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1.1. Radiacions ionitzants

1.1.1. Definicid i tipus de radiacid

La radiacio és I'emissid d’energia que es propaga en qualsevol medi en forma
d’ones o particules, i s’Tanomena radiacid ionitzant (RI) quan té prou energia

per provocar la ionitzacié dels atoms i molecules del medi que travessa.

Des del descobriment dels raigs X al 1895 per Wilhelm Conrad Réntgen, les Rl
s’utilitzen en aplicacions médiques i industrials. En I'ambit medic, s’utilitzen
tant en el diagnostic com en el tractament de malalties. En l'industria
s’apliquen en la radiografia industrial, en |'esterilitzacié i en el control de
plagues entre d’altres. A més, a les centrals nuclears s’aprofita el fenomen de

fissid nuclear per obtenir electricitat.

Les Rl es poden transmetre en forma d’ones electromagnetiques, com els
raigs X o els raigs y, o en forma corpuscular, com les particules amb massa, ja
siguin amb carrega (particules a o B) o sense carrega (neutrons). Els diferents
tipus de RI tenen diferent poder de penetracid en la matéria que travessen
(Figura 1). Els raigs X i els raigs y tenen un gran poder de penetracid, podent
travessar el cos huma. Els neutrons també tenen un poder de penetracio
molt alt comparat amb altres particules amb carrega de la mateixa massa i
energia. En canvi, les particules a i les particules B tenen un poder de
penetracid molt baix, les primeres només sén capaces de recérrer alguns
centimetres en l'aire i algunes micres en el teixit viu i les segones poden

penetrar fins a 1-2 centimetres en el teixit viu.
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a %

paper alumini plom

Figura 1. Representacio del poder de penetracié dels diferents tipus de RI.
Una particula alfa, no pot travessar un full de paper, un full d’alumini
impedeix el pas d’una particula B, i els fotos s’absorbeixen amb el plom.
Adaptada de http://commons.wikimedia.org.

1.1.2. Unitats de mesura

En radioproteccié una de les mesures principals és la dosi absorbida (D), que

és I’energia dipositada en un medi per unitat de massa (equacio 1).

de
(1) D=—
am

On D és el quocient entre I'energia mitjana impartida per la Rl a la materia

(de) i la massa de la matéria (dm). En el sistema internacional la unitat de D

és el Gray (Gy), que equival a un Joule per quilogram (J/Kg).

Els diferents tipus de Rl dipositen |‘energia de manera diferent al llarg de la
seva trajectoria (Figura 2). En aquest sentit, la transferéncia lineal d’energia
(LET) representa I'energia absorbida pel medi per unitat de longitud de la

trajectoria, i s’expressa en KeV/um.
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Les Rl es poden classificar en:

- Radiacions de baixa LET: generen pocs successos ionitzants per
unitat de longitud, com els raigs X o els raigs y.
- Radiacions d’alta LET: produeixen moltes ionitzacions per unitat de

longitud, com les particules a, B i els neutrons.

a. Baixa LET b. Alta LET

Figura 2. Representacid esquematica de la distribucié de I’energia per
diferents tipus de radiacions. a. Radiacions de baixa LET. b. Radiacions
d’alta LET. Adaptada de Radiation Effects Research Foundation
http://www.rerf.jp/.

Degut a la LET, una mateixa D de diferents tipus de Rl pot produir un efecte
biologic diferent. Es per aixd que en radioproteccié s’ha definit el concepte
d’eficacia biologica relativa (RBE). L'RBE és el quocient que relaciona la dosi
d’una radiacié problema amb la dosi d'una radiacié de referencia,

normalment els raig X de 250 KeV, que produeix el mateix efecte biologic.

21



22

INTRODUCCIO

Per tenir en compte tant la D com I'RBE, es va introduir el concepte de la dosi
equivalent (H), sent la seva unitat de mesura el Sievert (Sv). Un Sv és la
quantitat de radiacié que produeix el mateix efecte biologic que 1 Gy de raigs
X oy. La H de cada tipus de radiacio s’obté multiplicant la D per un factor de
ponderacié (wg), aquest factor I'estableix la Comissié Internacional de
Proteccié Radiologica (ICRP) per a cada tipus de radiacié en base a dades

experimentals sobre les seves RBEs (Taula 1).

Taula 1. Valors de wg recomanats per la ICRP-103 (2007).

Tipus de radiacio Energia Wwg (ICRP-103)
Fotons Totes 1

Electrons i muons Totes 1

Protons i pions carregats Totes 2

Neutrons <1 MeV Funcié
Neutrons 1-50 MeV Funcié
Neutrons >50 MeV Funcié
Particules a, fragments Totes 20

de fissid, nuclis pesats

El factor de ponderacié dels neutrons depéen de la seva energia i per
aix0 es calcula amb una funcié continua, que varia per neutrons de
baixa, mitjana o alta energia.
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1.2. Efectes biologics de les radiacions ionitzants

Poc després del descobriment dels raigs X i de la radioactivitat, van apareixer
les primeres evidéncies que mostraven que les Rl eren perjudicials per la
salut. Inicialment es van observar efectes sobre els teixits exposats, com
I'epilacid i els eritemes cutanis. Més tard, es va evidenciar que I'exposicié a
Rl podia provocar cancer, i que I'exposicié de les cél-lules germinals podia

provocar efectes en la descendencia.

Tradicionalment, els efectes sobre la salut s’han classificat en deterministics i
estocastics. Els primers sén aquells que impliquen una disfuncié o pérdua
funcional dels teixits o organs i son deguts principalment al dany cel-lular.
Per qualsevol efecte deterministic, la dosi es relaciona amb la severitat de
I’efecte i existeix una dosi llindar per sota la qual no s’observa I'efecte. En
canvi, els efectes estocastics generalment es manifesten temps després de
I’exposicid i inclouen un augment del risc de desenvolupar cancer i malalties
hereditaries. Pels efectes estocastics la dosi es relaciona amb la probabilitat

d’aparicid de I'efecte i no existeix una dosi llindar.
1.2.1. Interaccio de les radiacions ionitzants amb el DNA

Les RI poden produir dany en el DNA de manera directa o indirecta (Figura
3). Es parla d’accié directa quan qualsevol de les formes de radiacio, ja siguin
fotons, neutrons o particules amb carrega, interaccionen directament amb la
molécula de DNA causant la seva ionitzacié i iniciant una cadena
d’esdeveniments que donaran lloc a un canvi en la seva estructura. L’accié
directa és el procés dominant en les radiacions d’alta LET, com els neutrons o

les particules alfa.
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L'accié de les Rl sobre el DNA també pot ser de manera indirecta. Les Rl
poden interactuar amb altres atoms i molecules de la cél-lula, particularment
I'aigua, provocat la seva excitacié o ionitzacié. En el cas de la radiolisi de
I'aigua, es formen molécules (H,, H,0,), ions (H,0%, H,0", H;0%), aixi com
radicals lliures (H', ‘OH, H,0’) entre d’altres. Alguns d’aquests productes son
altament reactius i poden interaccionar quimicament amb el DNA produint
canvis en la seva estructura. S’estima que dues terceres parts del dany
produit pels raigs X en el DNA de cél-lules de mamifer esta causat per I'accié

indirecta.

Accid directa

—-——————
T ——— - - - ——
————

Accid indirecta

4--OH™+H,0" +e7,

Figura 3. Esquema representatiu de I'accié directa i indirecta de les Rl sobre el DNA.
En I'accid indirecta, els radicals Iliures generats com a resultat de la radiolisi de
I'aigua seran els que interaccionaran amb el DNA. Adaptat de Hall & Giaccia (2006).

A nivell molecular, les Rl produeixen diferents tipus de lesions en el DNA,
com per exemple danys de base (Base Damage, BD), trencaments de cadena
simple (Single Strand Break, SSB), llocs abasics (Abasic Site, AS), unions DNA-

proteina (DNA-protein cross-link, DPC), i trencaments de doble cadena
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(Double Strand Break, DSB). Aquestes lesions sén lesions simples. Quan
diverses lesions simples coincideixen en un segment curt de DNA es

consideren lesions complexes o clusters de dany (Figura 4)( Ward 1981;

1985).
A B
v o miEiEEiEi DNA intacte
Radiacié de Q
SEN .00
baixa LET
5 SSB
¢ MEE »
<X/
RSNOSASA A
| 288,999 A
> T T8I s
Radiacio m h
d’alta LET @
O _f . o
< _‘—O_—(> mi 8988 Cross-links intracatenaris
\. Tonoenon Cross-links intercatenaris
(LE21 2111
72 T TEH SSBcomplex
v 1T T11] P

<.

@ Ionitzacié
O  Excitacié

MEE BD complex
E TE :WE DSB complex

Figura 4. A. Interaccid de les Rl de baixa i alta LET amb el DNA. B. Tipus de lesions
radio-induides en la molecula de DNA. Modificat de IAEA (2011).

El nimero de lesions induides en el DNA per a una dosi d’ 1 Gy de Rl de baixa
LET és aproximadament d’uns 1000 danys de base (BD), uns 1000 SSB i uns
40 DSB (Hall & Giaccia 2006). Els DSB sén les lesions primaries critiques en la
formacié de les alteracions cromosomiques i juguen un paper molt

important en la mort cel-lular (Lenhert 2008).

25



26

INTRODUCCIO

1.2.2. Resposta cel-lular al dany radio-induit.

1.2.2.1. Detecci6 del dany i resposta cel-lular

Quan es produeix dany en el DNA, les cel-lules, mitjangant una serie de
mecanismes anomenats de forma conjunta DNA-damage response (DDR),
poden detectar les lesions, senyalitzar-les i promoure la seva reparacid
(Jackson & Bartek 2010). La DDR també actua a través de mecanismes
complexos de control del cicle cel-lular, i quan el dany és massa gran per a
ser reparat amb fidelitat, activa mecanismes de mort cel-lular (Polo &

Jackson 2011).

