Universidad Nacional de Costa Rica
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Departamento de Fisica

Desarrollo y analisis de la curva de calibracién dosis-efecto
automatizada para rayos X de baja dosis a partir del ensayo de

micronucleos con bloqueo de la citocinesis

Trabajo Final de Graduacion para optar al grado de Maestria en Fisica

medica

Sustentante: Julian Alonso Gémez Castro

Modalidad de Graduacion: Proyecto de Graduacion
Campus Omar Dengo

Heredia, 2025



Este trabajo de graduacién fue Aprobado por el Tribunal Examinador

Del departamento de Fisica de la Universidad Nacional como requisito para optar

por el grado de Maestria en Fisica médica.

Ph.D. David Chacén Obando

Coordinador de la Maestria en Fisica Medica

M.Sc. Fabio Andrés Chaves Campos

Tutor(a)

M.Sc. Luis Pablo Arce Corrales

Revisor

M.Sc. Dagoberto Gonzalez Lépez

Revisor

M.Sc. Anthony Cordero

Asesor(a)




Agradecimientos

Agradezco profundamente a Dios y mi familia en primer lugar, por todo el apoyo
durante este proceso profesional y académico, al grupo de investigacion del Servicio
de Dosimetria Biologica del Instituto de Investigaciones en Salud de la Universidad
de Costa Rica, mi tutor M.Sc. Fabio Andrés Chaves Campos, y al Sr. Fernando Ortiz
Morales. Asimismo, al grupo docentes e investigadores del departamento de fisica
de la Universidad Nacional de Costa Rica, Lic. Luis David Badilla, Dr. Giovanni
Séenz y docentes de la maestria en fisica médica, M.Sc. Antony Cordero, M.Sc Luis
Pablo Arce, M.Sc. Dagoberto Gonzalez, Dra. Xiomara Marquez y Dr. David Chacdn,
a todos gracias por su paciencia, motivacion y ayuda en el desarrollo profesional de

mi maestria culminando en este trabajo.



Dedicatoria

El presente trabajo es dedicado especialmente a mi madre Maria Clementina Castro
Aguilar, a mis tias Ana Maria Castro Aguilar, Rafaela Lucia Castro Aguilar y mi
abuelita materna Maria Idali Aguilar Chacon, por todo su amor, comprension,
paciencia y apoyo incondicional durante mi vida, a quienes les debo todo y por
quienes sigo adelante. Ademas de todas mis mascotas quienes sony siempre seran
parte de mi y de mi familia, en especial a; Tyler, Tamara, Bandido, Duke, Suertuda,
Blanca, Canela, Maggy, Mami, Café, Lucia, Felpuda, Copito, Nube, Manito, Octavio,

Pomposo, Gris, Alicia, Laura, Leo y Luca.



Indice General

Miembros del

EDUNGL. . . Il
PN | = (o [T o [ 41 T=T ) (0 11
D =T0 [[or=1 0] £ - A
Yo o= g CT=Y Y= = SO \Y;
Yo [Te=N TS O T Vo [ L= RRRRRR Vi
INCICE TE FIQUIBS.......ecveeeeeeeeeeeeeee ettt eae e Wil
F Y o] (Y= LE = S Vil
R 1)1 0T [T o3 T o 1 1
1.0 JUSHIFICACION ...ttt 4
@ ] o 1= 1Yo SRR 6
1.2.1. ObJetiVO gENEIAI ......ccoeeiiiiie e e 6
1.2.2. ObjetivoSs €SPECITICOS ..vuvuiiii i 6
20 \Y = T olo N 4 a1 (o To (o] (oo o o U UUUTTRP 6
2.1. Toma e irradiacion de muestras de SANGre. .........cccuueeeeeeeeeeeiiiiiiiiiieeeeeeee e 6
2.2. Ensayo de micronucleos por bloqueo de CItOCINESIS.........ccooviiviiiiieeeeeeeennne 8
2.3. ANAIISIS MICTOSCOPICO ... eueeeieiieeeeee ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e s eeeaeaeeeeanns 9
2.4. ANAlisis eStadiStiCO...........covvviiiiiiii 10
3. RESUIAUOS ... 11
I 1o U [ PP 18
5. CONCIUSIONES ... 23
6. RECOMENUACIONES... ..o 25
7. Fuente de fINANCIAMIENTO .......oiee e e e e e e e e e eeenn s 26
8. CONTlICIO A INTEIESES ....ceveiiiii et e e e e e e e e e aea s 26
S I L= =T =1 o] = PO 27



indice de Cuadros

Cuadro 1. Frecuencia de micronucleos a través de las dosis de rayos

Cuadro 2. Resumen del ajuste del modelo NB1 (binomial negativo tipo 1)

para la frecuencia de micronucleos en funcion de la dosis de radiacion

Cuadro 3. Coeficientes estadisticos del modelo matematico NB1.................

Cuadro 4. Coeficientes estadisticos de la construccion de curvas de
calibracion dosis-efecto en ensayos automatizados y semiautomatizados

de micronucleos en otras investigaciones.

