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Inicio de la Dosimetria Biologica en Costa Rica y su importancia en la atencion de
poblaciones sobreexpuestas a radiaciones ionizantes.

Beginning of Biological Dosimetry in Costa Rica and its importance in the care of
populations overexposed to ionizing radiation.

Luisa Valle Bourrouet®, Fernando Ortiz Morales?, Omar Garcia Lima3, Jorge Ernesto Gonzalez
Mesa*, Andrés Chaves Campos®, Marvin Rodriguez Gonzalez® y Melissa Abarca Ramirez’

Resumen: Introduccion: el laboratorio de citogenética del Instituto de Investigaciones en Salud (INISA) de la
Universidad de Costa Rica establecié un Servicio de Dosimetria Bioldgica en enero del 2020 utilizando biomarcadores
citogenéticos de exposicion a radiaciones ionizantes. Es el primero de su tipo en la region centroamericana. Objetivo:
establecer un servicio de dosimetria bioldgica para Costa Rica, elaborando una curva de calibracion dosis-efecto para
rayos gamma. Metodologia: para la realizacién de la curva de calibracin se irradiaron muestras de sangre periférica in
vitro con rayos gamma de dos voluntarios, uno femenino y otro masculino, en 11 puntos de dosis en el rango de 0 a 5
Gy. Se cultivé la sangre acorde a los protocolos internacionales durante 48 horas y se registraron las aberraciones
inducidas. Los programas Dose Estimate V5.2 y R version 4.03 se utilizaron para el calculo de los coeficientes de la curva
de calibracidn que correlaciona la frecuencia de cromosomas dicéntricos con la dosis. Resultados: los coeficientes de la
curva son a: 0.02737+0.00658, R: 0,05938+0,00450 y C: 0.00129+0.00084. Estos coeficientes tienen valores similares a los
reportados internacionalmente. La curva se validé calculando dos dosis incognitas, en la primera incognita la dosis
suministrada fue de 1,5 Gy y la dosis estimada fue 1,47 Gy y en la segunda la dosis suministrada fue de 4 Gy y la dosis
estimada fue 3,616 Gy, para ambos casos no existen diferencias estadisticamente significativas entre las dosis
suministradas y las estimadas. Conclusiones: actualmente El Servicio de Dosimetria Bioldgica del INISA puede estimar
dosis absorbida en personas que se sospecha de una sobre exposicién a rayos gamma en personal ocupacionalmente
expuesto o personas involucradas en un accidente radiolégico.

Palabras claves: dosimetria bioldgica, cromosomas dicéntricos, rayos gamma, curva de calibracion dosis-efecto.

Abstract: Introduction. The cytogenetics laboratory of the Health Research Institute (INISA) of the University of Costa
Rica established a Biological Dosimetry Service in January 2020 using cytogenetic biomarkers of exposure to ionizing
radiation. It is the first of its kind in the Central American region. Objective: establish a biological dosimetry service for
Costa Rica, developing a dose-effect calibration curve for gamma rays. Methodology: to carry out the calibration curve,
peripheral blood samples from two volunteers, one female and the other male, were irradiated in vitro with gamma
rays, at 11 dose points in the range of 0 to 5 Gy. Blood was cultured according to international protocols for 48 hours
and induced aberrations were recorded. The Dose Estimate V5.2 and R version 4.03 programs were used to calculate the
coefficients of the calibration curve that correlates the frequency of dicentric chromosomes with the dose. Results: the
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coefficients of the curve are a: 0.02737 + 0.00658, R: 0.05938 + 0.00450 and C: 0.00129 + 0.00084. These coefficients have
values similar to those reported internationally. The curve was validated by calculating two unknown doses, in the first
unknown case the delivered dose was 1.5 Gy and the estimated dose was 1.47 Gy and in the second case the delivered
dose was 4 Gy and the estimated dose was 3.616 Gy. for both cases there are no statistically significant differences
between the delivered and estimated doses. Conclusions: the Biological Dosimetry Service of the INISA can estimate
absorbed dose in persons suspected of overexposure to gamma rays in occupationally exposed personnel or persons
involved in a radiological accident.

