posee una planilla con los datos generales del
resultado, donde se reflgja la entidad g ecutora principal, |os autores y la contribucion de
los mismos. El resumen da unaidea claradel problema que resuelve el trabajo, asi como de
los resultados obtenidos por los autores. En e acapite 3 Comunicacion corta sobre el
resultado, 0s autores, en un estilo origina y practico ofrecen una explicacion resumida de
la utilizacion de las técnicas de condensacion prematura de los cromosomas y Ssus
modificaciones para la estimacion de altas dosis de radiacion, acompafado de referencias a
los articulos publicados, que se anexan, |o cual facilitala comprension del trabajo con una
economia significativa de recursos. El resultado tiene un niUmero apropiado de anexos que
incluyen los articulos publicados entre el 2007 y el 2013, avales de su introduccion y otros

documentos referenciados en la Descripcion e Informe del Resultado.

2.- Rigor técnico, importancia y valor para la ciencia y la tecnologia del aporte del
resultado.
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El trabajo ha sido realizado con un ato rigor técnico, que se manifiesta en la obtencion de
resultados originales que aparecen publicados en revistas de alto prestigio internaciona y
elevado factor de impacto. La importancia y valor parala ciencia y la tecnologia de estos
resultados son altismos pues aportan resultados primarios de utilidad préactica para la
aplicacion de esta técnica en situaciones accidentales reales. Un reflgjo de la importancia
gue le ha atribuido la comunidad cientifica internacional a esto resultados esta expresada en
la profusién de articulos de autores de varios paises que citan los resultados obtenidos por
los investigadores cubanos y lainclusion de referencias a estos trabajos en € ultimo manual

del OIEA sobre dosimetria citogenética.

3.- Conclusiones y recomendaciones.

Por lo anteriormente expuesto €l Consgjo Cientifico ded CPHR acordd por unanimidad
recomendar que €l resultado presentado sea sometido a la consideracion de los 6rganos
competentes para su valoracion como Premio de la Academia de Ciencias por su aporte

cientifico

Nombrey apellidos del Presidente del Consgjo Cientifico:
Juan Cardenas Herrera
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Fecha: 7 de octubre de 2013
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Anexo 1

1-Denominacion del resultado: DOSIMETRIA CITOGENETICA PARA ALTAS DOSIS DE
RADIACION MEDIANTE CONDENSACION PREMATURA DE CROMOSOMAS

2-Relacion de autores del resultado. Valoracién dela participacion de cada uno de ellos

Autor principal: Anallsal amadrid Boada: Es la primera autora de 4 de los articul os que soportan

el resultado. Trabgjo en € disefio y la concepcion del trabgjo y gecutd la mayoria de trabagjo
experimental realizado. Ejecutd tareas técnicas dentro de los proyectos asociados a resultado.
Participd en la concepcion y formulacidon del resultado, de los articulos cientificos publicados y
sdlidas de proyectos. Hizo las presentaciones de los resultados obtenidos en eventos cientificos.

Filiacion: CPHR. % de participacion: 40
Otros Autores:

Ivonne Romero Aguilera: Es la primera autora de uno de los articulos que soportan este resultado.

Participd en el disefio y la concepcion del trabajo. Realiz6 tareas técnicas asociadas a resultado.
Participd en la escritura del resultado y de un articulo cientifico publicado asi como también la
escritura de los informes y salidas de proyectos. Hizo presentaciones de resultados en eventos

cientificos. Filiacion: CPHR. % de participacion: 20

Jorge Ernesto Gonzdlez Mesa: Realizd tareas técnicas asociadas al resultado. Participé en la

escritura del resultado y de los articulos cientificos publicados. Filiacién: CPHR. % de
participacion: 20

Omar Garcia Lima: Propuso larealizacion del trabgjo y dirigio los principal es proyectos que dieron

origen a resultado. Particip6 en el disefio y la concepcion del trabgjo. Redizd las coordinaciones
inicidles con las diferentes contrapartes extranjeras donde se redizaria parte del trabgo
experimental. Particip6 en la escritura de este resultado y de los articulos que o acompafian. Actud
como experto en la nueva version del manua del OIEA sobre dosimetria citogenética.  Filiacion:
CPHR. % de participacion: 20