De manera general, els DSBs es detecten mitjancant el complex MRE11-
RAD50-NSB1 (MRN) que s’uneix al DNA i recluta la proteina cinasa ATM. ATM
fosforila la Ser 139 de la histona H2AX (yH2AX), i aquesta recluta la proteina
mediadora “DNA damage checkpoint 1” (MDC1), que amplifica el senyal de
la DDR varies megabases al voltant del DSB mitjancant I'acumulacié de més
complex MRN que al seu torn activa més ATM. La proteina BRCA1 també és
fosforilada per ATM i reclutada a la zona del DNA on hi ha el dany. La “p53-
binding protein 1” (53BP1) també esta involucrada en el manteniment de la
DDR reforcant I'activacié d’ATM. Per altre banda, la proteina cinasa CHK2,
també activada per ATM, és la responsable d’activar la P53 i d’inhibir la
CDC25, el que pot dur a lI'aturada del cicle cel-lular, donant temps a la

reparacié del DNA o a iniciar el procés d’apoptosi (Figura 5).
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Proteines

sensores

Proteines
mediadores

Proteines
efectores P53 \ CDC25
Apoptosi Aturada del cicle cel-lular

Figura 5. Deteccio dels DSBs i resposta cel-lular. El complex MRN detecta els DSBs i
recluta ATM que fosforila la histona H2AX (yH2AX) en la regi6 del dany en el
DNA. ATM també activa la proteina cinasa CHK2, que activa P53 i inhibeix CDC25.
Modificat de Sulli et al. (2012).

1.2.2.2.  Reparaci6 del DNA

Depenent del tipus de dany en el DNA, en la cel-lula actuen diferents
mecanismes de reparacié. Els processos anomenats Base Excision Repair
(BER), Nucleotid Excision Repair (NER) i la reparacié de trencaments de
cadena simple (SSBR), reparen danys de base, llocs apurinics i SSBs
respectivament. Per altre banda, els mecanismes involucrats en la reparacid
dels DSBs sén majoritariament la reparacié per recombinacié homologa
(HRR) i la reparacié per la unié d’extrems no homolegs (NHEJ) (Hall & Giaccia

2006; Wyman & Kanaar 2006; Mladenov & lliakis 2011) (Figura 6).
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El mecanisme de la HRR restitueix la seqiéencia original del DNA on s’ha
produit el DSB, utilitzant la cromatide germana no danyada com a motlle per
a sintetitzar els fragments alterats i processats de la cromatide trencada. En
aquesta via, el complex MRN esta implicat en el processament del
trencament i reclutament de les proteines RPA, RAD51 i RAD52. El primer
pas implica la formacié d’una regié de cadena simple de DNA, mitjangcant un
processament nucleotidic per part del complex MRN (amb activitat helicasa i
exonucleasa). RAD51 polimeritza sobre aquesta cadena formant un filament
nucleoproteic amb I'ajuda de proteines d’unié al DNA de cadena simple (RPA
i RAD52), que envaeix la regi®6 homologa de la cromatide germana.
Finalment, una DNA-polimerasa, una DNA-lligasa i les resolvases repararan
fidelment el DSB (San Filippo et al. 2008). Aquest mecanisme necessita d’una
doble cadena homologa intacta com a motlle, i per tant, actua un cop el DNA

s’ha replicat, al final de la fase S i durant G2.

El NHEJ és un mecanisme de reparacid que processa els extrems del
trencament i els uneix directament. Quan es produeix un DSB, I'heterodimer
format per les proteines KU70 i KU80 s’uneix als extrems del DSB i recluta les
proteines DNA-PKcs. Aquestes fosforilen i activen proteines de reparacid
addicionals, incloent ARTEMIS que té activitat endonucleasa. ARTEMIS
juntament amb el complex MRN processen els extrems trencats sobre els
gue actuen successivament les polimerases i el complex XRCC4-XLF/NHEJ1-
lligasalV amb activitat Iligasa (Lieber 2010). Aquest mecanisme pot actuar
durant tot el cicle cel-lular, i en mamifers és el mecanisme predominant de
reparacid dels DSBs. Quan els extrems dels DSBs es reuneixen de manera

erronia, o no es reparen, es formen les alteracions cromosomiques (AC).
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DSB
NHEJ HRR

KU70/KU80 . ,
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Figura 6. Mecanismes de reparacié dels DSBs. A |'esquerra, es mostra la via de
reparacié per la unié d’extrems no homolegs (NHEJ), procés que pot actuar en
qualsevol moment del cicle cel-lular i que en mamifers és el procés predominant. La
via de la dreta, mostra la reparacié per recombinacié d’homolegs (HRR), aquesta via
es dona durant la fase Si la G2, ja que necessita la cromatide germana. Modificat de
Lans et al. (2012).

1.2.2.3. Punts de control del cicle cel-lular

La progressio del cicle cel-lular esta controlada en diferents punts de control
per tal d’assegurar la maxima integritat del DNA i la correcta segregacio
cromosomica a les cel-lules filles. Els principals punts de control es troben al
final de la fase G1 (G1/S), a la fase S (intra-S), al final de la fase G2 (G2/M) i

en la transicido metafase/anafase, abans de la segregacié cromosomica. Si es
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detecta dany en el DNA, una replicacid incompleta o una anomalia en
I’estructura del fus mitotic, la progressié del cicle cel-lular es pot bloquejar en

aquests punts de control (Figura 7).

A nivell molecular, la progressié del cicle cel-lular esta controlada per les
proteines cinases (CDKs), i la seva activitat i especificitat depen de la

preséncia d’unes subunitats reguladores, les ciclines.

Ciclina E | CicinaA | Ciclina B

CiclinaD

Concentracié

é5>62> )
[Gll[T” T} TM T

m o &8

Ambient Dany en el DNA no Danyen el Cinetocors no
extracel-lular I DNA enganxats al
favorable DNA replicat fus mitotic

Figura 7. Expressié de les ciclines al llarg del cicle cel-lular i visié general del control
del cicle cel-lular. Esquema modificat de Boundless 2015 i Alberts 2014.
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La cel-lula utilitza cicles de sintesis i degradacié de les ciclines per controlar
I'activitat de les CDKs (Figura 7). En aquest control també intervenen
proteines inhibidores de les CDKs, com per exemple les proteines RB, P53 i

P21.

Punt de control G1/S

Quan les condicions sén favorables, la transicid de G1 a S és estimulada per
mitogens. La progressié en aquest punt és ddéna gracies a [l'activacid
seqliencial de CDK4/6-Ciclina D i de CDK2-Ciclina E. L’entrada a la fase S
requerira la inactivacié de la proteina del Retinoblastoma (pRB) i I'activacio
de la cinasa promotora de la fase S (CDC45). Els complexos CDK-Ciclina
fosforilen la proteina RB, alliberant el factor de transcripcié E2F que promou
la transcripcid de gens necessaris per la fase S. E2F alhora també activa la
transcripcié de la Ciclina E promovent una retroalimentacio positiva que, un
cop superat el punt de restriccié (punt R) a final de G1, ja no fa necessaria la

preséncia de mitogens per entrar a la fase S.

Aquest punt de control és important per prevenir I'entrada de les cel-lules
danyades a la fase S. Quan es produeix un dany en el DNA, el punt de control
G1/S opera per dues vies. Una via rapida i inicial, en que la CHK2 fosforila la
CDC25 que sera degradada per ubiquitinitzacié. La inactivacié de CDC25 priva
a la cel-lula de l'activador central del complex CDK2-Ciclina E. La segona via
es dona per l'estabilitzacio i activacido de I'activitat transcripcional de la
proteina P53. La fosforilaci6 de MDM2 per part de ATM fa que es s’alliberi
P53 que alhora activa I'expressié de P21. Aquesta s’unira als complexos
CDK2-Ciclina E i CDK4/6-Ciclina D inactivant-los (Figura 8) (lliakis et al. 2003;
Deckbar et al. 2011).
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Figura 8. Principals vies del punt de control G1/S. Quan es produeix un dany en el
DNA, el punt de control G1/S opera per dues vies. Una via rapida i inicial,
mitjancant la degradacio de la fosfatasa CDC25, i una segona via per estabilitzacid
de la proteina p53. Modificat de lliakis et al. (2003).

Punt de control de la fase S

La presencia de dany en el DNA durant la fase S pot no aturar completament
la seva sintesis (lliakis et al. 2003; Willis & Rhind 2009), pero activa ATM que
fosforila diferents substrats, entre ells CHK2. CHK2 fosforila CDC25 causant la
seva degradacié proteolitica i privant a la cél-lula de I'activitat CDK2-Ciclina E.
Aixi, s’inhibeix la proteina cinasa CDC45, factor essencial en els punts d’inici

de la replicacié (ORI).
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Figura 9. Organitzacié molecular del punt de control de la fase S. ATM i ATR en
presencia de dany en el DNA inhibeixen I'activacid dels llocs d’origen de la replicacio
i disminueixen la velocitat de la forca de replicacid en els que ja es troben actius.
Adaptat de lliakis et al. (2003).

Durant la fase S, existeixen altres dianes d’ATM, incloent BRCA1, NBS1 (un
component del complex MRE1-NBS1-RAD50), MDC1, E2F1 i SCM1 i, per
mecanismes que encara no son ben compresos, s'impedeix o s’alenteix la
progressié de la forca de replicacié (Figura 9) (lliakis et al. 2003; Willis &
Rhind 2009).
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Punt de control G2/M

La cinasa CDK1 és un efector clau en el punt de control G2/M. L’activacio
d’aquesta cinasa per I'associacié de la ciclina B forma el factor promotor de

la mitosi (MPF) que és imprescindible per iniciar la mitosi.

Durant la fase G2, el MPF es manté inactiu degut a la seva fosforilacié per
part de les cinases WEE1 i MYT1. Per entrar a la mitosis, es requereix la
desfosforilacié del MPF per part de la CDC25C. Quan es produeix un dany en
el DNA, ATM i ATR fosforilen i activen les proteines cinases CHK2 i CHK1
respectivament, que al seu torn inhibeixen la CDC25C impedint I'activacio del

MPF.

Un altre nivell de regulacié es déna a través de les proteines PLK1 i PLK3.
PLK1 és un regulador positiu de I'activitat de la CDC25 i en les cél-lules sense
dany en el DNA promou I’entrada a la mitosi mitjancant la seva fosforilacié.
S’ha postulat que ATR i ATM inactiven per fosforilacié PLK1. Per altre banda,
PLK3 s’activa per la presencia de dany en el DNA, és ATM-depenent i inhibeix

per fosforilacio I'activitat de CDC25.

Una segona cascada més lenta, i que es ddna en paral-lel, implica la
fosforilacié de P53 i la subseqiient dissociaci6 de MDM2, permetent la
transcripcié de gens regulats per P53 com P21, que inhibeix CDK1 i per tant

MPF.

Hi ha evidencies que BRCA1 també esta implicat directament en el retard de
I'entrada a la fase M, ja sigui a través de ATM/ATR o per fosforilacié directa

de CHK1 (Figura 10) (lliakis et al. 2003; Deckbar et al. 2011).
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Finalment, en el darrer punt de control, el de la sortida de la mitosi, la
cél-lula comprova la unié de tots els cinetocors al fus mitotic, per tal

d’assegurar la correcta segregacié dels cromosomes en I'anafase.