Key words: biological dosimetry, dicentric chromosomes, gamma rays, dose-effect calibration curve.
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La Dosimetria Biologica (DB) implica el uso de ensayos citogenéticos para registrar la frecuencia de
aberraciones cromosdmicas y con base en ella, estimar la dosis absorbida de radiaciones ionizantes a la
que un individuo ha estado expuesto (Lamadrid, Romero, Gonzalez y Garcia, 2014). El analisis de
cromosomas dicéntricos se ha convertido en el estandar de oro en la DB y se trata de una técnica
rutinaria en los programas de proteccion radioldgica y de respuesta a emergencias en muchos paises,
donde se aplica en casos de sobreexposiciones reales o sospechosas en los que se ha demostrado el
valor del método y se han definido sus limitaciones (Sproull, Camphausen y Koblentz, 2017). Es
particularmente importante su aplicacion cuando resultan sobreexpuestas personas que no portan
dosimetros fisicos o los mismos resultan dafiados, convirtiéndose en una fuente de informacion
insustituible para la toma de decisiones médicas al proporcionar la informaciéon mas precisa sobre la
dosis recibida por las personas afectadas. Es una herramienta de reconocido valor cuando, por cualquier
causa, ocurren exposiciones masivas a radiaciones ionizantes (OIEA, 2014).

La DB ha tenido un rol protagénico en el esclarecimiento de las dosis de radiacion durante grandes
accidentes nucleares como el de Cherndbil (Pyatkin, Nugis y Chirkov., 1989) pero también ha sido
decisiva en el esclarecimiento de las dosis en accidentes ocurridos debido a pérdidas de fuentes
radiactivas que han afectado a miembros del publico o trabajadores, como el accidente de Goiania,
Brasil (IAEA, 1988) en Cochabamba Bolivia (IAEA, 2004) o el de Nueva Aldeas Chile (IAEA, 2009) por solo
mencionar alguno de los mas significativos ocurridos en la regidon y a los cuales han respondido
laboratorios de DB latinoamericanos.

Para la apertura de un servicio de DB, son necesarias varias condiciones, entre las cuales destacan la
adquisicion de equipo moderno que permita el analisis agil de diferentes marcadores de exposicion a



radiacion ionizante (Romm et al., 2013), la capacitacion del personal a cargo de los ensayos, en el
analisis e interpretacion de resultados y la elaboracion de curvas dosis-efecto para los distintos
marcadores y tipos de radiacidon (International Organization for Standardization, 2014).

Con el apoyo de la Universidad de Costa Rica y el Organismo Internacional de Energia Atdmica (OIEA), a
través del Proyecto Nacional de Cooperacion Técnica llamado: “Establecimiento de un Servicio de DB en
Costa Rica”, se lograron adquirir nuevos equipos que permitieron ampliar las capacidades técnicas ya
existentes en el pais, entre estos destaca el equipo automatizado (Metafer4) de MetaSystem.

Este proyecto también contempld capacitaciones para el personal a cargo del laboratorio de DB:
entrenamientos en el Laboratorio de DB del Instituto de Radioproteccion y Seguridad Nuclear (IRSN) de
Francia (2016), en la Universidad Autonoma de Barcelona (UAB) (2017), en el laboratorio de DB de la
Autoridad Nuclear de Argentina (ARN) (2017) y se realizaron distintas visitas de expertos al pais por parte
de representantes del Centro de Proteccion e Higiene de las Radiaciones (CPHR) de Cuba (2015, 2017 y
2018) y de la Autoridad Regulatoria Nuclear de Argentina. (2017). Gracias a estos intercambios
bilaterales con el Laboratorio Radiobiologia del CPHR, se realizaron entrenamientos de capacitacion en
la técnica de analisis de cromosomas dicéntricos.

EL INISA organizé en 2015 un curso de DB dirigido a entidades nacionales, estudiantes universitarios y a
publico en general, con el objetivo de introducir el tema en el paisy en diciembre del 2017 se imparti6 un
curso de estadistica para DB. Ambos cursos fueron organizados como parte de las misiones de expertos
anteriormente mencionadas.

El desarrollo de los aspectos técnicos de la DB ha estado acompafiado de la coordinacion con las
estructuras nacionales de respuesta a emergencias radioldgicas. Asi, el INISA ha establecido una alianza
estratégica con la Direccidn de Proteccion Radiolégica y Salud Ambiental, especificamente con la Unidad
de Proteccion Radioldgica del Ministerio de Salud, ente rector que canaliza las emergencias radiolégicas
en Costa Rica. También hay colaboracidn con expertos del Centro de Investigacion en Ciencias Atomicas
Nucleares y Moleculares (CICANUM) de la Universidad de Costa Rica.