3- Entidad que obtiene @ resultado: Centro de Proteccion e Higiene de las Radiaciones.
4- Entidad introductora del resultado: Centro de Proteccion e Higiene de las Radiaciones.
5- Aporte cientifico y actualidad del resultado:

El nuevo problema que esta enfrentando la dosimetria biologica es la capacidad de dar una

respuesta efectiva e inmediata a la necesidad de obtener informacion dosimétrica en situaciones de
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exposicion no planificadas a dtas dosis de radiaciéon. Este escenario, que ha emergido como
resultado de accidentes radiol6gicos severos ocurridos en los Ultimos afios y de la posibilidad de
acciones malévolas en € que estén implicados material es radioactivos, haimpulsado a Servicio de
dosimetria biologica del CPHR a desarrollo de nuevos métodos biol 6gicos para las estimaciones de

dosis mediante investigaciones novedosas que |o mantienen en el estado del arte.

Con la concepcion de las técnicas analiticas, la obtencion de estas curvas de calibracion para la
estimacion de altas dosis y su validacion se adquirieron las posibilidades técnicas para gecutar la
dosimetria biol 6gica de altas dosis en situaciones accidental es que potencia mente pueden ocurrir en
el pais y ampliar nuestro aporte a la red de laboratorio del Organismo Internacional de Energia
Atomica (OIEA) en América Latina que participa en la respuesta a accidentes de estas
caracteristicas. Este hecho ademas de su impacto cientifico, tiene un importante aporte socia ya
gque garantiza la estimacién de dosis en un tiempo mucho menor que con la dosimetria
convencional, lo cua permite tomar acciones clinicas para mejorar la salud de las victimas y su

prondstico de vida.

L os resultados obtenidos son congruentes con la politica de ciencia, tecnologia innovaciéon y medio
ambiente ambiental aprobados en € VI en Congreso del PCC, especificamente con el lineamiento
131 que llama a sostener y desarrollar los servicios cientificos y tecnolégicos de ato valor
agregado, asi como con €l lineamiento 138 que Ilama a prestar mayor atencion en la formacion y
capacitacion continua del personal técnico y cuadros calificados que respondan y se anticipen al

desarrollo cientifico y tecnol égico en las principales &reas de la produccion y |0s servicios.

Las publicaciones que posee avalan su importancia desde el punto de vista cientifico y garantizan
su difusién en la comunidad cientifica internacional. Las citas de estos articulos en otras
publicaciones demuestran e reconocimiento de |os laboratorios de dosimetria biol égica del mundo

asi como su actualidad y aplicabilidad.

6- Fecha dela presente certificacion: 7 de Octubre de 2013
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Dr. Juan Céardenas Herrera
Presidente Consgjo Cientifico
Centro de Proteccién e Higiene de las Radiaciones
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Anexo 2
CERTIFICACION DE INTRODUCCION DE RESULTADO CIENTIFICO TECNICO

1-Denominacion del resultado: DOSIMETRIA CITOGENETICA PARA ALTAS DOSIS DE
RADIACION MEDIANTE CONDENSACION PREMATURA DE CROMOSOMAS

2-Relacién de autores del resultado.

Ana llsa Lamadrid Boada, Ivonne Romero Aguilera, Jorge Ernesto Gonzédlez Mesa, Omar
Garcia Lima: El autor y los miembros de su equipo implementaron en el Servicio de Dosimetria
Citogenética del CPHR las técnicas para redizar la dosimetria citogenética que permiten la

estimacion de altas dosis de radiacion.

3- Entidad que obtiene el resultado: Centro de Proteccion e Higiene de las Radiaciones.
4- Entidad introductora del resultado: Centro de Proteccion e Higiene de las Radiaciones.
5- Afio en que seintrodujo en la practica social 2013

6- Aporte social eintroduccién del resultado.