VI

11

13

15



indice de Figuras

Figura 1. Figura 1. Representacion grafica del comportamiento de la
apariciéon de micronucleos (MN) y frecuencia de micronucleos por célula
binucleada (NMNBN) respecto al incremento de dosis
irradiada..........ccooeiiiiiinnnn.

Figura 2. Curva dosis-respuesta de microndcleos a diferentes dosis de rayos
X (puntos circulares) con limites de confianza al 95 % (area sombreada)

utilizando el ensayo CBMN en linfocitos humanos

Vil

12



Abreviaturas

ADN Acido desoxirribonucleico
AIC Criterio de Informacién de Akaike
ARN Acido ribonucleico
BD Biodosimetria citogenética
BN Células Binucleadas
CBMN Ensayo de micronucleos con bloqueo
de citocinesis
DAPI 4' 6-diamidino-2-fenilindol
CD Cromosomas dicéntricos
INISA Instituto de Investigaciones en Salud
LBDNet Dosimetria Biol6gica de América Latina
ML Aprendizaje automatico
MN Micronucleos
NB Regresion binomial negativo
NB1 Modelo binomial negativa #1
NB2 Modelo binomial negativa #2
NMNBI NUumero medio de MN por célula
binucleada
RI Radiaciones lonizantes
OIEA Organizacion internacional de energia
atomica
PCCr Ensayo de condensacion prematura de
cromosomas
RI Radiacion ionizante
SAD Source-to-Axis Distance (Distancia de
la Fuente al Eje)
U U de Papworth

VI




Resumen:

En biodosimetria, el desarrollo de curvas de calibracion dosis—efecto en ensayos
con biomarcadores, es fundamental para la correcta estimacion de las dosis sobre
sujetos expuesto a radiaciones ionizantes, en metodologias como la de estimacion
mediante el ensayo de microndcleos con bloqueo de citocinesis (CBMN), el andlisis
automatizado ha permitido mejorar los tiempos, confiabilidad y precision en conteo
he interpretacion de grandes volumenes de datos, mejorando la exactitud de dichas
dosis, por lo tanto, este trabajo establecio la primer implantacion de un analisis
automatizado en el conteo de micronucleos (MN) en el pais, brindando un referente
regional en biodosimetria citogenética. Se irradiaron muestras de sangre de seis
donantes sanos en siete niveles de dosis (0—4 Gy) y dos muestras ciegas (1.5y 3
Gy), utilizando un acelerador lineal UNIQUE a 6 MV. El ensayo CBMN se realizo
siguiendo los protocolos del OIEA; las laminas tefiidas con DAPI se analizaron
utilizando un microscopio automatizado Axiolmager Z2 integrado con el sistema
Metafer4 de MetaSystems y el clasificador MNScoreX. Para el ajuste del modelo se
empled una regresion binomial negativa (NB1). El analisis automatizado mostré un
aumento dependiente de la dosis en la frecuencia de MN. El modelo ajustado
presentd una relacién lineal-cuadratica: Y = 0.0545 + 0.0448-D + 0.0145-D?, con
todos los coeficientes estadisticamente significativos (p < 0.001). Las estimaciones
de dosis para las muestras ciegas (1.5 y 3 Gy) coincidieron con las dosis reales
dentro de los intervalos de confianza del 95%, con puntajes Z < |3|. La curva permitié
una estimacion precisa de las dosis en las muestras incégnitas, cumpliendo con los
criterios de validacion. Estos resultados destacan el uso de microscopia
automatizada con modelos estadisticos robustos para lograr evaluaciones de dosis
confiables, ya sea en ensayos dosimétricos o situaciones de emergencia
radiolégica.

Palabras clave: Radiaciones ionizantes, Biodosimetria, Microntcleos, Curva

automatizada, proteccion radioldgica, radiobiologia.



1. Introduccién

La dosimetria biologica (DB) se refiere a técnicas que evallan la exposicion a
radiaciones ionizantes (RI) mediante el andlisis de marcadores bioldgicos de dafio
genético, estos métodos estiman los niveles de exposicion, evalian los riesgos
asociados y establecen relaciones entre las dosis recibidas y sus efectos bioldgicos
(Aryankalayil et al., 2023). Estas relaciones se representan a través de férmulas
matematicas y curvas dosis-efecto disefiadas para predecir la dosis absorbida
resultante de una sobreexposicién a la radiacion ionizante, basandose en el analisis
de variables bioldgicas especificas (Sommer et al., 2020). Uno de los ensayos mas
ampliamente implementados, es el ensayo de micronucleos con bloqueo de
citoquinesis (CBMN), en donde se evalta la formacion de microndcleos (MN), que
son estructuras que se originan por la formacion de fragmentos cromosémicos o por
la no incorporacién de cromosomas enteros en el nacleo principal durante la mitosis,
en donde la adicién de citocalasina B, inhibir la citocinesis lo que permite identificar
Unicamente las células que han pasado por una division tras la exposicion y

cuantificar la frecuencia de MN en ellas (Fenech, 2020).