En el ambito internacional también se han establecido relaciones de cooperacion. En el afio 2014 se
logré la incorporacién del Servicio de DB del INISA a la Red Latinoamericana de DB (LBDNet), la cual fue
fundada en el 2007 y que actualmente cuenta con la participacion de laboratorios de Argentina, Brasil,
Chile, Cuba, México, Pert, Uruguay, Ecuador, Bolivia, Paraguay y Venezuela (Garcia et al., 2016). En 2017,
Costa Rica fue sede del segundo taller regional de la LBDNet para elaborar curvas de calibraciéon, usando
el repositorio de imagenes “BioDoseNet” resguardado por la Oficina Federal Alemana de Proteccion
Radiologica, en el que participaron los laboratorios de Bolivia, Ecuador, Paraguay y Venezuela, donde
existen limitaciones para la irradiacion de muestras de sangre y preparar curvas de calibracidn (Garcia et
al., 2019). Los especialistas del INISA se sumaron a equipos de trabajo de esos paises, aportando sus
experiencias en la identificacion de dicéntricos. En ese mismo afio Costa Rica fue sede de la reunion
anual de la LBDNet.



Para establecer un servicio de DB, es esencial contar con curvas de calibracion dosis-efecto, las cuales
permiten establecer una relacion matematica entre las dosis de radiacién y la frecuencia de un
biomarcador citogenético observable en cada punto de dosis (ISO, 2014). El desarrollo de capacidades
técnicas y conocimientos, asi como la adquisicion de equipamiento, permitio al INISA desarrollar su
primera curva de calibracion dosis-efecto, utilizando como biomarcador los cromosomas dicéntricos.

Las radiaciones ionizantes son ondas electromagnéticas o particulas que transportan energia. Cuando la
energia de las radiaciones es suficiente como para producir la ionizacion de atomos y moléculas con los
que interactua, se conoce como radiacion ionizante (RI) y es capaz de inducir cambios estructurales o
conformacionales en biomoléculas como el ADN (OIEA, 2016).

Los efectos bioldgicos sobre el ADN pueden ser indirectos en los cuales se produce la radidlisis del agua,
y los radicales «OH generados y otras especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno pueden inducir la
ruptura de una o ambas cadenas de nucledtidos o inducir modificaciones en las bases nitrogenadas
(Giaccia, Hall y Amato, 2012; Sage y Shikazono, 2017). Los efectos bioldgicos de la radiacién como agente
genotdxico también pueden ser directos, en este mecanismo los fotones o particulas de RI depositan su
energia en los atomos constituyentes de la molécula de ADN, causando dafios en su estructura como
rupturas de hebra simple o hebra doble (Cannan y Pederson, 2016).

Ademas de las rupturas mono y bicatenarias y el dafio a las bases nitrogenadas, la Rl es capaz de
producir un amplio espectro de dafio al ADN dentro de los cuales se encuentran: sitios apurinicos o
apirimidinicos, formacion de aductos entre el ADN y las proteinas, alteraciones cromosémicas como la
formacion de cromosomas dicéntricos, anillos céntricos, fragmentos acéntricos y translocaciones, y la
formacion de microntcleos (MN) y de puentes nucleoplasmicos (OIEA, 2014).Todos estos tipos de dafio
en el ADN participan en numerosas condicionesy patologias como el envejecimiento y la carcinogénesis.

La efectividad biologica relativa (RBE), la cual se define como la relacidn entre una dosis impartida por
fotones y la dosis de otro tipo de radiacion para producir el mismo efecto bioldgico (Serensen et al.,
2017), esta determinada por las propiedades fisicas de la radiaciéon como su carga eléctrica, energia y
transferencia lineal energética (LET, cantidad de energia depositada por la RI por unidad de distancia).
La RI con bajo LET (rayos X, rayos gama, particulas beta) induce menor concentracion de eventos de
ionizacion y por lo tanto lesiones del ADN en menor densidad que la RI con alto LET (particulas alfa,
protones) (Lavelle y Foray, 2014).