Los resultados obtenidos en este trabajo estan introducidos en e pais, y forman parte de las
capacidades analiticas con que cuenta Cuba para la respuesta a situaciones de emergencias
radiologica que provoquen la sobre exposicion de personas. EI Consgjo Cientifico del CPHR
acredita que los resultados estan introducidos en la cartera de servicios cientifico-técnicos que se
brindan, y ademés forman parte del Servicio Estatal de Dosimetria Citogenética que soporta la
respuesta a emergencias radiol ogicas.

Estos resultados se encuentran generalizados pues su asimilacion por € servicio de dosimetria
citogenética garantiza que sean aplicables a todo € territorio nacional, ya que este es un servicio
gue se brinda atodo € pais. Adicionamente, mediante varios proyectos internacionaes del OIEA,
se ha comenzado la extension de estas técnicas y procedimientos a otros laboratorios de
dosimetria biologica de la region. Por otra parte estos resultados se encuentran ampliamente

referenciados en laliteratura, |0 que ha servido para extender latécnicaanivel internacional.

7-Fecha dela presente certificacion: 7 de octubre de 2013

MSc, Gladys Mercedes L 6pez Bejerano
Directora General
Centro de Proteccion e Higiene de las Radiaciones
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ANEXO 7

Relacién de los articul os donde han sido citados | os trabagj os de |os primeros afios (Lamadrid et al.,
2007; Lamadrid et al., 2011).
Certificacion de “Curso Regional de Capacitacion sobre la Técnica de condensacion prematura de

los cromosomas (PCC) inducida quimicamente”
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Anexo 8

Resultado Cientifico - Técnico de Organismo “Cromosomas en anillo condensados quimicamente

amplian las posibilidades de la Dosimetria Citogenética”.



ANEXO 9

Ejecucion de proyectos que dieron lugar al resultado

Nacionales;

1

PRN/6-3/6-2004 “Desarrollo y aplicacién de nuevas herramientas para la Proteccion
Radiol égica’
PRN/5-5/1 “La dosimetria citogenética en el fortalecimiento de la respuesta a emergencias

radiologicas”

| nternacionales;

1

RLA/09/054 Proyecto Regional OIEA “Strengthening National Systems for Preparedness

and Response to Nuclear and Radiological emergency”

Proyecto Bilatera Cuba-Francia para el “Desarrollo e Implementacion de Nuevas
Herramientas en la Dosimetria Bioldgica”(2004-2006)

RLA/09/061 Proyecto Regional OIEA “Strengthening National Systems for Preparedness
and Response to Nuclear and Radiological Emergency” (TSA5)

RLA/09/074 Proyecto Regional OIEA “Strengthening National Systems for Preparedness
and Response to Nuclear and Radiological Emergency” (TSA5S)

FO-AR N° 6148 “Fortaecimiento de las capacidades de respuesta de la dosimetria

bioldgica ante exposiciones accidentales a radiaciones ionizantes”



ANEXO 10

Presentacion del resultado en eventos nacionales e inter nacionales

VI Tdler Naciona y Il Internaciona de Mutagénesis, Teratogénesis y Carcinogénesis (MTC-
2006), La Habana: “PCC -Ring dose effect curves in human lymphocytes exposed to gamma

and neutron irradiation”.

ler Congreso Panamericano IRPA Acapulco 2006, México: “PCC-ring induction in Human

Lymphocytes exposed to Gamma and Neutron Irradiation”.

IRPA 12th, Buenos Aires 2008, Argentina: “PCC-ring induction in Human Lymphocytes

exposed to Gamma and Neutron Irradiation”.

VII Taler Naciona y IV Internaciona de Mutagénesis, Teratogénesisy Carcinogénesis (MTC-
2009) La Habana: “Curva dosis-respuesta de PCC-R en linfocitos humanos irradiados in vitro a

diferentes dosis de neutrones”.

EPR Biodose Congress Mendelieux 2010, Francia: “Prematurely condensed chromosome rings

after neutron irradiation of human lymphocytes”.

EPR Biodose Congress Leiden 2013, Holanda: “Dose assessment by PCC-R assay of simulated
partia-body irradiation at high doses”.
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