Esta técnica técnica es complementaria al ensayo de cromosomas dicéntricos (CD),
la técnica de referencia actual en DB, el ensayo CBMN ofrece varias ventajas,
incluyendo costo-efectividad, simplicidad y analisis rapido, lo que en conjunto lo
convierte en una herramienta versatil para su uso en laboratorios de biodosimetria
(Vral et al., 2011; Lusiyanti et al., 2016). El ensayo CBMN se utiliza con frecuencia
como un ensayo general en toxicologia, sin embargo, dado que la radiacion es un
potente agente clastogénico para inducir micronucleos, el ensayo CBMN ha
demostrado ser muy fiable para evaluar exposiciones in vivo, determinando la
radiosensibilidad y la susceptibilidad al cancer in vitro (I.A.E.A., 2011; Sommer et

al., 2020). Entre las desventajas del ensayo se encuentran la variabilidad inherente
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en la frecuencia basal de micronucleos, su rendimiento limitado al estimar dosis
para exposiciones in vivo de 0.2-0.3 Gy de rayos X y su susceptibilidad a variables
de confusion, para abordar estas limitaciones se han propuesto varias mejoras

técnicas, lo que mitiga estos desafios (Tucker et al., 2013).

El recuento automatizada o semiautomatizada de MN presenta una oportunidad
para reducir los tiempos de respuesta de los laboratorios de biodosimetria, al mismo
tiempo que se mitiga el sesgo subjetivo en el analisis, la implementaciéon de
sistemas de microscopia automatizada permite la identificacion y clasificacién de
células binucleadas (BN) y microndcleos, facilita la medicion de pardmetros
morfolégicos y mejora la eliminacion de artefactos, o que mejora la precision y

eficiencia del analisis (Beinke et al., 2015; Rodrigues et al., 2018).

A manera de recuento, desde la década de 1990, los estudios en MN buscaron el
uso de sistemas para la digitalizacion de imagenes a través de la microscopia de
fluorescencia y la implementacion de modos de andlisis de densidad Optica,
mejorando la discriminacion entre material nuclear y citoplasmético, el
reconocimiento de nucleos principales de MN, las mediciones de area, el contenido
de ADN y parametros morfolégicos (Asano et al., 1998; Stich et al., 1990). En la
siguiente década, nuevos estudios evaluaron la capacidad de los sistemas de
microscopia automatizada sobre los manuales, para puntuar MN a través de
software comercial y estaciones de trabajo, como Pathfinder LightVision,
CELLSCAN (Decordier et al., 2008) y Metafer 4 (Varga 2004; Thierens & Vral, 2009;
Willems et al., 2010), que permiten la evaluacion masiva de muestras, reduciendo
las validaciones secundarias, minimizando artefactos y aumentando el triaje
poblacional. En afios posteriores sistema como el IN Cell Analyzer 2000 o
Operetta™ HCS, buscaron mejoras a traves del cribado avanzado, algoritmos de
clustering y métodos bayesianos para considerar mdultiples pardmetros

simultdneamente e identificar patrones complejos en la presencia o ausencia de
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nucleos principales y micronucleos, asi como ARN y definir los diversos origenes
de estos MN (Shibai-Ogata et al., 2014; Huang et al., 2018). En los ultimos afos, la
automatizacion ha implementado modelos de aprendizaje profundo utilizando bases
de datos para conteos automatizados permitiendo realizar pruebas a inter e
intralaboratorios lo que ha resultado en una mayor precision en la reconstruccion de
dosis (Wills et al., 2021; Shuryak et al., 2022).

Todos estos progresivos avances han buscado mejorar la implementacion de la BD,
repercutiendo a nivel centroamericano en servicios de dosimetria bioldgica, como el
del instituto de investigaciones en salud (INISA) de la Universidad de Costa Rica,
donde se han realizado los primeros ensayos en establecer curvas dosis efecto,
primeramente en cromosomas dicéntricos, para rayos gamma, Yy en ensayos
mediante analisis de PCCr para altas dosis de rayos X, implementando sistemas de
microscopia automatizada (Metasystems Metafer), ademas de desarrollar andlisis
comparativos con otros laboratorios para CD, dentro de la red de dosimetria
biolégica de América Latina (LBDNet), creando criterios conjuntos en estimaciones
de dosis (Valle Bourrouet et al., 2022; Chaves-Campos et al., 2024; Gonzéalez Mesa
et al., 2024; Romero et al., 2025). Estos trabajos buscan gradualmente, el uso de
nuevas técnicas que permitan mejorar los alcances de servicios regionales, para
brindar resultados de mayor confianza y de respuesta mas rapida en situaciones de

exposicion.