El dafio radioinducido al material genético puede ser evaluado mediante distintos métodos
citogenéticos. Estos ensayos constituyen una herramienta auxiliar en la proteccién radioldgica y un
instrumento fundamental en la investigacion en el campo de la radiobiologia. Muchos de estos ensayos
son utilizados en la estimacion de la dosis de radiacion que un individuo ha recibido, procedimiento
conocido como DB. Sin embargo, para tal estimacion es necesario conocer la relacion o curva dosis
respuesta que se asocia a la aparicion de los biomarcadores que seran utilizados como biodosimetro
(Suto, Akiyama, Noda y Hirai, 2015).

Debido a que los distintos tipos de RI presentan distinta RBE, para la estimacion de dosis mediante el
método de la DB, se debe conocer el tipo de radiacidon a la que estuvo expuesto el individuo y cada
laboratorio debe tener sus propias curvas de calibracion dosis-efecto para cada tipo de Rl y de ser
posible, contar con distintos biomarcadores.

De manera general, los biomarcadores son parametros biologicos que brindan informacién sobre el
estado fisioldgico o patoldgico de un individuo o poblacion (Torres-Bugarin, Zavala-Cerna, Nava, Flores-
Garciay Ramos-Ibarra, 2014). Los principales ensayos utilizados para la deteccion de dafio cromosdmico
radioinducido son el ensayo de cromosomas dicéntricos, el ensayo de MN con bloqueo de la citocinesis,
el ensayo de translocacion cromosémica por FISH, ensayo de focos y-H2AX y de perfiles de expresion
gendmica (Baeyens et al., 2011).Los ensayos mencionados (a excepcidn de perfil gendmico y los focos y-
H2AX) se basan en la descripcion del efecto de la radiacidn en relacion a la frecuencia por metafase de
una aberracién cromosémica inducida por la exposicion (Milosevi¢-Djordjevic¢, Grujici¢, Vaskovi¢, y
Marinkovié,, 2010; Ozdal et al., 2016; Wolff et al., 2011).

El ensayo de cromosomas dicéntricos es una prueba ampliamente validada y su biomarcador es
sumamente especifico a la exposicion a radiaciones, siendo los cromosomas dicéntricos generados solo
por Rl y unas pocas sustancias radiomiméticas (Lee, Woo Jin, Wilkins, y Jang , 2019).0Otras ventajas de
esta prueba son la posibilidad de la evaluacion de la exposicion meses después de su ocurrencia, la
posibilidad de analisis de exposiciones parciales o de cuerpo entero asi como de exposiciones hasta el
rango de 6 Gy (Alsbeih, Al-Hadyan, Al-Harbi, Bin Judia y Moftah , 2020;
Rungsimaphorn,Rerkamnuaychoke y Sudprasert , 2016).

Por las razones expuestas anteriormente, este ensayo se ha convertido en el estandar de oro en
dosimetria bioldgica y constituye una prueba esencial en la investigacion de accidentes radioldgicos e
investigacion radiobioldgica (Garcia et al., 2019). Asi, el objetivo de este trabajo fue el establecimiento de
un servicio de dosimetria biologica para Costa Rica, elaborando una curva de calibracién dosis-efecto
para rayos gamma.
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I 3. Métodologia

3.1 Enfoque

La investigacion es de tipo cuantitativa, transversal, descriptiva y observacional, ya que se analiza la
asociacion entre un efecto (frecuencia de cromosomas dicéntricos) con una dosis absorbida debido a
exposicion a RI.

3.2 Poblacién del estudio

Se tomaron muestras de sangre de dos voluntarios, uno femenino y otro masculino. Los participantes
leyeron y firmaron el consentimiento informado respectivo.

