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RESUMEN

A fin de utilizar el ensayo de micronúcleos (MN) con bloqueo de la citocinecis como dosímetro bioló-
gico es necesario contar con curvas de calibración para diferentes calidades de radiación y evaluar
los factores que inciden sobre la sensibilidad del método, principalmente a bajas dosis de radiación
de baja transferencia lineal de energía.

En el presente trabajo se presentan curvas dosis-respuesta, utilizando radiación y de cobalto 60, para
donantes fumadores y no fumadores, evaluados separadamente en el rago de OGy a 2Gy y la corres-
pondiente curva de calibración pool (fumadores + no fumadores) en el rango de OGy a 4Gy. Conclui-
mos que para las evaluaciones dosimétricas de sobreexposiciones accidentales parece apropiado
utilizar la curva de calibración pool y en los casos de determinaciones dosimétricas hasta 0,5Gy es
conveniente utilizar el correspondiente término espontáneo en la curva de calibración, dependiendo
del hábito de fumar del individuo a evaluar.

Resultados previos de nuestro laboratorio y la revisión del estado actual de la técnica de MN permi-
ten:

I) Disponer de distintas relaciones dosis-respuesta para rayos x, radiación y y neutrones, obser-
vándose que la forma general de las curvas es similar en casi todos los laboratorios, si bien
se obtienen marcadas diferencias en la relación cuantitativa. Esto impone la necesidad de
que cada laboratorio cuente con curvas de calibración propias.

II) Observar para radiación de baja transferencia lineal de energía:

una alta y variable frecuencia espontánea que impide una adecuada estimación de la dosis
por debajo de 0,2Gy a 0,3Gy.

una menor sensibilidad de la técnica de MN respecto de la convencional de dicéntricos, a al-
tas dosis

una distribución sobredispersa de los MN radioinducidos respecto de la distribución de
Poisson, lo que aumenta las incertezas en la estimación dosimétrica.

una correlación estadísticamente significativa de las frecuencias espontánea y radioinducida
de MN con la edad y el hábito de fumar, siendo el hábito de fumar el factor de mayor influen-
cia.

un aumento de la sensibilidad del ensayo en el rango de las bajas dosis utilizando sondas
pancentroméricas, teniendo en cuenta el origen de los MN.radioinducidos

1 Este trabajo ha sido presentado al 4t0 Congreso Regional en Seguridad Radiológica y Nuclear a celebrarse en
La Habana, Cuba, entre el 19 y 23 de octubre de 1998.



INTRODUCCIÓN

El ensayo de micronúcleos (MN) en linfocitos humanos con bloqueo de la citocinesis ha sido amplia-
mente utilizado para la evaluación de daño cromosómico inducido por radiaciones ionizantes y clas-
tógenos químicos, y considerado un dosímetro biológico potencialmente útil en accidentes que invo-
lucren gran número de personas (1). Para utilizar el test de MN con fines de Dosimetría Biológica, es
esencial tener un adecuado conocimiento de la frecuencia espontánea de MN, contar con curvas
dosis-respuesta para diferentes calidades de radiación, evaluar el límite de detección, saturación y los
principales factores que inciden sobre la sensibilidad de la técnica.

Una de las mayores desventajas del ensayo de MN es su reducida sensibilidad para la detección de
daño inducido por bajas dosis de radiación de baja transferencia lineal de energía, debido a su alta
frecuencia espontánea que muestra además una amplia variabilidad interindividual. Se sugiere que
diversos factores denominados "de confusión", tales como el hábito de fumar, la edad y el sexo con-
tribuyen a la variabilidad observada. Datos de nuestro laboratorio indican una correlación significati-
vamente positiva de las frecuencias espontánea y radioinducida de MN con la edad y el hábito de
fumar, siendo el hábito de fumar el factor de confusión de mayor influencia. Estas conclusiones pare-
cieron justificar el estudio de las relaciones dosis-respuesta para donantes fumadores y no fumadores
separadamente, utilizando radiación y de cobalto 60.

Teniendo en cuenta las consideraciones previamente mencionadas, los objetivos del presente trabajo
son: I) Aumentar el número de datos de las relaciones dosis-respuesta para donantes fumadores y no
fumadores evaluados separadamente, respecto de datos previos del laboratorio (2), utilizando radia-
ción y de cobalto 60 en el rango de OGy a 2Gy; a fin de considerar si es aplicable alguna corrección a
la curva de calibración que tenga en cuenta la condición de fumador del individuo a evaluar dosimétri-
camente, particularmente en el rango de las bajas dosis. II) Establecer conclusiones generales sobre
el estado actual de la técnica.