Dany en el DNA

l—  cpcasc/a

i i | — = Inicifase M

Figura 10. Organitzacié molecular del punt de control G2/M. Un punt central en
la regulacid és la inhibici6 de la fosfatasa CDC25. Diversos processos que
intervenen en el bloqueig de la cél-lula en G2 degut a la Rl actuen inhibint la
CDC25. Modificat de lliakis et al. (2003).

1.3. Dosimetria biologica

La proteccié radiologica té com a objectiu establir un nivell adequat de
proteccid per a les persones i pel medi ambient en front dels efectes
perjudicials de I'exposici6 a les Rl. En un context d’exposicié a Rl, la
determinacid de la dosi rebuda és essencial per predir la severitat clinica dels

efectes deterministics, i decidir el tractament més adequat. Per altre banda,
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en els estudis epidemiologics la determinacid precisa de la dosis rebuda és

essencial per establir la relacié amb els efectes estocastics.

Es defineix com a dosimetria biologica (DB), I'estimacioé de la dosi rebuda per
un individu a partir de I'analisi d’'un parametre bioldgic que varia

quantitativament amb la dosi (Bender & Gooch 1962; IAEA 2011) .

L’estimacié del risc s’ha de basar en una avaluacié acurada de la dosi
d’exposicié i de la seva distribucidé en el cos. En casos d’exposicid interna,
I’estimaciod de la dosi es pot fer mitjancant un comptador de cos sencer , o bé
a partir de la deteccié de la presencia de radionuclids en 'orina. En casos
d’exposicié externa, les dosis son rutinariament mesurades mitjangant un
dosimetre fisic. La DB permet estimar la dosi en casos de accidents
radiologics ien personal ocupacionalment exposat permet estimacions
complementaries a la dosimetria fisica. En casos de sobreexposicions parcials
o heterogenies, el dosimetre fisic pot ser poc informatiu i la DB pot permetre

una estimacié més acurada de la dosi.

Les AC sén el biomarcador més sensible i més ampliament utilitzat per
estimar la dosi d’una exposicié a RI. A més, I'analisi de les AC ha servit per
avaluar altres aspectes molt importants en radiobiologia, com soén: els
mecanismes de produccié del dany genétic, els mecanismes cel-lulars de
resposta al dany induit, I'eficacia bioldgica relativa i la susceptibilitat

interindividual a les RI.

1.3.1. Formacid i tipus d’alteracions cromosomiques

Quan diversos DSBs coexisteixen en I'espai i en el temps la seva reparacid
pot restituir els cromosomes originals, pero si la reparacid es realitza de

manera erronia o no es realitza, pot donar lloc a la formacié d’AC (Figura 11).
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Les AC es poden classificar de diverses formes. Segons si I'alteracié afecta a
una o a les dues cromatides del cromosoma, sera de tipus cromatidic o de
tipus cromosomic respectivament. A més, les alteracions de tipus
cromosomic, es poden classificar en intracromosomiques, quan impliquen
un sol cromosoma, com ho sén les delecions, inversions i cromosomes en
anell (Figura 11 a i b), o intercromosomiques, quan impliquen dos o més
cromosomes, com ho sén les translocacions, insercions i els cromosomes

dicentrics (Figura 11c).

Una altre manera de classificar les alteracions cromosomiques és segons el
numero minim de trencaments necessaris per a la seva formacid. En aquest
sentit es poden classificar en alteracions simples, quan es formen per dos
trencaments en un o dos cromosomes, i en alteracions complexes quan
requereixen tres o més trencaments en dos o més cromosomes. Malgrat que
amb tincié uniforme es poden detectar algunes alteracions complexes, com
per exemple els cromosomes amb tres centromers (tricéntrics), moltes
alteracions simples i complexes passen desapercebudes. Per detectar una
major varietat d’alteracions complexes cal aplicar técniques d’hibridacié in-

situ fluorescent (FISH).

Les AC també es poden classificar segons el seu comportament en la
segregacid cromosomica, distingint-se entre alteracions inestables o
estables. Les primeres donen problemes de segregacié durant la mitosi i
inclouen els cromosomes dicéntrics, els cromosomes en anell i els fragments
acentrics. Aquestes alteracions son facilment identificables amb tincié
uniforme i sén les que s’utilitzen en DB en casos d’exposicions recents i
agudes. Les alteracions estables no donen problemes de segregacié durant la
mitosi i es mantenen durant successives divisions cel-lulars, podent-se
detectar temps després de I'exposici6 a la RIl. Entre les alteracions

considerades estables hi ha les translocacions, les inversions i les insercions.
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Les translocacions reciproques es poden detectar amb técniques de FISH, i es

consideren un bon biomarcador d’exposicions croniques o passades.

Per ultim, si tots els extrems trencats es reuneixen, les AC s’anomenen
alteracions completes. En canvi, quan un o més extrems d’un DSB no es

reuneixen, les AC s’Tanomenen incompletes.

a b C
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Figura 11. Alteracions cromosomiques que es poden detectar amb tincié
uniforme. a: cromosoma no reparat. b: a la part superior, formacié d’un
cromosoma en anell céntric i a la part inferior, formacié d’un cromosoma en
anell acentric. c: formacié de cromosomes dicentrics.

1.3.2. Elaboracio de corbes dosi-efecte

Convencionalment, I'analisi de les AC radio-induides es realitza en metafases
de primera divisié mitotica de limfocits de sang periféerica. Durant molts anys,
el recompte de cromosomes dicéntrics ha estat el metode més utilitzat i
encara ara, és el métode més fiable, ja que la seva freqiiencia basal en
individus és molt baixa, de 1-2 cromosomes dicéntrics cada 1.000 cel-lules, i

mostren una bona relacié dosi-resposta (IAEA 2011).
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Per radiacions de baixa LET i per dosis de fins a 5Gy, la relacié dosi-efecte per
als cromosomes dicéntrics s’ajusta un model lineal- quadratic (equacié 2)

(Lea & Catheside 1942):
(2) Y C+aD+ pBD?

On, Y és la freqliencia de dicentrics esperada després d’una exposicié a una
dosi D, C és el coeficient que representa la freqliencia basal de dicéentrics, i a

i B els coeficients lineal i quadratic respectivament.

Els valors C, a i B s’obtenen de I'ajust a la funcié lineal-quadratica de les
freqUéncies de dicentrics observades després d’irradiar limfocits de sang

periférica a diferents dosis.

La freqUéncia de dicentrics també depén de la taxa de dosi i de la LET de la
radiacio (Natajaran & Obe 1983). Tal i com ja s’ha indicat, per formar un
cromosoma dicéntric sén necessaris com a minim dos trencaments en dos
cromosomes. Per radiacions de baixa LET, els dos trencaments poden estar
produits per una o dues trajectories de radiacid. Els dicentrics formats per
una trajectoria estarien representats pel component lineal aD de la funcid,
mentre que els dicéntrics formats per dues trajectories estarien representats

pel component quadratic BD’.

Per les radiacions de baixa LET, a mesura que disminueix la taxa de dosi, el
coeficient B tendeix a desapareixer. Per les radiacions d’alta LET predomina
el component lineal aD, ja que una trajectoria és capac¢ de produir els dos
trencaments, i el coeficient B tendeix a zero. Aixi, per les radiacions d’alta
LET, la relacié entre la dosi i la freqliencia de dicéntrics esdevé una funcid

lineal (equaci6 3) (Figura 12) (Preston 1990).

(3) Y C+aD
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Figura 12. Representacié de les corbes dosi-efecte per alta i baixa LET. Figura
adaptada de IAEA (2011).

L'estimacié de la dosi rebuda mitjancant DB es basa en interpolar la
freqUéncia de dicéntrics observada en un individu a una corba de calibracio
dosi-efecte préviament establerta en el laboratori (Figura 12). Una estimacid
de la dosi requereix, per tant, que I'analisi de la mostra problema es realitzi
amb els mateixos criteris que els emprats en I'elaboracié de la corba dosi-
efecte. Per aix0, cada laboratori de DB ha d’elaborar les seves propies corbes

de calibracié.

Després d’una exposicid homogenia a raigs X o raigs y, la distribucié dels
cromosomes dicéntrics per cel-lula s’ajusta a una distribucié de Poisson, on la
varianca és igual a la mitjana. En canvi, per les radiacions d’alta LET s’observa
una sobredispersid, essent la varianca (0°) més gran que la mitjana (y).
Aguesta sobredispersiéo també s’observa en casos d’exposicio no homogénia

a radiacions de baixa LET.
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Per tal d’avaluar si la distribucié de dicéntrics s’ajusta a una distribucié de
Poisson es fa servir el test U (equacié 4) , on U és la unitat normalitzada de
I'index de dispersié (6°/y) que en la distribucié de Poisson és 1. Si els valors
de la U estan compresos en " interval £1.96 es considera que la distribucié
s’ajusta a una Poisson amb un nivell de confianca de a=0.05 (Rao 1965;

Savage 1996).

N-1

(4) ot N-1
G R v v

On N és el numero de cel-lules analitzades i x el nUmero de dicentrics.
1.3.3. Estimacio6 de la dosi

1.3.3.1.  En casos d’exposicié homogénia

Per tal d’estimar la dosi, cal resoldre I'’equacié 2. No obstant, en I'estimacio
de la dosi existeixen incerteses que es poden expressar com a interval de
confianga del 95% i que provenen tant de I’error de mostreig com de I'error
de la corba. L'error de mostreig assumeix que la distribucié de dicéntrics per
cél-lula s’ajusta a una Poisson (Edwards et al. 1979), mentre que l'error de la

corba s’ajusta a una distribucié normal.

Per tenir en compte aquests dos errors, la soluci6 més senzilla és la
proposada per Merkle (1983). Les dosis D, i Dy (limit inferior i limit superior
respectivament, de l'interval de confianga del 95%) s’obtenen a partir de la
interseccié entre Y, i Yy (limit inferior i superior de I'interval de confianga de
la freqUéncia de dicéntrics) amb l'interval superior i inferior de la corba

(Figura 13).
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Figura 13. Representacio de |'estimacid de la dosi (D) i del seu
interval de confianga (D, i Dy). Figura adaptada de IAEA (2011).