En funcion a lo anterior, el presente estudio describe el desarrollo de una curva de
calibracion dosis-efecto para exposiciones a rayos X (0-4 Gy) utilizando el ensayo
de micronucleos de bloqueo de citocinesis (CBMN) combinado con microscopia
automatizada, lo que representa el primer informe de este tipo en América Latina,
estableciendo un referente para enfoques de alto rendimiento en dosimetria
biolégica, destacando su potencial para mejorar la eficiencia y reducir

sustancialmente los tiempos de respuesta en emergencias radiolégicas.
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1.1 Justificacion

La implementacion de ensayos de biodosimetria busca proporcionar
estimaciones confiables de dosis absorbidas, donde la dosimetria biolégica ayuda
a definir, de mejor manera, el estado del paciente, como complemento de la
dosimetria fisica y la evaluacion médica, corroborando si la exposicion se ha
producido o no, en especial si la persona involucrada no portaba dosimetro fisico, y
si dicha exposicién es comprobada, estimando la dosis recibida en funcién del tipo
de radiacion (Castro, 2013).

La aplicacion de biodosimetria mediante herramientas de automatizacion, en
ensayos el de MNBC, DC o PCCr, minimiza la variabilidad, optimizando el triaje
poblacional y reduciendo errores como la discrepancias entre analistas, asociada al
conteo manual, maximizando la posible cantidad de muestras procesadas por dia
de verlo de esa manera, lo cual resulta esencial tanto en situaciones de emergencia
radiologica o accidentes radiolégicos, aunque son poco comunes, pueden afectar a
todas las categorias de la poblacion, publico en general y trabajadores del area de
salud (Balajee et al., (2019); Wills et al., (2021)).

El laboratorio de citogenética del INISA-UCR, hasta la presente, es el Unico
laboratorio trabajando en dosimetria bioldgica en Costa Rica y Centroamérica, el
mismo forma parte de la Red Latinoamericana de Laboratorios de Dosimetria
Biol6gica (LBDNet), de gran importancia en colaboraciones y trabajo en equipo en
respuestas a posibles casos de accidentes que involucran un grupo masivo de
personas. Dicho servicio ha desarrollado las primeras curvas de calibracion dosis-
efecto, en ensayos de cromosomas dicéntricos de 0 a 5 Gy (Valle Bourrouet et al.,
2022) y condensacion prematura de cromosomas de 0 a 17,5 Gy (Chaves et al .,
2024) y ha colaborado en el desarrollo de trabajos comparativos a nivel



interlaboratorio en cromosomas dicéntricos (Gonzalez Mesa et al., 2024; Romero et
al., 2025), no obstante para el servicio de dosimetria es necesario ampliar y mejorar
la elaboracion de curvas calibracién con diferentes biomarcadores y con mejoras en
el manejo de criterios de evaluacion, capacidad de procesamiento y precision del
analisis, siendo la implementacion de los ensayos de micronucleos ligados con los
procesos de automatizacion, esenciales para dicho crecimiento y para el
aumentando de la capacidad del laboratorio en respuesta a diferentes necesidades;
alta carga de muestras, monitoreos de exposicion leves o medias, y al realizar

validaciones rapidas.

Por lo tanto, el desarrollo y elaboracién de una primera curva de calibracion dosis-
efecto de CBMN por rayos X a bajas dosis mediada por procesamiento
automatizado, brindaria a el laboratorio, una mejora en la eficiencia del andlisis de
parametros y criterios, en la correlacion directa entre indicadores citogenéticos y
dosis recibidas, y en las estimaciones de los efectos bioldgicos. Por lo tanto, que a
partiendo de este primer estudio automatizado, su implementacion podria reducir
los tiempos de trabajo con una mayor sensibilidad y especificidad en estudios

biodosimétricos futuros.



1.2 Objetivos
1.2.1. Objetivo general

Elaborar una curva de calibracion dosis-efecto para rayos X mediante analisis
automatizado del ensayo de microndcleos con bloqueo de la citocinesis para la

estimacion de dosis absorbidas en muestras de sangre periféricas.
1.2.2. Objetivos especificos

1. Ejecutar la irradiacién de muestras de linfocitos en sangre periférica, a siete
niveles de dosis de 0 a 4 Gy mediante el uso de un acelerador lineal a 6MV

2. Realizar con las muestras irradiadas el ensayo de CBMN y subsecuente
conteo de MN por microscopia de fluorescencia automatizada.