3.3  Técnicas de recoleccion
3.3.1 Recoleccidn eirradiacion de muestras de sangre

Se consideraron las recomendaciones del OIEA descritas su Manual de Dosimetria Citogenética (OIEA,
2014). La irradiacion se realiz6 en el Servicio de Radioterapia del Hospital San Juan de Dios, con una
fuente de Co-60 del equipo modelo THERATON 780E. Para su irradiacion, las muestras se colocaron en
un maniqui de agua de plastico con una geometria de 10 cm x 10 cm x 0,11 mm. El campo de irradiacién
fue de 10x10 cm? y el maniqui de agua fue ubicado a 80 cm de distancia de la fuente, utilizdndose la
técnica de dos campos opuestos laterales, la temperatura del agua en el maniqui se mantuvo entre 36-
37 °C. La tasa de dosis (Dw) inicial del equipo en la puesta en funcionamiento fue de 3.75 Gy/min (11
mayo de 2011), se recalculd para las fechas de irradiacion de muestras, por lo tanto, se irradi6 con las
siguientes tasas de dosis: Dw =1,55 Gy/min (29 de enero de 2018, fecha de inicio de las irradiaciones) y
Dw = 1,31 Gy/min (15 de mayo de 2019, fecha de Gltima irradiacion).

Se irradiaron las muestras de sangre en 11 puntos de dosis en el rango de 0 a 5 Gy: 0Gy, 0,1Gy, 0,25Gy,
0,5Gy, 0,75Gy, 1Gy, 1,5Gy, 2Gy, 3Gy, 4Gy y 5Gy. La sangre se recolecté e irradi6 en tubos de recoleccion
de muestras con heparina de litio de 4 mL, marca Vacuteiner© (alto y ancho del tubo: 13x75mm). El
volumen de sangre irradiada fue de 3.5mL + 0,5mL (la muestra se tomo hasta agotar el vacio del tubo).
Después de la irradiacion la muestra de sangre se mantuvo a 37+ 0,5 °C en bafio maria por 2 horas, luego
se transporto al INISA, para su cultivo (OIEA, 2014).

3.3.2 Cultivo de linfocitos
El cultivo de linfocitos, la cosecha de células en metafase, la preparacion de extensiones cromosdmicasy

el andlisis citogenético de cromosomas dicéntricos se realizd considerando el protocolo descrito por el
OIEA (OIEA, 2014), modificado con base en recomendaciones del Laboratorio de DB de la Autoridad
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Regulatoria Nuclear de Argentina y las destrezas adquiridas en las capacitaciones recibidas por el
personal del laboratorio de citogenética del INISA.

Se sembré por duplicado 0,8 mL de sangre en 10 mL de medio de cultivo PBMax en cajas de cultivo T25.
Se agregaron 10uL de solucion de trabajo de Bromodeoxiuridina (BrdU), marca Sigma, lo que permitié
distinguir entre cromosomas metafasicos de células que se encuentran en la primera division mitdtica
(M1) de aquellas que se encuentren en segunda division (M2). Posteriormente se adiciond
fitohemaglutinina hasta llegar a una solucidn de trabajo del 3% y se incubd a 37 °C en atmdsfera al 5 %
de CO,, por 48 horas. Al cabo de 45 horas de incubacidn, se agregd 200uL de colcemid (marca Gibco) a
cada cultivo, para lograr el arresto mitético. Se cultivd por 3 horas mas, para un total de 48 horas.

A las 48 horas de cultivo se inicio la cosecha. Los cultivos se centrifugaron a 1200 -1300 rpm durante 10
min y se retird el sobrenadante, luego se resuspendié el botdn celular, se agregaron 7 mL de KCl (0,075
mol/L) a 37°C para someterlo a choque hipoténico. Los tubos se incubaron por 35 min, luego se agregd 1
mL de fijador (solucion 3:1 de metanol/acido acético) a cada tubo antes de centrifugar a 1200 rpm
durante 10 min. Se descart6 el sobrenadante, dejando 1mL para luego resuspender el boton celular.
Posteriormente se agregd 10 mL del fijador (se afiadié gota a gota de forma continua, homogeneizando
con vortex a 1400 rpm). Se repitio de dos a tres veces el ciclo de centrifugado y lavado con fijador hasta
que el botdn celular se observé blanquecino. Por Gltimo, se dejé reposar 1 hy luego se centrifugd, para
quitar el sobrenadante, dejando el doble de fijador del tamafio del botén celular. Las células pueden
guardarse en su primera fijacion o en las siguientes, en refrigeracion durante 24-48 h (OIEA, 2014).