1.3.3.2.  En casos d’exposicié parcial

Hi ha casos on I'exposicido només afecta a una part del cos (irradiacio parcial)
i d’altres en que diferents parts del cos han estat exposades a diferents dosis
(irradiacid heterogénia). En aquests casos s’observa que la distribucié de
dicentrics per cel-lula es desvia de la Poisson mostrant una sobredispersié
(valors de U superiors a 1.96). En aquest sentit, s’han proposat dos metodes
per a estimar la dosi rebuda. El primer métode es coneix com a metode de la
Poisson contaminada (Dolphin 1969) (equacidé 5). Aquest métode considera
que les cel-lules sense dicéntrics provenen de dues poblacions cel-lulars, la
poblacié de cél-lules no irradiades i les cel-lules sense dicéntrics de la
poblacié irradiada. Amb aquest métode, la freqliencia de dicéntrics de la

fraccid irradiada es determina resolvent per iteracié la segilient equacié:
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Y. X
1—e> N-n,

(5)

On Y; és la frequencia de dicentrics de la fraccié irradiada, e’ representa el
numero de ceél-lules sense dicéntrics de la fraccid irradiada, X és el nUmero
total de dicentrics observats, N el nimero total de cél-lules analitzades i n, és

el nimero de cél-lules sense cromosomes dicéntrics.

El segon metode, proposat per Sasaki i Miyata (1968) i anomenat métode
Qdr, segueix la mateixa aproximacid que el meétode de la Poisson
contaminada, pero a més dels dicéntrics, també té en compte els

cromosomes en anell i els fragments acentrics.

Aquests métodes permeten calcular la dosi rebuda per la part irradiada en
casos d’exposicions parcials, perd no permeten un calcul eficient en casos
d’exposicions heterogénies. Recentment s’ha proposat un nou metode que
es basa en la mixtura de Poissons. Aquest métode permet una acurada
estimacid de la dosi rebuda per la part o parts irradiades tant en casos

d’exposicions parcials com heterogénies (Pujol et al. 2016).

1.3.4. Limitacions de la dosimetria biologica

El recompte de cromosomes dicéntrics per estimar la dosi d’una exposicid, és
sens dubte el millor meétode per exposicions recents i agudes fins a 5 Gy. No
obstant, l'analisi de dicéntrics presenta certes limitacions, d’aqui la
necessitat d’altres metodes per ser utilitzats en DB. Entre d’altres, I'analisi de
translocacions mitjancant tecniques de FISH, el de micronuclis (CBMN), el de
foci d’ histona y-H2AX, o I'analisi d’AC en cél-lules en interfase mitjancant la

técnica de condensacié prematura de cromosomes (PCC) (Figura 14).
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Figura 14. Esquema dels diferents assajos per dosimetria biologica. Modificat de IAEA
(2011).

Els cromosomes dicéntrics sén mitoticament inestables i les cél-lules
portadores tendeixen a desapareixer a mesura que passa el temps post-
irradiacié. Per tant, al estimar la dosi d’'una exposicié passada a partir del
recompte de dicéntrics es tendeix a infravalorar la dosi. En aquests casos,
I'analisi de les translocacions reciproques és la millor alternativa. Aquestes
alteracions s’indueixen a una freqliencia similar a la dels cromosomes
dicentrics perd al ser mitoticament estables, la seva freqliiéncia es manté
relativament constant al llarg del anys (Bauchinger & Schmid 1998; Lindholm
et al. 2002). A partir dels anys 90, i gracies a la introduccid de les técniques
de FISH, I'analisi de translocacions ha donat lloc a la DB retrospectiva, que
permet estimar dosis d’exposicions accidentals anys després de les mateixes
(Sevan’kaev et al. 2000; Rodriguez et al. 2009). Les corbes dosi-efecte per
translocacions també segueixen el model lineal quadratic. No obstant, s’ha

observat que la freqiieéncia basal de les translocacions és superior a la dels
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cromosomes dicentrics i augmenta amb |'edat (Sigurdson et al. 2008), la qual
cosa fa que el limit inferior de deteccié de sobreexposicid sigui superior al de

dicéntrics (IAEA, 2011).

Una altre limitacié de I’analisi de dicéntrics és el temps requerit per I’analisi.
Per estimar la dosi d’una mostra problema cal fer el recompte de dicentrics
en 500 cél-lules amb un minim de 46 centromers, i a més s’ha d’avaluar si
cada dicéntric va acompanyat del corresponent fragment acentric, el que pot
requerir de dos a quatre dies d’analisi al microscopi. Una técnica que
requereix menys temps, és I’analisi dels micronuclis (MN) en cel-lules amb la
citocinesi bloquejada (assaig CBMN), que sén més facilment analitzables
(Fenech & Morley 1985, Fenech 2000). Tanmateix la freqiieéncia basal de MN
és més variable que la de dicentrics, 2-36 MN per cada 1.000 ceél-lules
(Antunes et al. 2014), i per tant el limit inferior de deteccid de dosi és
superior. Aixi mateix s’ha descrit que amb I'assaig de CBMN |’estimacio de la
dosi no és tant acurada com en l'analisi de cromosomes dicéntrics o
translocacions (Ainsbury et al. 2011). Les corbes dosi-efecte mitjancant
I'assaig CBMN s’ajusten al model lineal quadratic i en totes elles s’observa
una sobredispersié de la distribucié de MN per cel-lula. Aixo fa que si
apliqguem [I'analisi de la distribuci6 de Poisson com a marcador
d’homogeneitat, I'analisi de MN no permet distingir entre exposicions

homogenies i no homogenies (Antunes et al. 2014; Rastkhah et al. 2015).

Tant I'analisi de cromosomes dicéntrics com el de MN requereixen d’un
minim de 48 hores ja que les cel-lules s’han de cultivar. Aquesta limitacié no
la presenta l'analisi de foci de la histona H2AX fosforilada (y-H2AX)
(Rothkamm & Loébrich 2003). Quan es produeix un trencament de doble
cadena en el DNA, en pocs minuts es fosforila la histona H2AX. La fosforilacié
de la histona es pot detectar per immunofluorescencia i es util per detectar

exposicions durant les primeres 24 hores post-irradiacid. S’ha descrit que el
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numero de foci d’y-H2AX induits per Rl augmenta linealment amb la dosi de
radiacid i s’ha posicionat com un potencial marcador per a realitzar un
triatge rapid en cas d’accident, sempre i quan es puguin obtenir mostres en
les primeres 24 hores (Roch-Lefevre et al. 2010; Moquet et al. 2014). Passat
aquest temps l'analisi de foci no és apte per a estimar la dosi, el que

compromet seriosament el seu us en la majoria de casos de DB.

Tant I'analisi de dicéntrics com el de translocacions, MN o foci presenten una
altre limitacio. A dosis elevades (superiors a 5-6 Gy) es molt dificil obtenir
cel-lules analitzables i per tant, per exposicions a dosis elevades cal trobar
altres biomarcadors. Amb aquest fi, en els darrers anys, s’han desenvolupat
dues estrategies principals. La primera és I'Us de cafeina per permetre que
cél-lules amb molt dany en el DNA progressin de G2 a M, el que permet
analitzar dicentrics a dosis superiors a 6 Gy. La segona és la condensacié
prematura de cromosomes, PCC, que permet analitzar el dany cromosomic

en cel-lules interfasiques.

1.4. Condensacid prematura de cromosomes

Com s’ha explicat anteriorment, el cicle cel-lular presenta diferents punts de
control que impedeixen que les cél-lules molt danyades progressin (Niida &
Nakanishi 2006). Aixo provoca que les cél-lules irradiades mostrin un retard
mitotic i una major dificultat o fins i tot una impossibilitat per arribar a
metafase (Wu et al. 2001). Aquesta seleccié negativa de les cél-lules
danyades implica que després d’una irradiacioé a una dosi elevada (>5-6 Gy),
el nombre de cél-lules que arriben a metafase sigui insuficient per a una

estimacio acurada de la dosi (Waselenko et al. 2004).

Aguesta limitacid ha conduit a la recerca de noves técniques que condensin

prematurament el material genetic, permetent analitzar el dany cromosomic
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en cel-lules en interfase, sense la necessitat de que arribin a metafase. Les
tecniques de PCC condensen els cromosomes de les cel-lules en interfase i
sén una eina prometedora per I'estimacid acurada en casos d’exposicions a
dosis elevades de RIl. Aquesta metodologia també permet profunditzar en el
coneixement sobre els mecanismes de produccid de dany genetic i la

resposta cel-lular.

Existeixen dues estratégies per induir la PCC. Per una banda, la fusié cel-lular
(Rao & Johnson 1970), que consisteix en induir la fusié de limfocits de sang
periférica amb cél-lules mitotiques d’ovari de hamster xinés (CHO) (Pantelias
& Maillie 1983). L’'aplicacié d’aquesta estrategia a la DB, proposa I'analisi de
peces cromosomiques extra, cromosomes dicéntrics i cromosomes en anell,
depenent de la técnica de tincid utilitzada (Pantelias & Maillie 1983; Darroudi

et al. 1998; Karachristou et al. 2015).

Per altre banda, es pot induir quimicament la condensacié de la cromatina
utilitzant reactius com la caliculina-A o l'acid ocadaic (Gotoh & Asakawa
1996; Prasanna et al. 2000; Gotoh & Durante 2006) (Figura 15). La
condensacié quimica de cromosomes és tecnicament més facil i permet
obtenir un major numero de cel-lules analitzables en comparacié amb la
condensacid per fusid cel-lular. Cal indicar pero, que la condensacidé quimica
requereix del cultiu dels limfocits, mentre que la condensacié per fusié es

pot fer en limfocits no estimulats.
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PP1/PP2A
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CDC25 E— CDC25
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Condensacic cromosomica
-3 | Trencament de I'envolta nuclear
Formacio del fus mitotic

Desfosforilacid & S

Figura 15. Esquema del mode d’accio de la caliculina-A o I'acid ocadaic. La caliculina-
A i I’'acid ocadaic sén inhibidors especifics de les proteines serina/treonina fosfatases
tipus 1 i tipus 2A (PP1i PP2A) que provoquen |'activacié de la proteina CDC25.

El complex ciclina B/CDC2, conegut com a factor promotor de la mitosis (MPF) és
una proteina cinasa que promou esdeveniments mitotics com la condensacié dels
cromosomes. L'activacié del MPF és degut a una desfosforilacié mediada per la
forma activa de la CDC25. L'acid ocadaic o la caliculina-A inhibeixen les proteines
PP1 i PP2A donant com a resultat I'activacié de la CDC25 i aquesta I'activacid del
MPF que promou la condensacié prematura dels cromosomes. Adaptat de Gotoh &
Durante (2006).