3. Construir la curva dosis-efecto mediante analisis estadistico de las
frecuencias de MN a distintas dosis y evaluar su ajuste empleando indices
estadisticos y estimaciones de dosis incognitas

2. Marco metodoldgico

2.1. Toma e irradiacién de muestras de sangre.

Se tomaron siete muestras de sangre periférica de 5 ml cada una en tubos
heparinizados para cada uno de los seis participantes (tres hombres y tres mujeres),
quienes dieron su consentimiento informado. Las muestras para la construccion de
la curva se irradiaron a: 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 3y 4 Gy, y para su validacién, se realizaron
dos muestras incognitas irradiadas a 1.5 y 3 Gy (codificadas como X e Y). Las
muestras se colocaron dentro de un maniqui de agua de 30 cm x 30 cm (PTW,
Friburgo, Alemania), colocadas en un soporte central ubicado a 15 cm de cada
pared lateral y sumergidas a 15 cm en agua a una temperatura de 37 + 0.5 °C, y
lleno al 80% de la capacidad. Para la irradiacion de la muestra, se utilizé un

acelerador lineal Varian Medical Systems (CA, EE. UU.), perteneciente al servicio



de radioterapia del Hospital México, dicho acelerador se calibré de acuerdo con las
recomendaciones del Informe Técnico No. 398 del OIEA (TRS 398). Se ajustaron
los parametros para un haz de fotones de 6 MV a una tasa de dosis de 1 cGy/UM,
la irradiacion se llevod a cabo utilizando una distancia fuente-eje (SAD) de 100 cm
con dos campos laterales opuestos orientados a 90° y 270°, cada uno de los cuales
de 10 x 10 cm. La ecuacién 1 presenta el célculo de las unidades de monitorizacién
(MU) para cada campo; (La heterogeneidad del campo no se tuvo en cuenta en este

calculo ni en los andlisis posteriores).

(Ecuacién 1)

D(cGy)

UM = D S S TL efective F F F
W,Ref *Oc * 4 * d ef fective * wedge * tray * Focr *

FISF
D(cGy): Valores de dosis designados
Dy res - Dosis absorbida en agua bajo condiciones de referencia

S.: Factor de calibracion del colimador

Sp: Factor de dispersion del fantoma

TL ef fective,

deffective. Producto de los factores de atenuacion por el trayecto efectivo y la longitud

efectiva

Fwedge: Factor de correccién por el uso de cufia

Fuay : Factor de atenuacion para las bandejas de colimacion de referencia.

Focr: Factor de correccion por relacion fuera del centro (Off-Center Ratio, OCR).

FISF: Factor de ajuste de la intensidad del haz basado en el principio de la ley del inverso

del cuadrado de la distancia

UM: Unidades monitor



Para garantizar la estabilidad de la temperatura de las muestras de sangre después
de la irradiacion y durante el transporte entre centros, se utiliza una incubadora
portéatil modelo INB-203M Portable CO, (Se empled un equipo de IKS International,
Paises Bajos. Con una capacidad de 15 L, la cual facilitdo la manipulacion y el
transporte seguros de las muestras en un entorno controlado a 37 = 0.5 °C. Tras la
irradiacion, las muestras se llevaron al laboratorio de citogenética del INISA-UCR
donde fueron incubadas a la misma temperatura mencionada durante
aproximadamente dos horas, lo que proporcion6 el tiempo suficiente para la

activacion de los mecanismos de respuesta al dafio celular del ADN.

El protocolo de investigacion fue analizado minuciosamente y recibi6 la aprobacion
del Comité Etico Cientifico de la Universidad de Costa Rica (UCR). Antes de
proceder a la recoleccion de muestras, se proporciond una explicacion detallada
sobre la participacion de los donantes y el uso previsto de las muestras. Toda la
informacion personal fue anonimizada, y los procedimientos de codificacién fueron

accesibles exclusivamente al investigador principal.

2.2. Ensayo de micronucleos por bloqueo de citocinesis

El cultivo de linfocitos, la recoleccion de células, la preparacion de
extensiones de cromosomas y el analisis citogenético se realizaron de acuerdo con
el protocolo descrito por el IAEA, (2011). Inicialmente, se afiadié un volumen de 0.5
mL de sangre completa de cada muestra a tubos conicos, cada uno con 4.5 mL de
medio de cultivo PBMax (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) suplementado con
fitohemaglutinina PHA, (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.), al 3 %, posteriormente,
los tubos se incubaron a 37 £ 0.5 °C en atmésfera de CO2 al 5 % durante 72 horas.
Transcurridas 24 horas se afiadio citocalasina B (Cyt-B) a una concentracion final

de 6 pg/mL a partir de una solucion madre de 2 mg/mL preparado en DMSO (Merck,
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EE. UU.). Las células se recolectaron 3 dias después del inicio del cultivo (72 horas)
y se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 minutos para eliminar el sobrenadante. El
pellet celular se resuspendio y se traté con 7 ml de KCI (0.075 M) (MerK EE. UU.) a
4 °C y se homogeneiz6 por inversion. Se elimino el sobrenadante y se afadieron 5
mL de fijador recién diluido (metanol: acido acético [10:1]) en una proporcion 1:1
con solucién de Ringer (4.5 g de NaCl, 0.21 g de KCly 0.12 g de CaCl2 en 500 mL
de H,0). La suspension celular se agitd en vortex para evitar la formacion de
grumos, posteriormente, el pellet celular se fij6 al menos tres veces con fijador frio
recién preparado hasta que adquirié un aspecto blanquecino, durante la fijacion final
se retird cuidadosamente el sobrenadante, dejando aproximadamente 1 mL de
liquido por encima del pellet, a continuacion, las células se resuspendieron con

cuidado y se transfirieron cuidadosamente 25 pL de la suspension.