Las células se gotearon sobre portaobjetos limpios y se secaron al aire durante 24 h. Una vez secos, se
sumergieron en solucidon de naranja de acridina (10-6 mol/L) durante 10 minutos. Se enjuagaron dos
veces en agua destilada y se dejaron secando. Se cubrieron con una pelicula de solucién de Na,HPO,
0.07 mol/L y se irradiaron con luz ultravioleta por 30 minutos. Se enjuagaron con agua destilada y se
secaron. Se sumergieron en solucion de Ba(OH), saturada durante 5 minutos y se enjuagaron en agua
destilada. Se sumergieron por pocos segundos en HCl 0.1 mol/L para eliminar cristales depositados, y se
enjuagaron rapidamente con agua destilada, se dejaron secando. Se tifieron con giemsa al 4% durante 6
minutos y luego se enjuagaron con agua destilada (Chebotarev, Selezneva y Platonova , 1978).

Se utilizéd un microscopio automatizado para la captura de imagenes, el Metafer de MetaSystem version
3.13.3. El analisis se considera semi automatizado ya que el equipo captur6 las imagenes, pero el conteo
de dicéntricos fue realizado por personal del laboratorio de citogenética del INISA. Las células analizadas
y aberraciones encontradas se registraron en el sistema informatico MetaArchive 5.4. Posteriormente, se
elabord una hoja de calculo en Excel 2016 con la cantidad de células analizadas por punto de dosis,
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indicando el total de dicéntricos y el nimero de dicéntricos por célula. Con esto se calculé la frecuencia
de dicéntricos en cada punto de dosis y su distribucion.

Se cont6 el nimero de cromosomas y la cantidad de dicéntricos. Para la inclusién de metafases en el
conteo, estas debian cumplir con los siguientes criterios de analisis citogenético:

a)Las metafases deben contar con 46 cromosomas.

b)Las metafases con cromosomas dicéntricos deben aparecer con sus respectivos fragmentos
acéntricos.

c)Las aberraciones tricéntricas equivalen a dos dicéntricos y deberan aparecer dos fragmentos
acéntricos.

3.4. Procesamiento de analisis

Para el procesamiento estadistico de los datos se utilizaron los programas DoseEstimate V5.2 2
(Ainsbury, Lloyd, 2010) y R version 4.03 (R Core Team, 2020). DoseEstimate se utiliz6 para el ajuste de la
curva de calibracion y la estimacion de las dosis incdgnitas. R se utilizé para obtener el estadistico de
dispersion del ajuste de la calibracion, para ello se especificé en la funciéon glm de R la familia
Quasipoisson. Adicionalmente, se aplicé el programa R para realizar el analisis grafico comparativo de
la curva estimada con la curva de calibracion publicada para el ensayo de dicéntricos en el Manual para
Dosimetria Citogenética del OIEA (OIEA, 2014). Se considerd el estadistico de bondad de ajuste Ji-
cuadrado y la prueba t de Student para significacion estadistica de los coeficientes estimados. Para la
dosis incdgnita se establecié como criterio de aceptacion que la estimacion realizada por la dosimetria
bioldgica no se desviara mas de un 20% con respecto a la dosis determinada por la dosimetria fisica.
Ambos programas estan recomendados por el OIEA para la dosimetria bioldgica (OIEA 2014) y con ellos
se obtienen resultados similares tanto en el ajuste de curvas como en la estimacion de dosis por lo que
solo se presentan los resultados obtenidos con R (figura 1). DoseEstimate es de mas facil uso por los
laboratorios que no cuentan con especialistas que dominen R, estd mas difundido en la LBDNet y es el
que utilizaria el INISA en sus calculos de dosis en situaciones de accidente.

_ 4. Resultados

La frecuencia de aberraciones cromosdmicas obtenidas en cada dosis de irradiacion se muestra en la

tabla 1.

Tabla1

Frecuencia de cromosomas dicéntricos por punto de dosis de rayos gamma

Dosis Total células Total Distribucion de dic por célula
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analizadas | dic'

0 2007 3 2004 3 0

0 0 0 -0,039
0,1 2011 9 2002 9 0 O 0 0 0004 -0,134
0,25 2000 21 1980 19 1 o 0 0 0011 276
0,5 2000 54 1948 50 2 o 0 0 0027 152
0,75 1880 100 1783 94 3 O 0 0 0053 0,226
1 1045 102 943 102 0 O 0 0 0098 222
1,5 489 101 390 97 2 0O 0 0 0207 -2,59
2 316 99 233 70 11 1 1 0 0313 1,19
3 196 100 116 61 18 1 0 0 051 -0,849
4 100 101 29 47 19 4 1 0 101  -191
5 61 105 9 20 18 9 3 2 172 0,694

'dic: cromosomal(s) dicéntrico(s)

2Y: frecuencia

Se aprecia un incremento de la frecuencia de cromosomas dicéntricos al aumentar la dosis de rayos
gamma. Atendiendo a la distribucidn de dicéntricos la mayoria de las muestras irradiadas se ajustan a la
distribucién de Poisson como se espera para un escenario homogéneo.