Els cromosomes prematurament condensats presenten unes caracteristiques
diferents segons la fase del cicle cel-lular en la que es produeix la
condensacid. En cel-lules en G1, els cromosomes presenten una sola
cromatide, mentre que durant la replicacid, a la fase S, s’observa una
cromatina difosa. De les cél-lules interfasiques, les que es troben en G2 sén
les que mostren cromosomes amb una morfologia més adequada per a
I'analisi citogenetica. Els cromosomes prematurament condensats en G2 sén
similars als cromosomes metafasics perd no mostren la constriccid
centromerica. Per tant, la quantificacié del dany mitjancant PCC no es pot
basar en |’analisi de cromosomes dicentrics. Per aquesta rad, s’ha proposat
I'analisi de diversos biomarcadors com sdn els cromosomes en anell (PCC-R)
(Gotoh & Asakawa 1996), les peces cromosomiques extra (Balakrishnan et al.

2010), I'ds combinat del nimero de peces cromosomiques i I'index de
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cél-lules en G2 (Durante et al. 1998), la ratio entre la pega cromosomica més
llarga i la més curta (Gotoh & Tanno 2005), i també I'analisi de les AC tipus

intercanvi mitjangant tecniques de FISH (Prasanna et al. 2000).

Els estudis utilitzant la técnica de PCC, s’han mostrat utils per poder
guantificar I'efecte de les Rl després de dosis d’exposicid de fins a 20-30 Gy
(Gotoh & Durante 2006). En pacients sotmesos a radioterapia, la técnica PCC
combinada amb técniques de FISH a mostrat una bona correlacié entre la
freqUéncia d’AC i el volum del cos irradiat (Lee et al. 2011). Pel que fa a
I’establiment de corbes dosi-efecte, I'analisi de la freqliencia de cromosomes
en anell s’ha pogut realitzar fins a dosis de 20 Gy de radiacions de baixa LET,
indicant la seva idoneitat per a estimar la dosi rebuda en exposicions a més

de 5 Gy (Kanda et al. 1999).

Cal destacar que les corbes dosi-efecte amb PCC publicades fins ara han estat
realitzades amb molt pocs punts de dosis (4-5) i mostren discrepancies en els
coeficients a obtinguts (Lamadrid et al. 2007, 2011; Lindholm et al. 2009;
Balakrishnan et al. 2010; Romero et al. 2013). Aquestes discrepancies
indiquen que per validar la PCC per a la seva utilitzacié en DB, es requereix
de I'establiment de corbes dosi-efecte amb un minim de 10 punts de dosi, tal

i com recomana la IAEA (IAEA 2011).

Malgrat les limitacions descrites de les corbes publicades fins ara, la PCC s’ha
utilitzat amb éxit per estimar dosis d’exposicid en casos d’accidents, com és
el cas de I'accident de Tokai-mura. Al setembre de 1999, tres treballadors es
van veure severament exposats a neutrons i raigs y. El baix nombre de
limfocits presents en la sang, indicava que la dosi d’exposicid total a la que
havien estat exposats era molt alta. Mitjancant I'analisi de cromosomes en
anell es va poder estimar la dosi rebuda 53 hores després de la recollida de la

primera mostra de sang (62 hores després de I|’exposicid). Les dosis
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estimades en els tres individus van ser de >20 Gy, 7.4 (6.5-8.2) Gy i 2.3 (1.8-
2.8) Gy (Hayata et al. 2001).



2. OBJECTIUS






OBIJECTIUS

L'objectiu d’aquesta tesi doctoral, és avaluar la utilitat de la técnica de
condensacié prematura de cromosomes per al seu Us en dosimetria biologica
per dosis altes de raigs y i particules a.

L'objectiu general es concreta en els objectius seglients:

1.

Avaluar les diferents morfologies cromosomiques que s’observen
mitjangant la técnica de PCC i analitzar la seva proporcié en relacié a
la dosi.

Determinar els tipus d’alteracions cromosomiques detectables i
analitzar la seva relacié amb la dosi.

Elaborar les corbes dosi-efecte pels diferents tipus d’alteracions
cromosomiques.

Per a raigs y, validar la técnica de PCC simulant casos d’irradiacio
parcial.

Determinar quin seria el biomarcador més adient per a realitzar
estudis de dosimetria biologica amb PCC.
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En el cas que un individu s’exposi a una dosi elevada de RI, I'estimacid
acurada de la dosi rebuda és molt important per predir els possibles efectes
clinics, i pot ajudar a establir el tractament més adequat. Després d’una
exposicié a una dosi elevada de Rl, apareixen una série de simptomes que
s’engloben dins 'anomenada sindrome d’irradiacié aguda. La manifestacié
clinica d’aquesta sindrome pot incloure alteracions cutanies, com eritemes;
hematopoétiques, com anemia aplastica; gastrointestinals, com nausees i
vomits; i en alguns casos, cerebrovasculars, com pot ser el mareig i fins i tot
la pérdua de consciéncia. El tractament variara segons els simptomes que es
presentin, la dosi rebuda i I'escenari de I'exposicié. Si la persona exposada
presenta afectacié6 hematopoeética, el tractament a curt termini amb
antibiotics i citocines és apropiat quan la dosi d’exposicio és inferior a 3 Gy
(Anno et al. 2003). Una terapia prolongada amb citocines, amb transfusié de
sang i fins i tot amb transplantament de cel-lules mare és el tractament que
es proposa quan la dosi d’exposicié és més alta (> 7 Gy) (Waselenko et al.

2011).

En el cas d’'un escenari amb un nombre elevat de persones possiblement
exposades a RI, és essencial una resposta rapida dels laboratoris
especialitzats en DB, pero les capacitats d’un sol laboratori poden quedar
limitades. Actualment, laboratoris de DB de diversos paisos estan establint
xarxes de suport mutu per coordinar-se i per donar una resposta rapida i
organitzada en aquestes possibles situacions. L'estimacié de |'exposicié a Rl
mitjangant el recompte de cromosomes dicéntrics és el metode majoritari en
els laboratoris de DB, i també el que esta més ampliament harmonitzat
(Romm et al. 2013, 2014, 2016; Oestreicher et al. 2016). Tot i aixi, quan les
dosi d’exposicid séon molt elevades (>5 Gy), I'analisi de dicéntrics pot
esdevenir poc util. Una de les poques metodologies amb possibilitats reals

d’utilitzacié en aquests casos és la PCC. No obstant, a dia d’avui, s’han
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publicat poques corbes dosi-efecte amb PCC, i aquestes presenten
variabilitat en els criteris d’analisis aixi com en la metodologia. Entre les
corbes publicades n’hi ha tant per radiacions de baixa LET (Lamadrid et al.
2007; Lindholm et al. 2009; Balakrishnan et al. 2010) com per radiacions
d’alta LET (Lamadrid et al. 2007, 2011; Wang et al. 2007; Lee et al. 2011).

4.1. Cel-lules amb diferents tipus de morfologies
cromosomiques observades amb la técnica de PCC

Amb la técnica utilitzada en la present tesi per induir la PCC (caliculina-A
combinada amb colcemid), es van observar cél-lules amb tres tipus de
morfologies cromosomiques, G2/M-PCC, M i M/A-PCC, atribuibles a diferents
moments del cicle cel-lular. Es van classificar com a cél-lules en metafase (M)
aquelles en les que tots els cromosomes presentaven les dues cromatides
alineades i la constriccié6 centromérica. Les célllules en les que els
cromosomes presentaven les dues cromatides alineades perd sense la
constriccidé centromerica es van classificar com a G2/M-PCC, i es considera
que es troben en la fase G2 del cicle cel-lular. Aquesta nomenclatura deriva
de la descrita per Rao & Johnson (1970), que van realitzar la técnica de PCC
mitjangant fusio cel-lular i observaven cél-lules heterofasiques induides per la
fusio de cel-lules en interfase i cél-lules en mitosis (G2/M-PCC), i és la
nomenclatura que utilitza la majoria d’autors que apliquen la técnica de PCC
induida quimicament. Per ultim, aquelles cél-lules en les que els cromosomes
mostraven les dues cromatides separades o desalineades es van descriure
com a M/A-PCC d’acord amb el descrit per Kanda et al. (1999). Per a aquesta
morfologia cel-lular existeix certa confusié tant per la nomenclatura com pel
moment del cicle cel-lular que se li atribueix; alguns autors han suggerit que
son cél-lules en fase M tardana (Lamadrid et al. 2007), i altres cél-lules en

anafase (Romero et al. 2013; IAEA 2011).
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Els dos treballs inclosos en aquesta tesi, sén els primers que analitzen la
variacié de la proporcid de célllules amb les diferents morfologies
cromosomiques en relacié a la dosi. En limfocits no irradiats, aplicant la
técnica de PCC combinada amb colcemid, la majoria de les cél-lules es
trobaven en fase M. Independentment del tipus de radiacio, raigs y o
particules a. De manera general, a mesura que augmentava la dosi
d’exposicié, es va observar una clara reduccié de les cel-lules en M i un
augment de les cel-lules en G2/M-PCC (Figura 16). Després de la irradiacid
amb raigs y, la proporcié de cel-lules en M que a 0 Gy representaven el 47%,
va disminuir fins al 3.4% a 3 Gy. Després de I'exposicié amb particules a, tal i
com era d’esperar, la reduccié de les cel-lules capaces d’arribar a metafase
va ser més acusada, doncs la seva proporcié va disminuir del 87% a 0 Gy al
0.6% a 2.5 Gy. Licke-Hugle et al. (1983) i Ritter et al. (2002) ja havien descrit
una major eficacia de les particules a, respecte les radiacions de baixa LET,
en reduir I'index mitotic. La reduccié de I'index mitotic s’ha relacionat amb la
preséncia d’alteracions complexes (Testard et al. 1997; George et al. 2001) i
s’ha descrit que la proporciéd de cél-lules altament danyades i amb AC
complexes és major quan aquestes s’exposen a radiacions d’alta LET (George
et al. 2003). Les AC complexes, tot i que també s’indueixen a partir de dosis
de 2-3 Gy de Rl de baixa LET (Barquinero et al. 1999; Rodriguez et al. 2009),
s’han descrit com a alteracions caracteristiques d’irradiacions amb particules
o (Griffin et al. 1995; Anderson et al. 2000). Després de |'exposicié a
particules a, les AC complexes apareixen a dosis baixes i la seva proporcio és
relativament constant amb la dosi (Barquinero et al. 2004; Mestres et al.
2004). Es per aixd que s’ha proposat a les insercions, un tipus d’AC que no
causa problemes durant la segregacidé cromosomica en la mitosis, com un

biomarcador d’exposicions passades a particules a (Anderson et al. 2000).
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La cél-lules M/A-PCC només es van observar en I'estudi realitzat amb raigs vy,
i la seva freqliéncia es va mostrar relativament constant al llarg de totes les
dosis, amb una mitjana de 0.23+0.04 (Figura 16). Kanda et al. (2004),
utilitzant acid ocadaic per induir la PCC, també van descriure que la
proporcié de cél-lules M/A-PCC era constant a les dosis analitzades (5, 10 i 20
Gy de raigs X), essent d’unes tres vegades superior a la observada en el

treball 1.