Las muestras se transfirieron a portaobjetos limpios con una pipeta de volumen fijo,
los portaobjetos se secaron al aire antes de tefirlos con la solucién Vectashield
DAPI (Merck, EE. UU.).

2.3. Andlisis microscoépico

El proceso de captura de imagenes se realiz6 con un microscopio
automatizado Axio Imager Z2 (Carl-Zeiss, Noruega), equipado con el software
Metaferd version 4.3.7 (MetaSystems, Alemania). El andlisis automatizado se
realizé con el clasificador MNScoreX version 4.3.7 (MetaSystems, Alemania), que
considera criterios especificos para clasificar un objeto como una célula binucleada,
a razon de ejemplo, considerando a una célula como binucleada cuando contiene
dos nucleos de forma similar, separados por una distancia absoluta maxima de 250
(medida en 0.1 uym). El conjunto completo de parametros utilizados por el software
para identificar células binucleadas y microndcleos se proporciona en los
documentos complementarios MNScoreX. Después del analisis de imagenes, se

registro la distribucion de células BN por numero de MN y el recuento total de MN
9



por dosis, para dosis de 0, 0.25, 0.5y 1 Gy, se analiz6 un minimo de 2000 células
BN por muestra, para dosis superiores a 1 Gy, se contabilizaron al menos 1000
células BN por caso para la construccion de la curva, en las muestras incégnitas se
realizaron estimaciones tomando los recuentos de 1000 y 200 células tanto para la
incognita X como paralayY (ISO 17099:2014).

2.4. Andlisis estadistico

El procesamiento estadistico de los datos para el ajuste de la curva de
calibracion, la estimacion de las dosis desconocidas, el calculo de las estadisticas
de dispersion para el ajuste de la calibracion y el analisis grafico se realizaron
utilizando el lenguaje R version 4.3.2 (2023-10-31 ucrt). Para modelar la relaciéon
entre la dosis de radiacion y la frecuencia de MN, se utilizé6 un modelo de regresion
binomial negativa (NB1), el cual cuenta la sobre dispersion de los datos, donde la
varianza excede la media. La seleccion del modelo se baso en el Criterio de
Informacién de Akaike (AIC), la desviacion residual y la significancia de los
coeficientes estimados, ademés la evaluacion de la curva se realiz6 mediante
criterio de errores absoluto y relativo, asi como el calculo de puntuaciones z. Para
la dosis desconocida, el criterio de aceptacion evalué que dosis estimada por
dosimetria bioldégica no debia desviarse en mas del 20% de la dosis determinada
por dosimetria fisica (ISO, 2022).
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3. Resultados

Los datos de MN observados a distintas dosis de irradiacion, junto con la distribucion
de células binucleadas, clasificadas segun el nimero de MN y valores estadisticos
del estudio, se presentan en el cuadro 1 y figura 1 (representativa del
comportamiento), se observo un claro incremento en la frecuencia de MN a medida
gue aumenta la dosis de rayos X. Los valores del estadistico de sobredispersién U
mostraron una variabilidad mayor a la esperada en una distribucion tipica de

Poisson para formacion de MN en exposiciones homogéneas.

El nimero medio de MN por célula binucleada aumento con la dosis, pasando de
0.0485 en 0 Gy a 0.4745 en 4 Gy, comportamiento visible mediante la
representacion gréfica de la figura 1, lo que reflejla un dafio cromosémico
progresivamente mayor con exposiciones mas intensas. Paralelamente, la varianza
también aumenta, de 0.0522 a 0 Gy a 0.5293 a 4 Gy, lo que indica no solo un mayor
recuento de MN, sino también una mayor heterogeneidad en la respuesta celular a

la radiacion.

Cuadro 1: Frecuencia de micronucleos a través de las dosis de rayos X. Dosis administrada
(Dosis), Células binucleadas totales (BNt), total de células con MN (MN totales), cantidad
de células segun su numero de microndcleos (0 a 6), numero medio de MN por célula

binucleada (NMNBI), varianza (var), indice de dispersion (DI), U de Papworth (U).
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Cantidad de células segun nimero de

micronucleos

Dosis MN

) otales 0 1 2 3 4 5 6 NMNBI var DI U
0 14828 719 14154 629 45 O 0 0 0 0.0485 0.0522 1.0768 6.61

0.25 14793 1090 13815 877 94 4 2 1 0 0.0737 0.0856 1.1613 13.87

0.5 15727 1249 14611 1000 103 11 1 0 1 0.0794 0.0931 1.1721 15.26

1 13807 1702 12363 1239 167 25 11 2 0 0.1233 0.1556 1.2622 21.80
2 7833 1329 6691 984 133 22 2 1 0 0.1697 0.1973 1.1631 10.207
3 8379 2741 6290 1530 475 75 9 0 0 0.3271 0.4001 1.2232 14.447
4 7226 3429 4648 1865 594 102 16 O 1 04745 0.5292 1.1153 6.93