MATERIALES Y MÉTODOS

Metodología de cultivo: Se incubaron 0,2 - 0,4 mi de sangre entera, extraída por venopunción, en 8 mi
de medio RPMI 1640 complementado con suero bovino fetal al 20% (v/v) a 37°C durante 72 horas.
Los linfocitos fueron estimulados a dividirse con fitohemaglutinina P (lug/ml, DIFCO). A las 44 horas
de cultivo se agregó citocalasina B (4,5uo,/ml, SIGMA) a fin de bloquear la citocinesis. A las 72 horas
de incubación las células fueron colectadas por centrifugación y tratadas con solución hipotónica,
según método de Iskandar (3), para lograr la preservación del citoplasma. La fijación se realizó con
metanol/acético (3:1) y se coloreó con Giemsa al 5% (ph 6,8).

Se estableció la frecuencia de MN evaluando 500 a 2500 células binucleadas por muestra, aplicando
los criterios de Fenech(1993) para la identificación de micronúcleos y de células binucleadas (4).

Las muestras fueron irradiadas con radiación y de cobalto 60 en el rango de OGy a 2Gy con un equipo
PICKER C4 M60 a una tasa de dosis media de 0,40Gy/min.

Análisis estadístico: El ajuste de las curvas de calibración para donantes fumadores y no fumadores
se efectuó aplicando un método de cuadrados mínimos repesado iterativo, donde el peso es la va-
rianza.

El análisis de la distribución de MN en células binucleadas fue testeado para su conformidad con la
distribución de Poisson utilizando el "test u" de Papworth (5) y la relación varianza/media. Los errores
de los coeficientes de las curvas de calibración y el error standard de las frecuencias observadas,
fueron corregidos teniendo en cuenta la sobredispersión de la distribución.



RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Las curvas de calibración para donantes fumadores y no fumadores fueron aumentadas, respecto de
las obtenidas previamente en nuestro laboratorio, con 20 nuevos datos en el rango de OGy a 2Gy,
constituyendo una base de datos total conformada por 100 muestras analizadas.

El ajuste de ambas curvas resultó en un modelo lineal cuadrático. Dicho ajuste fue realizado hasta el
punto de 2Gy promediando los datos para cada dosis.

y = c + ocD + pD2

donde:

y = frecuencia de MN para la dosis evaluada
D = dosis en Gy

Los parámetros de cada curva de calibración fueron:

a) fumadores:

c = 2 , 3 1 x 1 0 ' 2 ± 0 , 2 5 x 1 0 ' 2

a = (2,07 x 10'2 ± 1,27 x 10"2) Gy'1

p = (2,89 x 10"2 ± 0,86 x 10"2) Gy"2

X2 =7 ,83 GL = 1

b) no fumadores:

c = 1 , 2 5 x 1 0 " 2 ± 0 , 0 8 4 x 1 0 ' 2

a = (3,02 x 10 2 ±0 ,75 x 102) Gy'1

p = (2,92 x 10"2 ± 0,50 x 10'2) Gy'2

X2 =4 ,70 GL = 2

El análisis de la distribución de MN en linfocitos binucleados resultó ser sobredisperso respecto a la
distribución de Poisson, siendo la relación varianza/media promedio 1,13 para la curva de no fumado-
res y 1,17 para la de fumadores.

Aunque se observó una mayor dispersión de las frecuencias para los donantes fumadores respecto
de los no fumadores, cada curva de calibración cayó dentro de las curvas del 95% de confianza de la
otra, con excepción de los valores de frecuencia espontánea de ambas curvas de calibración. De
modo que, para las estimaciones dosimétricas de sobreexposiciones accidentales parecería apropia-
do utilizar una curva de calibración pool (fumadores + no fumadores) y en los casos de determinacio-
nes dosimétricas hasta 0,5Gy es conveniente utilizar el correspondiente término espontáneo en la
curva de calibración, asociado a la condición de fumador del individuo evaluado.

Los parámetros de la curva de calibración pool fueron:

c = 1,73 x 1 0 ' 2 ± 0,05 x10"2

a = (2,72 x 10'2 ± 0,27 x 10"2) G y 1

p = (2,81 x 10'2 ± 0,14 x 10'2) G y 2

X2 = 9,59 GL = 5



CONCLUSIONES GENERALES

• La forma general de las curvas dosis-respuesta es similar en casi todos los laboratorios si bien se
observan marcadas diferencias en la relación cuantitativa. Esto impone la necesidad de que cada
laboratorio posea sus propias curvas de calibración de frecuencia de MN. Una importante razón
para esta variabilidad entre laboratorios es la diferencia en las condiciones experimentales (6).

Para radiación de baja transferencia lineal de energía:

• Datos de nuestro laboratorio indican una frecuencia media espontánea de MN en células binu-
cleadas para un pool de donantes sanos de 0,013 ± 0,008 (7). Esta alta y variable frecuencia es-
pontánea impide una adecuada estimación de la dosis por debajo de 0,2Gy a 0,3Gy.