La proporcid relativament constant de cél-lules M/A-PCC a totes les dosi de
raigs y, i la seva absencia en I'estudi amb particules a, suggereix que la seva
presencia podria ser deguda a la metodologia emprada per a l'obtencié de
cromosomes en interfase. En I'estudi amb raigs y, es va irradiar sang total i
posteriorment els limfocits es van cultivar en suspensid. En canvi, en I'estudi
amb particules o, primer es van aillar i estimular els limfocits per tal
d’aconseguir la seva adhesié a una lamina de politereftalat d’etile (Mylar) i

posteriorment es van irradiar i cultivar.
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Figura 16. Proporcio de cel-lules G2/M (a dalt) i cél-lules en M (al mig) per a radiacid
amb raigs y i radiacié amb particules a. Proporcio de cél-lules M/A-PCC (a baix) per

raigsy.
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4.2. Freqliencia d’alteracions cromosomiques en les
cel-lules amb diferents morfologies

La tecnica de PCC amb caliculina-A i colcemid i utilitzant tincid uniforme,
permet detectar tres tipus d’AC. Els cromosomes en anell, que es poden
observar en els tres tipus de morfologies cromosomiques, els fragments
cromosomics extra, que son facilment analitzables en les cél-lules en M i
G2/M-PCC, i els cromosomes dicentrics, que sén observables en M. Els
fragments cromosomics extra també podrien ser valorats en les céel-lules
M/A-PCC, pero s’haurien de comptar els que excedeixen de les 92 peces
cromosomiques (Balakrishnan et al. 2010), requerint pel seu analisi una alta

inversid de temps, el que limita la seva utilitat en DB.

4.2.1. Cromosomes en anell

Tant amb raigs y com amb particules a, la freqiiéncia de cromosomes en
anell va incrementar amb la dosi d’irradiacié (Figura 17). Amb raigs y i
utilitzant la mateixa tecnica per induir la PCC que en la present tesi, Lamadrid
et al. (2007) van observar unes freqliencies de cromosomes en anell en el
total de cél-lules molt similars a les observades en el treball 1. Aquests
mateixos autors, irradiant amb neutrons de 0.49 MeV van observar una
saturacid de la freqiiencia dels cromosomes en anell a partir de 4.9 Gy

(Lamadrid et al. 2011).

En el nostre estudi, irradiant amb particules a aquesta saturacié no s’ha
observat, probablement degut a que la dosi maxima d’exposicié a particules
o va ser de 2.5 Gy. Aquest fenomen de saturacié tampoc s’ha detectat en el
treball 1 irradiant fins a la dosi de 20 Gy, ni en cap treball realitzat amb raigs
v (Lamadrid et al. 2007; Lindholm et al. 2009; Balakrishnan et al. 2010;

Romero et al. 2013).
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Figura 17. Freqliéncia de cromosomes en anell en les cél-lules G2/M (a dalt) i en les
cél-lules en M (a baix) per a radiacid amb raigs y i radiacié amb particules a.

La freqiiéncia de cromosomes en anell observada en el treball 1 va ser molt
superior en les cel-lules M/A-PCC que en les G2/M-PCC, resultat no esperat si
es considera que les cél-lules M/A-PCC es troben en metafase tardana o
anafase. Aquest fet suggereix que les cél-lules anomenades M/A-PCC podrien
estar en realitat en un estadi del cicle cel-lular anterior a la mitosi i no
posterior com s’havia postulat (Lamadrid et al. 2007; Romero et al. 2013). En
el suposit que fossin cel-lules en un estadi posterior a M, esperariem una

freqUiéncia similar de cromosomes en anell a I'observada en les cél-lules en
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M. Kanda et al. (2004) no van observar diferéncies significatives en la
freqiiéncia de cromosomes en anell entre les cél-lules G2/M-PCC i les M/A-
PCC, i aquesta freqliéncia a més és similar a la de les cél-lules M/A-PCC del
treball 1 de la present tesi. Cal indicar que Kanda et al. (2004), emprant acid
ocadaic per la induccié de la PCC, van observar que la proporcié de cel-lules
M/A-PCC era del 70% i la de cél-lules G2/M-PCC era del 30%, proporcions
inverses a les observades en el treball 1 de la present tesi. Aquest fet reforca
la idea que la metodologia emprada per la induccié de la PCC podria influir
en la proporcié de les diferents morfologies cel-lulars observades, i per tant

en la freqliencia de les AC.

El fet que la freqliéncia observada de cromosomes en anell en cél-lules M/A-
PCC hagi estat superior a la observada en les cél-lules G2/M-PCC, indicaria
gue aquestes cel-lules es troben en la fase G2 del cicle cel-lular, perdo amb les
cromatides desalineades. La major freqliencia de cromosomes en anell
podria ser deguda a la major facilitat de deteccié d’aquests en cromosomes
amb una sola cromatide, sobretot quan els anells son molt petits. Si fos aixi,
aquestes cel-lules no haurien superat el punt de control de G2 a M, i
proposem referir-se a elles com a cél-lules G2 desalineades o G2/D-PCC, i a

les cel-lules en G2 com a G2-PCC.

Pel que fa a la freqiiéncia de cromosomes en anell en les cél-lules en M, i per
ambos tipus de radiacid, el baix nombre de cél-lules observades a altes dosis i
el baix nombre de cromosomes en anell observats, impedeix avaluar
correctament la seva freqiiencia, sobretot en el treball 1, on I'error de la
freqiéncia és molt gran. En el treball 2, realitzat amb particules a, a partir de
1 Gy no es van observar cromosomes en anell (figura 17). Després de
I’exposicié de limfocits de sang periferica a particules a, Schmid et al. (1996)
amb tincié uniforme i Barquinero et al. (2004) utilitzant tecniques de FISH

també van observar una freqiiencia baixa de cromosomes en anell.
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4.2.2. Fragments cromosomics extra

A totes les dosis i per ambdds tipus de radiacions, la freqiéencia de fragments
cromosomics extra en cél-lules G2/M-PCC va ser superior a la de les ceél-lules
en M (Figura 18). Aix0 podria ser degut a la seleccié negativa en el punt de
control de G2/M de les ceél-lules portadores d’AC incomplertes (Rodriguez et
al. 2009). Gotoh & Tanno (2005) utilitzant també la técnica de PCC en
limfocits irradiats a dosis altes de raigs y, van descriure freqliéencies de
fragments cromosomics extra en les ceél-lules en G2/M-PCC similars a les

observades en el present estudi amb raigs y.

Per ambdds tipus de radiacions, la freqliencia de fragments cromosomics
extra, tant en cél-lules G2/M-PCC com en cél-lules M, va ser molt superior a
la freqliéncia de cromosomes en anell, i també va mostrar una clara relacid
dosi-efecte. La diferéncia entre les freqliencies de fragments cromosomics
extra i de cromosomes en anell va ser més acusada per particules a que per
raigs y. Irradiant amb raigs y, s’ha descrit que la freqiiencia de fragments
cromosomics extra en el total de cel-lules és unes 10 vegades superior a la

freqUéncia de cromosomes en anell (Balakrishnan et al. 2010).
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Figura 18. Freqiiéncia de fragments cromosomics extra en cél-lules G2/M (a dalt) i en
ceél-lules en M (a baix) per a radiacié amb raigs y i radiacié amb particules a.

Cromosomes dicéentrics

En I'estudi amb raigs vy, la freqliéncia de dicéntrics va mostrar un maxim a la
dosi de 15 Gy (Figura 19). Fenomens de saturacié de la freqiiéncia dels
cromosomes dicentrics a altes dosis de Rl ja han estat descrits anteriorment
(Hayata et al. 2001; Sasaki 2003; Wojcik 2004; Yao et al. 2010; Vinnikov et al.
2013; Pujol et al. 2014). Aquesta limitacié en la formacié de cromosomes
dicentrics a altes dosis, s’explica pel nombre de centromers disponible en les

cél-lules (Norman & Sasaki 1966).
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En el treball 2, la freqliencia de dicentrics a les dosis de fins a 1 Gy (Figura 19)
va ser similar a les descrites anteriorment utilitzant la mateixa font i
metodologia d’irradiacid, pero amb la técnica de cultiu convencional (Schmid

et al. 1996; Barquinero et al. 2004; Schmid & Roos 2009).
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Figura 19. Freqiiencia de cromosomes dicentrics presents en cél-lules en M per
ambdds tipus de radiacié. A dalt de 0 a 3 Gy, i a baix de 0 a 20 Gy.
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4.3. Corbes dosi-efecte per les diferents alteracions
cromosomiques

4.3.1. Cromosomes en anell

Per a raigs y, es van establir corbes dosi-efecte per als cromosomes en anell
en cél-lules en G2/M-PCC, en M/A-PCCi en el total de cél-lules. Els coeficients
o obtinguts per les corbes en cél-lules G2/M-PCC i pel total de cél-lules no
van mostrar diferéncies significatives, perd ambdds van ser significativament

inferiors al coeficient de la corba obtingut en cel-lules en M/A-PCC (Taula 2).

Per radiacions de baixa LET i utilitzant la PCC, a data d’avui, s’"han publicat
quatre corbes dosi-efecte de cromosomes en anell en el total de cél-lules,
dues amb acid ocadaic (Balakrishnan et al. 2010; Lindholm et al. 2009) i dues
combinant caliculina-A i colcemid (Lamadrid et al. 2007; Romero et al. 2013).
A la taula 2 es poden observar els coeficients lineals d’aquestes corbes i els

del nostre treball.