El cuadro 1 destaca una relacion dosis-respuesta clara en la frecuencia de

micronucleos (MN), junto con cambios notables en el patron de distribucion y un

incremento de la variabilidad en su formacion, ademas se observa una disminucion

en el nimero de células binucleadas viables a dosis mas altas, con un aumento en

la proporcién de células binucleadas con dos 0 mas MN, siendo 0 Gy, solo el 6,7 %

de las células como MN-positivas con presencia de mas de una MN, mientras que

esta cifra supera el 36 % a 4 Gy. Esta tendencia respalda la idea de que dosis mas

altas de radiacion inducen dafio cromosémico no solo mas frecuente, sino también

mas grave en células individuales.
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Figura 1. Representacion grafica del comportamiento de la aparicion de micronucleos (MN)
y frecuencia de micronucleos por célula binucleada (NMNBI) respecto al incremento de
dosis irradiada.

La curva dosis-respuesta de la figura 2, se generd para linfocitos humanos
expuestos a rayos X, empleando datos obtenidos mediante andlisis automatizado,
donde los coeficientes mediante la aplicacién del modelo binomial negativo se

muestran en el cuadro 2.

Cuadro 2. Resumen del ajuste del modelo NB1 (binomial negativo tipo 1) para la frecuencia

de micronucleos en funcién de la dosis de radiacion.

Coeficiente Estimacion Error estandar (SE) z value p-value

C 0.054458 0.005267 10.340 < 2e16
a 0.044763 0.012431 3.601 0.000317
B 0.014543 0.003736 3.893 9.9e%
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Coeficiente Estimacion Error estandar (SE) z value p-value

Esta curva se construy6 con base en 82 593 células analizadas en siete puntos de
dosis. La frecuencia de MN (Y) siguié una relacion lineal-cuadréatica con la dosis
absorbida (D), conforme a la respuesta biologica esperada ante la radiacion

representada por la ecuacion:

(Ecuacion 2)

Y= (0.054458+0.005267) + Dx(0.044763.£0.012431)+ D?x(0.014543.+0.003736)

(Termino independiente) (Termino lineal) (Termino cuadratico)

El modelo binomial negativo (NB1) se ajusté adecuadamente a los datos, siendo
todos los coeficientes del modelo estadisticamente significativos (p < 0.01), con un
AIC de 96.2 y un parametro de dispersion de 10.4 (Cuadro 3). La prueba de razon
de verosimilitudes que comparé NB1 con NB2 arrojé un valor p de 1.000, lo que

indica que no se mejora el ajuste del modelo al cambiar la parametrizacion.
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Figura 2. Curva dosis-respuesta de microndcleos a diferentes dosis de rayos X (puntos
circulares) con limites de confianza al 95 % (area sombreada) utilizando el ensayo CBMN

en linfocitos humanos.

Cuadro 3. Coeficientes estadisticos del modelo matematico NB1. Criterio Akaike (AIC),
criterio bayesiano (BIC), logaritmo de la verosimilitud del modelo (LogLik), (transformada
del logLik (-2*log(L)), grados de libertad (df. Resid), pardmetro de dispersion del modelo
binomial negativo tipo 1 (Dp NB1).

AIC BIC logLik -2*log(L) df. resid Dp NB1
96.2 96 -44.1 88.2 3 104

Las estimaciones de dosis, frecuencias y estadisticos de las 2 muestras incognitas

irradiadas a 1.5y 3 Gy se muestran en el cuadro 3, se evalu6 para cada dosis una
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estimacion para los nimeros aproximados a 200 y 1000 células binucleadas. Los
valores del estadistico (Z score) se mantuvieron dentro del rango aceptable para
todas las estimaciones (-3<Z<3). Las condiciones de irradiacion y manejo celular se
realizaron en las mismas condiciones de irradiacion y cultivo de linfocitos de la

muestra utilizadas para generar la curva de calibracion.

Cuadro 4. Estimacion de dosis administrada a las muestras incognitas. Dosis incégnita
(DA), criterio del numero de células binucleadas para estimacion (NC), numero de células
binucleadas utilizadas para la estimacion (CB), total de células con MN (total MN), Intervalo
de confianza superior 95 % (DL), dosis incognita estimada (DE), Intervalo de confianza

superior 95 % (DU), valor del estadistico z asignado (Z-score).

DA NC CB Total | Distribucion de Células acorde al DL DE DU Z-
(Gy) MN namero de MN (Gy) (Gy) (Gy) score
0 1 2 3 4 5
15 200 279 41 244 30 4
1000 1059 286 928 114 13
3 200 207 73 147 49 9
1000 1037 286 802 193 35

066 142 226 -08
088 138 193 -1.2
242 323 433 115
214 265 322 175

o N M
o O O O
= O O O

A fin de aumentar los criterios finales comparativos con otras investigaciones que
han implementado diversos sistemas de analisis semi y automatizados, el cuadro 5
muestra diversos valores involucrados en la construccion de curvas de calibracion
por otros grupos de investigacion implementando el andlisis por micronucleos,
donde se muestran coeficientes cercanos a las magnitudes presentadas en esta

investigacion visibles en el cuadro 2.
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Cuadro 4. Coeficientes estadisticos de la construcciéon de curvas de calibracion

dosis-efecto en ensayos automatizados y semiautomatizados de micronucleos en

otras investigaciones.