• Se observa un término cuadrático pequeño en la relación dosis-frecuencia de MN. La contribución
de este componente es tan pequeña que en particular si la curva de calibración fue ajustada
hasta 3Gy ó 4Gy, un ajuste lineal es también compatible con la estadística. Este término cuadráti-
co resulta ser menor que el de la curva de calibración de dicéntricos (técnica convencional) lo que
determina una menor sensibilidad de la técnica de MN respecto de la convencional, a altas dosis.
Esto se debe a que para una curva con un pronunciado término cuadrático, como es el caso de la
de dicéntricos, el coeficiente de variación en la dosis es menor que el que se observa en las fre-
cuencias, mientras que para la curva de micronúcleos los coeficientes de variación no son muy
diferentes.

• Los MN radioinducidos tienden a presentar una distribución sobredispersa respecto de la distribu-
ción de Poisson. Esta sobredispersión aumenta el error standard de las frecuencias observadas
de MN y por lo tanto las incertezas en la estimación dosimétrica.

• Origen de los MN: Estudios que incluyen medición del tamaño de MN (8), medición del contenido
de DNA (9), tinción inmunofluorescente con anticuerpos antikinetocoro CREST (10) y más re-
cientemente hibridación in situ por fluorescencia (FISH) con sondas de DNA que se unen especí-
ficamente a regiones centroméricas de los cromosomas (11) fueron utilizados para discriminar
entre MN provenientes de fragmentos acéntricos y cromosomas enteros. Se observó que la ma-
yor parte de los MN radioinducidos se origina primariamente a partir de fragmentos acéntricos, lo
que denota la acción fundamentalmente clastogénica de las radiaciones ionizantes y que un me-
nor número proviene de cromosomas enteros retrasados durante la anafase debido a algún de-
fecto a nivel de huso mitótico o proteínas de kinetocoro. Los MN espontáneos están constituidos
principalmente por cromosomas enteros. De modo que, la sensibilidad del ensayo de MN, en el
rango de las bajas dosis, puede ser aumentada utilizando sondas pancentroméricas y efectuando
el recuento de sólo aquellos MN centrómero negativos.

• Se ha estudiado la influencia de diversos posibles factores de confusión en el ensayo de MN
tales como edad, sexo, hábito de fumar, consumo de alcohol, etc. Estos factores deben ser teni-
dos en cuenta en la utilización de este ensayo con fines de Dosimetría Biológica, particularmente
en el rango de las bajas dosis. Muchos autores observan que la frecuencia espontánea de mi-
cronúcleos aumenta con la edad pero es menos clara su influencia sobre las frecuencias radioin-
ducidas (12). Algunos trabajos muestran que cuando se analizan grandes grupos, pueden detec-
tarse frecuencias espontáneas de MN levemente mayores en mujeres respecto de varones (12).
También existe una gran controversia en cuanto a la influencia del hábito de fumar, aceptándose
una tendencia al aumento de las frecuencias espontáneas en individuos fumadores respecto de
no fumadores, no estableciéndose en qué medida el número de MN radioinducidos puede ser
afectado (6).

En nuestro laboratorio hemos estudiado la influencia de la edad, sexo y hábito de fumar sobre las
frecuencias espontáneas y radioinducidas de MN utilizando dos metodologías: un modelo de regre-
sión lineal múltiple y un modelo de regresión de Poisson. Utilizando ambos modelos los resultados
fueron concordantes. Se observó una correlación significativamente positiva (R2 = 0,59) de la fre-



cuencia espontánea de MN con la edad (t = 5,0; P < 0,0001) y el hábito de fumar (t = 3,15; P < 0,004)
y también, una correlación significativamente positiva (R = 0,96) de la frecuencia total de MN
(espontáneos + radioinducidos) con la edad (t = 2,43; P < 0,02) y el hábito de fumar (t = 3,63;
P < 0,0001), siendo el hábito de fumar el factor de confusión de mayor influencia.

Nuestro estudio muestra que el sexo no tiene influencia estadísticamente significativa sobre las
frecuencias espontánea y radioinducida de MN, aunque se observa una mayor dipersión de los
datos en mujeres. La influencia de la edad sobre las frecuencias espontáneas de MN fue también
analizada aplicando un modelo de regresión lineal a los datos, observándose:

y = 0,004 X + 0,0013 (y: frecuencia de MN; X: edad)

R2 = 0,32 para N = 54

El estudio de las relaciones dosis-respuesta para donantes fumadores y no fumadores evaluados
separadamente, mostró que cada curva de calibración cae dentro de las curvas del 95% de con-
fianza de la otra, con excepción de los valores de frecuencia espontánea de ambas curvas de ca-
libración. Por lo cual, para las evaluaciones dosimétricas por encima de 0,5Gy consideramos
apropiado la utilización de una curva pool (fumadores + no fumadores) mientras que por debajo
de dicha dosis es conveniente utilizar el correspondiente término espontáneo de la curva de cali-
bración, asociado al hábito de fumar del individuo a evaluar.
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