El valor del coeficient a obtingut per Lamadrid et al. (2007) utilitzant
caliculina-A i colcemid és bastant similar a I'observat en el treball 1. Els
coeficients a de les corbes dosi-efecte obtingudes amb acid ocadaic també
van similars entre ells, pero unes dues vegades majors que els obtinguts
utilitzant caliculina-A i colcemid. Romero et al. (2013) pero, emprant la
mateixa metodologia que Lamadrid et al. (2007), van obtenir un coeficient a

més proxim als obtinguts emprant acid ocadaic.
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Tipus, font i Técnica de Morfologia | Coeficient
Autors Dosis (Gy)
taxa de dosi PCC cel-lular atSE-Gy!
Radiacio de baixa LET
Lamadrid Raigs y, Co®® 5, 7.5, 10, Caliculina-A + | Cél-lules
. ) 0.021+0.01
et al. 2007 (0.5 Gy/min) 20,25 colcemid totals
Lindholm Raigs y,Co™ 1,2.5,5 10, . . Cél-lules
) Acid ocadaic 0.049+0.01
et al. 2005 (0.3Gy/min) 15,20 totals
Balakrishnan | Raigsy, Co®® 6.2, 12.5, . . Cel-lules
. Acid ocadaic 0.054+0.01
et al. 2010 (1.34 y/min) 18.4,24.5 totals
Romero Raigs y , Co™ 1,5 7.5 10, Caliculina-a& + | Céllules
- : 0.044+0.001
et al. 2013 (0.5 Gy,/min) 15,20 colcemid totals
Treball 1 Cellules 0.027:0.01
Pn? at ; Raigs y , Cst¥7 0.5,1,3,5, Caliculina-A + | totals R
{;[;gr:} al (5.37Gy/min) 7,10,15,20 | colcemid G2/M-PCC 0.019+0.002
M/ A-PCC 0.053+0.002
Radiacié d’alta LET
. 0, 5.4, 3.5, _— .
Lamadrid et Neutrons, Caliculina-A + | Cél-lules
9.4,12.7, ) 0.042+0.001
al. 2007 0.49MeV 6.1 colcemid totals
0,1,17,3.8,
Lamadrid et | Neutrons, 5.4, 5.6, 6, Caliculina-& + | Cé&l-lules
. 0.059+0.02
al. 2011 0.49MeV 9.4,12.7, colcemid totals
26.1
Treball 2, Particules c, 0, 0.053,0.1, o G2/M-BCC 0.017x0.02
| Caliculina-& + _
Puig et al. 2.7MeV 0.2,0.5,0.7, ) Cel-lules
. colcemid 0.017+0.02
2016 (0.1Gy/min) 1,152 2.5, totals

Taula 2. Per radiacions de baixa i alta LET, coeficients a obtinguts en les diferents
corbes dosi-efecte per a cromosomes en anell.

Les diferencies entre els coeficients lineals observats en les diferents corbes
dosi-efecte es podrien explicar per les diferéncies en la proporcié de les
diferents morfologies cel-lulars. En les cél-lules exposades a raigs y, el
coeficient lineal obtingut per les corbes de les cél-lules en M/A-PCC va ser
similar al dels obtinguts en els estudis amb acid ocadaic (Balakrishnan et al.
2010; Lindholm et al. 2009). Com ja s’ha esmentat, utilitzant acid ocadaic la
proporcié de cél-lules en M/A-PCC és tres vegades major que la proporcié de
cél-lules en G2/M-PCC (Kanda et al. 2004), i les cél-lules M/A-PCC presenten
una freqiiencia de cromosomes en anell més elevada, aixi doncs, és raonable
que el coeficient a pel total de cel-lules sigui superior quan la PCC s’indueix

amb I’acid ocadaic. Tot i aixi , Romero et al. (2013) indiquen que a més del
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protocol utilitzat, la taxa de dosi i el criteri de validacié dels anells podrien
explicar les diferencies en els coeficients a. Un altre factor que pot influir en
les diferencies entre els factors a, seria el rang de dosis utilitzades en cada

estudi.

Pel que fa a I'exposicié amb particules a, el coeficient lineal obtingut pels
cromosomes en anell (tant per cél-lules en G2/M-PCC i com pel total de
cél-lules) és inferior al descrit per Lamadrid et al. (2007, 2011) irradiant amb
neutrons i emprant la mateixa metodologia que en els nostres treballs. Una
possible explicacié seria que les particules a son menys eficients que els
neutrons amb una energia de 0.49 MeV alhora d’induir cromosomes en anell
(Taula 2), tot i que segons la ICRP-103 (2007) ambdés tindrien un factor de

ponderacid (wg) similar.

Si es comparen els coeficients a de les corbes de cromosomes en anell
obtinguts per particules a en les cél-lules en G2/M-PCC i pel total de cél-lules,
es pot observar que sén similars als obtinguts per les cél-lules en G2/M-PCC
irradiades amb raigs y i clarament inferiors a I'obtingut pel total de cel-lules
(Taula 2). Tenint en compte que el factor a fa referéncia a aquelles AC
produides per una Unica trajectoria de RI, és dificil d’explicar que el
coeficient lineal obtingut per particules a sigui inferior a I'obtingut per raigs
y. L’abséncia de cél-lules en M/A-PCC en els cultius irradiats a alta LET podria
explicar-ho. En les cél-lules amb aquesta morfologia, els cromosomes en
anell sén més facilment observables, i quan sén de mida petita es
distingeixen més facilment dels fragments cromosdomics extra, el que permet
obtenir recomptes superiors. En canvi, la baixa freqliéncia de cromosomes
en anell observats a les cél-lules exposades a particules a, podria explicar-se
per les condicions d’irradiacio i pels patrons de ionitzacié. Per la irradiacid
amb particules a, els limfocits van ser exposats formant una monocapa de

cél-lules adherides a una lamina Mylar. S’ha descrit que la morfologia del
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nucli en aquestes condicions és més aplanada en comparacié a la dels
limfocits en suspensié que mantenen un nucli amb forma esférica (Schmid et
al. 2011). De fet, utilitzant el mateix dispositiu i metodologia per irradiar
limfocits, Schmid et al. (2011) van descriure que la F-ratio (ratio entre els
cromosomes dicéntrics i cromosomes en anell) era clarament inferior en
cel-lules irradiades en suspensié que en les irradiades adherides, indicant una
inducci6 de cromosomes en anell les cél-lules s’irradien

menor quan

adherides.

Per tot el que s’ha exposat, per utilitzar la PCC de manera regular i fiable per
estimar la dosi rebuda en casos d’exposicions accidentals a altes dosis, els
laboratoris de dosimetria bioldogica haurien d’establir un protocol
harmonitzat per a I'establiment de corbes dosi-efecte per a cromosomes en

anell mitjangant la tecnica de PCC.

4.3.2. Fragments cromosomics extra

Els coeficients de les relacions dosi-efecte per a fragments cromosomics

extra en el cas dels raigs y, es poden veure a la taula 3.

Tipus, font i . Técnica de Morfologia | Coeficient
Autors K Dosis (Gy)
taxa de dosi PCC cel-lular atSE-Gy!
Radiacio de baixa LET
Balakrishnan Raigs y, Cof? 6.2,12.5,18.4, Lo . Cél-lules
. Acid ocadaic 0.45+0.04
etal. 2010 (1.34 y/min) 24.5 totals
Cél-lules
Treball 1, 0.39+0.029
Puig et al Raigs y,Cs7 0.5,1,3,5,7,10, Caliculina-A totals
uig et al.
2053 (5.37Gy/min) 15, 20 + colcemid G2/M-PCC 0.41+0.022
M 0.075+0.014
Radiacié d’alta LET
i Caliculina-A + | Cél-lules
Treball 2, Particules a, 0,0.05,0.1,0.2, ) 1.8+0.021
colcemid totals
Puig et al. 2.7 MeV 0.5,0.7,1,1.5, 2,
. G2/M-PCC 1.53+0.025
2015 (0.1Gy/min) 2.5
M 0.30+0.022

Taula 3. Per radiacions de baixa i alta LET, coeficients a obtinguts en les diferents

corbes dosi-efecte per a fragments cromosomics extra.

93



94

DISCUSSIO

Per als raigs vy, el coeficient a obtingut en les ceél-lules G2/M-PCC va ser unes
6 vegades superior a l'obtingut a les cel-lules en M, i molt similar al de
Balakrishnan et al. (2010). Cal dir que la corba realitzada per Balakrishnan et
al. (2010) inclou les cél-lules en M/A-PCC. La similitud del coeficient a en
ambdues corbes, reforca la idea de que les cél-lules en M/A-PCC

correspondrien a la fase G2 del cicle cel-lular.

Tot i que no tenim coneixement d’altres corbes dosi-efecte per fragments
cromosomics extra utilitzant técniques de PCC per radiacions de baixa LET, a
la literatura es descriu una freqliéncia superior de fragments cromosomics
extra en les cel-lules en interfase en comparacié a la de les cel-lules en fase
M (Kovacs et al. 1994; Rodriguez et al. 2009), aixi com també una disminucid
dels fragments sense telomers en un dels dos extrems en les cél-lules en

metafase comparades amb les cel-lules en interfase (Rodriguez et al. 2009).

Pel que fa a particules a, els coeficients lineals de les corbes dosi-efecte per
cél-lules en G2/M-PCC i pel total de cél-lules no van mostrar diferéncies
significatives, perd ambdds van resultar ser significativament majors que
I'obtingut per les cél-lules en M (<0.01). Per al total de cél-lules, el factor
lineal observat (1.8+0.021 Gy™) és entre 4 i 5 vegades superior a I'obtingut

després d’irradiar amb raigs y (Balakrishnan et al. 2010; Puig et al. 2013).

Kawata et al. (2004) utilitzant fibroblasts exposats a ions pesats de diferents
energies (de 13 a 440 KeV/um), van trobar que la RBE obtinguda al comparar
els coeficients a era extremadament elevada (en un rang de 7 a 71), i per
aixo van proposar els fragments cromosomics extra com un biomarcador

caracteristic d’ exposicions a alta LET.

Finalment destacar que per a tots dos tipus de radiacions, es va observar una

sobredispersid de la distribucid cel-lular dels fragments cromosomics extra,
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fet que també es descriu en altres treballs tant per radiacions de baixa LET

(Balakrishnan et al. 2010) com per radiacions d’alta LET (Kawata et al. 2002).

4.3.3. Cromosomes dicéentrics

Per a raigs y, el coeficient a obtingut va ser de tres vegades superior al
descrit per Barquinero et al. (1995). Aquesta diferéncia pot ser deguda als

diferents rangs de dosi utilitzats per elaborar les corbes dosi-efecte.