4.1 Curva dosis efecto

La curva dosis efecto para rayos gama seguln los datos obtenidos se muestra en la figura 1.
Figural

Analisis de regresion basado en el programa R.

Dicéntricos por célula (Y)

) BN N D W el N SN NV AN TSN | NN N o N A N | AN |

00 02 04 06 08 10 12 14 16 18 2.0

0.0 0.5 1.0 15 2.0 2:5 3.0 35 4.0 4.5 5.0
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La curva continua representa el ajuste a partir de los datos obtenidos por el INISA para el ensayo de
cromosomas dicéntricos. El area sombreada representa la incertidumbre de la estimacidn con un nivel

de confianza del 95%. La curva punteada representa la curva referida en el manual del OIEA para el
ensayo de dicéntricos (OIEA, 2014).

Los coeficientes de la curva se muestran en la tabla Il junto a los coeficientes de la curva del manual del
OIEA (OIEA, 2014)

Tabla 2

Coeficientes estimados de la curva de calibracion con errores estandar (ES) del INISAy la utilizada como
ejemplo en el manual del OIEA (OIEA, 2014) para rayos gamma (60-Co).

C+ES a*ES B+ES X2  GL Dispersion
0.00129 0.02737 0,05938
INISA 1048 8  1.3095
+0.00084 +0.00658 +0,00450
Manual 0.00128 0,06307
0.02103+ 0.00516 661 8  0.8256
OIEA +0.00047 +0,00401

ES: desviacion estandar

GL: grados de libertad

Se verificd la bondad de ajuste con la prueba de x2 (ji-cuadrado) que utiliza el ajuste de maxima
verosimilitud, con resultado de x2 =10,48; GL = 8; p= 0,2329.

4.2 Validacion de la curva

La curva se valido calculando dos dosis incognitas. Para ello se irradiaron muestras de forma
homogénea a 1,5 Gy y 4 Gy. Las condiciones de irradiacion y cultivo de linfocitos fueron las mismas
usadas para generar la curva de calibracion. La dosis suministrada es comparada con la dosis estimada
utilizando la curva de calibracidon. Se consideré como criterio de aceptacion que la dosis estimada se
encuentre en un rango que contempla el 20% de la dosis suministrada y el valor del z score sea mayor
que -3y menor que 3. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla lll.

Tabla3

Andlisis de las dosis incdgnitas.
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Dosis Células Dic Dic/cel uTest Dosis 95%

irradiad analizadas  observa ) EL [of}
a dos
(Gy)
1.5Gy 0,17 | -0,08 1,292 -0,3

1,47+ Gy | 1,659
0,101 Gy

4 Gy 500 100 0,87 -0,98 3,62+ 3,240 | 4,011 -1,44
0,139 Gy Gy

I 5. Discusion

Los resultados obtenidos para la estructuracion de la curva dosis-efecto nos muestran que la
frecuencia de cromosomas dicéntricos aumenta conforme la dosis y su comportamiento se ajusta al
modelo lineal cuadratico. Los coeficientes calculados a(constante lineal), B(constante cuadratica) y C
(frecuencia basal de dicéntricos) tienen valores similares a los reportados internacionalmente.