Tipus, font i taxa de . L. Coeficient
Autors i Dosis (Gy) Técnica P
dosi atSE-Gy
RADIACIO DE BAIXA LET
) , 0.1,0.25, 0.5,
Barquinero et Raigs y, Co® .
) 0.75,1, 1.5, 2, 3, Colcemid 0.0210.04
al. 1995 (1.12Gy/min)
4,5
Treball 1, Raigs y, 0.5,1,3,5,7,10, .
. 137 . Colcemid 0.072+0.008
Puigetal. 2013 | Cs™(5.37Gy/min) 15, 20
RADIACIO D’ALTA LET
] ] 0.02,0.05, 0.1,
Schmidt et al. Particules a, 2.7MeV .
, 0.2,0.30.5,0.7, | Colcemid 0.270.02
1996 (0.1Gy/min)
1.0
] ] 0.02,0.05, 0.1,
Barquinero et Particules o, 2.7MeV .
, 0.2,0.30.5,0.7, Colcemid 0.29+0.02
al. 2004 (0.1Gy/min)
1.0
0,0.05, 0.1, 0.2, o
Treball 2, Particules a, 2.7MeV Caliculina-A +
- , 0.5,0.7,1, 1.5, 2, ‘ 0.072+0.008
Puig et al. 2016 | (0.1Gy/min) 25 colcemid

Taula 4. Per a radiacions de baixa LET i alta LET, coeficients a descrits en les
diferents corbes dosi-efecte per a cromosomes dicentrics.

Per altra banda, el coeficient lineal de la corba de cromosomes dicéntrics
amb particules a va ser de 0.37310.029, lleugerament superior als coeficients
obtinguts anteriorment amb la mateixa font d’Americi 241 (Taula 4) (Schmid
et al. 1996; Barquinero et al. 2004). Aquesta lleugera diferéncia no va ser
significativa, i podria ser deguda a I'Gs de la técnica de PCC en el nostre
estudi. Després d’irradiacié amb particules a, Edwards et al. (1980), Purrot et

al. (1980) i Moquet et al. (2001), van descriure uns coeficients lineals similars
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als mostrats a la taula 4, 0.37+0.023, 0.28+ 0.015 i 0.244+ 0.023

respectivament.

4.4. Validacio de les corbes dosi-efecte de raigs y amb
simulacions d’irradiacions parcials.

En el cas d’'una exposicid parcial a R, la distribucié de les AC s’allunya d’una
distribucié de Poisson, i a mesura que augmenta la proporcié de sang no
irradiada, s’observa un augment de la sobredispersid. Un possible avantatge
de la tecnica de PCC induida quimicament és I'estimacié la dosi en casos
d’exposicions parcials a altes dosis, i per aix0 és important esbrinar quines AC
ens permeten detectar desviacions de la distribucié de Poisson en casos

d’irradiacio parcial.

Per a raigs v, es van simular dues irradiacions parcials, una de 6 Gy i una altre
de 12 Gy, ambdues amb el 50% de sang irradiada. Per als cromosomes en
anell, es van estimar les dosis analitzant cél-lules en G2/M-PCC, M/A-PCC, M i
en el total de cel-lules. En tots els casos, les dosis estimades van acostar-se
molt a les dosis d’exposicié, perd amb un interval de confiangca molt ampli.
Pel que fa als fragments cromosomics extra, es van estimar les dosis en
cél-lules en G2/M-PCC, M i en el total de cél-lules. Les dosis estimades no van
ser tant acurades com en el cas dels cromosomes en anell, especialment a 12
Gy, on es va subestimar la dosi, pero els intervals de confianca van ser molt

més estrets (Taula 5).

Dels resultats exposats es pot concloure que sols és possible detectar
sobredispersid quan es consideren els cromosomes en anell. En les
irradiacions homogenies la distribucié dels fragments cromosomics extra ja

va mostrar una sobredispersi6 molt acusada, i per tant I'analisi de la
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distribucié de fragments cromosomics extra no permet diferenciar

correctament entre irradiacions homogenies o parcials.

La distribucié dels cromosomes en anell en corbes dosi-efecte publicades
utilitzant acid ocadaic, mostren una clara sobredispersid, el que les fa poc
utils per I'estimacio de la dosi en casos d’exposicié parcial (Balakrishnan et al.
2010; Lindholm et al. 2009). En canvi utilitzant caliculina-A i colcemid, la
distribucid per cel-lula dels cromosomes en anell s’ajusta més a una Poisson
(Lamadrid et al. 2007 i treball 1 de la present tesi), i fa possible explorar la
seva utilitat per casos d’irradiacié parcial. Aquest fet pren una gran
rellevancia en casos d’accidents radiologics on I'exposicid a la radiacié pot no
haver estat homogenia, que a més sovint es corresponen a accidents amb

altes dosis d’exposicid.

6 Gy/50% 12 Gy/50%
Fragments Fragments
Cromosomes . Cromoses en ..
cromosomics cromosomics
en anell anell
extra extra
— G/M-PCC | 7.34(-, 13.67) 5.53(5.00-6.04) 14.39 (-29.66) 8.10(7.45-8.73)
=]
a | M/A-PCC | 5.86 (-, 16.22) 8.60 (-, 19.26)
2 | Total
a . 7.17 (-, 16.59) 5.53 (5.00-6.04) 12.10 (-, 22.06) 8.10(7.45-8.73)
cél-lules

Taula 5. Estimacio de les dosis parcials pels cromosomes en anell i pels fragments
cromosomics extra en les cél-lules en G2/M-PCC, M/A-PCC i en el total de cél-lules.

4.5. Valoraci6 del biomarcador més adequat per a

I’estimacio de la dosi

Tenint en compte el treball realitzar en la present tesi i els treballs descrits a
la literatura, sembla ser que el métode utilitzat per a la induccié quimica de
la PCC té un impacte important. Aixd0 queda clar quan s’analitzen els

coeficients lineals de les corbes de PCC amb anells (PCC-R).
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En el cas de les corbes dosi efecte de cromosomes en anell per a radiacions
de baixa LET, el tractament amb caliculina-A i colcemid dona com a resultat
una distribucié que s’ajusta en general a una Poisson, el que permet aplicar

aquest analisi tant per I'estimacié d’irradiacions totals com parcials.

En relacid a la irradiacié amb particules a, els cromosomes en anell no sén
gaire informatius degut a la seva baixa freqiiéencia en els dos tipus de
morfologies cel-lulars analitzades, G2/M-PCC i M. Els cromosomes dicéntrics
observats en les cel-lules en M han donat resultats similars a aquells
obtinguts en altres estudis a partir del métode classic, pero a dosis elevades
el numero de cél-lules en M és molt baix, el que impossibilita realitzar una
relacio dosi efecte estadisticament robusta. Per dultim, les freqiéncies
elevades de fragments cromosomics extra i la seva relacié amb la dosi fan
d’aquesta AC un bon candidat a ser utilitzat com a biomarcador per establir
corbes dosi-efecte després d’exposicions a dosis altes de radiacions d’alta

LET.



5. CONCLUSIONS






CONCLUSIONS

Tant per a irradiacions amb raigs y com amb particules a, es va
observar una clara reduccié de la proporcié de cél-lules en metafase
(M) i un augment de les cél-lules interfasiques G2/M-PCC a mesura
que la dosi d’exposicid augmentava. La reduccié de les cél-lules en M
va resultar ser més acusada després de I'exposicd a particules a. Aixo
indica, tal i com és d’esperar, que a una mateixa dosi, les cél-lules
exposades a particules a mostren més dificultats per arribar a mitosi

gue les exposades a raigs y.

Les cél-lules descrites com a M/A-PCC, només es van observar en
I’estudi realitzat amb raigs y i la seva proporcid va ser similar a totes
les dosis. Aquest fet, indica que la seva preséncia podria ser deguda a

la metodologia d’irradiadié i cultiu utilitzada.

Per ambdds tipus de radiadons i per totes les morfologies
cromosomiques, la freqiienda de cromosomes en anell vaincrementar
amb la dosi d’irradiacid. La freqiiéncia observada en cél-lules en M/A-
PCC va ser superior a la de les cél-lules en G2/M-PCC i en M. Aixo
indica que les cel-lules M/A-PCC sén probablement cél-lules en G2 amb
les cromatides desalineades, i que la major freqliéncia de cromosomes
en anell és probablement deguda a la major facilitat de deteccié en
cromosomes amb una sola cromatide. Per tant, proposem que en el
futur les cél-lules M/A-PCC s’anomenin cél-lules G2 amb cromatides
desalineades o G2/D-PCC. les cél-lules comunament anomenades

G2/M-PCC es podrien anomenar cel-lules en G2 o G2-PCC.

La freqiiéncia de fragments cromosomics extra en cél-lules en G2/M-
PCC va ser, en general, superior a la de cel-lules en M. Aixo podria ser
degut a la seleccid negativa que pateixen les cél-lules portadores
d’alteracions cromosomiques incomplertes en el punt de control de

G2/M.
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Per a raigs y, els coeficients a de les corbes dosi-efecte per
cromosomes en anell de les cél-lules G2/M-PCC i del total de cél-lules
van ser significativament inferiors al de les cél-lules M/A-PCC. El
coeficient lineal obtingut per les cel-lules M/A-PCC va ser similar al
descrit en altres estudis on la PCC s’ha induit amb acid ocadaic. La
proporciéd de cel-lules en M/A-PCC aixi com la reladé entre els
diferents tipus d’AC induides per la Rl podria dependre d’alguns
aspectes metodologics. Per aquest motiu, considerem necessari que
els laboratoris de dosimetria biologica harmonitzin els protocols per
establir corbes dosi-efecte i per fer analisis dosimetrics mitjangant la

tecnica PCC.

Per a particules a, i emprant la mateixa metodologia per induir la PCC,
el coefident lineal de la corba per cromosomes en anell va ser inferior
al descrit per altres autors utilitzant altres radiacions d’alta LET, com
per exemple els neutrons. La baixa freqliénda de cromosomes en anell
observats en el present treball, podria explicar-se per les condicions

d’irradiacio.

Els coeficients a de les corbes dosi-efecte dels fragments cromosomics
extra per ambos tipus de radiadé, van ser significativament majors per
a les cél-lules G2/M-PCC que per les cél-lules en M. L'elevada
fregliéncia de fragments cromosomics extra, molt acusada després
d’irradiar amb particules a, suggereix aquest tipus d’AC com un bon
candidat a biomarcador d’exposicions a dosis altes de radiacions d’alta
LET. Per baixa LET la seva sobredispersio els fa poc utils per a detectar

casos d’exposicions parcials.

Quan s'utilitza caliculina-A i colcemid, la distribucidé dels cromosomes
en anell sajusta a una distribucié6 de Poisson, el que permet

determinar si una exposicié ha estat total o pardal, i estimar la dosi
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rebuda per la pordd irradiada. Els resultats obtinguts en les
simulacions d’exposicions parcials han mostrat una bona correlacié
entre la dosi real d’'irradiacio i les dosis estimades quan es consideren

els cromosomes en anell en el total de cél-lules.
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