Los puntos de datos ajustados no fueron estadisticamente diferentes de los observados, lo que
confirma un buen ajuste de la curva de calibracién dosis-efecto. No obstante, la dispersion del modelo
mayor a 1 condiciond el ajuste de los errores de los coeficientes de la curva del INISA los cuales se
incrementan en relacion con su magnitud tal y como se recomienda(OIEA, 2014). Para una regresion de
Poisson se espera idealmente una dispersion igual a 1. Por otro lado, la magnitud de la dispersion no
justificd el cambio a un modelo diferente al de Poisson. La sobredispersion estd condicionada
fundamentalmente por la desviacion del punto correspondiente a la dosis de 3 Gy (Fig. 1), aspecto que
puede ser atendido con la adicién de nuevos puntos a la calibraciéon como perspectiva del laboratorio
con dosis incdgnitas en el entorno cercano 3 Gy pero que en ningln caso limita la aplicacion de la curva
para la estimacion adecuada de las dosis en casos de accidentes o en ejercicios de intercomparacion en
los cuales se vea involucrado el laboratorio. Internamente la curva se validé calculando dos dosis
incognitas. Las dosis suministradas fueron de 1,5y 4 Gy y las dosis estimadas fueron 1,47 y 3,616 Gy
respectivamente, no existen diferencias significativas entre ambos valores (z score inferior a 3). Se han
realizado ejercicios de intercomparacion dentro de la LBDNet en los cuales participa Costa Rica y cuyos
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resultados preliminares no han sido publicados, muestran un buen desempefio del laboratorio usando
su curva de calibracion, lo cual ratifica también la adecuada calificacion de los observadores del INISA.

La presente investigacion muestra la trayectoria y actividades del laboratorio de Citogenética del INISA
que han permitido la apertura del primer Servicio de DB de la regién centroamericana, lo que permite
que puedan realizarse estimaciones de dosis acorde a las practicas internacionales reconocidas ante
potenciales situaciones de exposiciones accidentales o accidentes radiolégicos, ademas de la
realizacion de investigaciones innovadoras en el campo de la radiobiologia y la radioproteccion.

Dentro de las investigaciones actualmente en ejecucion, se encuentra el desarrollo de una curva de
calibracion dosis-efecto para rayos X utilizando el ensayo de micronicleos con bloqueo de la
citocinesis para el rango de dosis de 0 a 4 Gy y el ensayo de cromosomas dicéntricos para dosis en el
rango de 0 a 14 Gy. De igual forma se ha inicio la aplicacion del ensayo de cromosomas dicéntricos con
cafeina para la estimacion de altas dosis de radiacion en el rango de los 6 al8 Gy. Estos proyectos se
ejecutan con el apoyo de proyectos nacionales financiados por el OIEA y coordinados por la Direccion
de Proteccion Radiolégica y Salud Ambiental del Ministerio de Salud. Ademas, del apoyo de los
hospitales de la Caja Costarricense del Seguro Social (CCSS) y del Centro de Radiocirugia Robdtica,
cuyas instalaciones y equipos, son necesarios para irradiar las muestras de sangre utilizadas en la
elaboracion de curvas de calibracién dosis efecto.

El servicio de DB del INISA también ha comenzado a contribuir de manera significativa a las actividades
de la LBDNet. Ademas de la organizacion de talleres de capacitacion, el servicio ha aportado las
imagenes para la reciente intercomparacion con el ensayo de cromosomas dicéntricos organizando
por LBDNet, lo cual coloca a Costa Rica dentro del reducido nimero de paises de la regidon que ha
brindado este tipo de material para el desarrollo de estos ejercicios.

El abordaje desarrollado por el INISA para implementar un servicio de DB responde al enfoque sugerido
en el proyecto regional sobre respuesta a emergencias radioldgicas del OIEA, en el que se recomienda
la adecuacion de laboratorios de citogenéticas existentes en instituciones de salud o universitarias
para desarrollar en los paises que lo requieran este tipo de servicio. La peculiaridad de Costa Rica fue
la de combinar este enfoque con el desarrollo de un proyecto nacional con apoyo gubernamental y del
OIEA, lo cual permitié que el pais fortaleciera sus capacidades técnicas y la preparacion de su personal
en un tiempo relativamente corto. Expertos del OIEA que colaboraron en el desarrollo de este proyecto
sugirieron al organismo que paises de la region con condiciones similares a las de Costa Rica e
interesados en desarrollar este tipo de servicio enviaran becarios al laboratorio del INISA. Bajo este
enfoque ya el laboratorio recibi6 en 2019 una becaria de Nicaragua.

Todo lo anterior confirma que las capacidades creadas en el INISA en la DB son indudablemente una
fortaleza en la vigilancia en salud de poblaciones expuestas a radiaciones ionizantes, no solo a nivel
nacional sino también para la region centroamericana.
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