Fuente de
Sistema  de|Sistema de |radiacion Dosis
Referencia | obtencion de |analisis  de | (Energia / (Gy) C+SE azSE B+SE
imagenes MN rango de y
dosis)
Metafer4 )
El _ _ version 4.3.7 |Linac 0,
presente | Microscopio (Nominal 10.25, 100544+ |0.0447+ |0.0145+
trabajo de MNScoreX 6 MV; 1]0.5,
florescencia | version 4.3.7 | Gy/min) 1,2,3,4| 0.0052 |0.012 0.003
0,
Microscopio 0.05,
(Baeyens |de 0.1,
et al., florescencia Co-60 0.2,
2011) conbinada (avg. 1.25|0.3,
con tecnica | Metafer 4| MeV; 15205, 1,]/0.0303 +|0.0207 +|0.0280 =
FISH MNScore Gy/min) |2 0.0015 0.0076 0.0047
Cs-137
(Repin Estacion de |GE (avg.
etal., trabajo Healthcare IN | 0.662
2019) PerkinElmer | Cell Analyzer |MeV; 0.7|0, 1, 2,|0.0143 £|0.0457 +|0.0039 =
cellexplorer 2000. Gy/min) 3,4,5 |{0.0038 0.0081 0.0021
BioTek
Cytation Cell
(Shuryak Imaging
etal., Multi-Mode | Linac
2022) Reader, (Nominal 3.19x102 1.05x102
PerkinElmer FluorQuant 6-9 MV; 1 + 9.6x102 + |+
cell::explorer; |v6.1. Gy/min) 0,3,8 |1.6x1073 [5.04x1073 [9.4x10™
0, 0.1,
0.25,
(Lee et al., Co-60 0.5,
2023) Microscopio MetaSystems | (avg. 1.25 | 0.75,
de Metafer 4|MeV; 05(1,2,3,/]0.0178 +|0.0237 +|0.0080 =
florescencia | MNScore Gy/min) |4 0.0016 0.0039 0.0012

17



4. Discusion

Los sistemas de microscopia automatizada integrados con software avanzado de
reconocimiento de patrones se han vuelto cada vez mas comunes en laboratorios
de dosimetria biologica, estas tecnologias permiten digitalizar portaobjetos
completos, identificando de forma automatica células y aberraciones cromosomicas
generando informes sobre la frecuencia de los biomarcadores, la construccion de
curvas dosis-respuesta a partir de estos analisis agiliza el proceso y garantiza
resultados consistentes y fiables (Sommer et al., 2020). Los sistemas automatizados
estandarizan el proceso, mantienen criterios uniformes para todas las muestras,
minimizando el sesgo subjetivo y mejorando la reproducibilidad (Rodrigues et al.,
2018).

El presente estudio represento las ventajas significativas de las curvas de
calibracion dosis-efecto automatizadas para rayos X empleando el ensayo CBMN,
donde dicha integracion de sistemas automatizados conllevo tanto la imagen de alta
resolucién, como las herramientas de analisis automatizado integradas en el
software, logrado mejorar la exactitud, la reproducibilidad y la eficiencia en la
estimacion de dosis en biodosimetria en el pais, de la mano con los trabajos previos
desarrollados en este tema como lo fue Chaves et al,. (2024), ya mencionado con
otros biomarcadores. Los resultados obtenidos, confirman que los sistemas
automatizados empleados ofrecen una amplia precision y exactitud, a la vez que
reducen la variabilidad inherente a la interpretacion manual, donde los valores
estadisticos de la curva dosis-respuesta presentados, validaron la fiabilidad de la
automatizacion para la deteccion de MN, evidenciando una correlacién lineal—

cuadratica entre la frecuencia de microndcleos y la dosis absorbida.
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El primer hallazgo y mas evidente del estudio, indico un claro incremento en la
frecuencia de MN a medida que aumenta la dosis de rayos X en el rango de 0 a 4
Gy, este comportamiento dosis-respuesta, corresponde con lo esperado en ensayos
citogenéticos, ya que como se menciona en estudios como los de Lusiyanti et al.,
(2016), en una gradiente de dosis, el dafio inducido por Rl en el ADN sera
directamente proporcional, provocando un aumento en la formacion de
fragmentaciones cromosémica y formacion de MN (entre otros efectos bioldgicos) y
es la principal caracteristica para la construccion de las curvas dosis-efecto, y como
se ha mencionado, a dosis cada vez mas altas, se induce dafio cromosoémico con

mayor frecuente, y con mayor grave en células individuales (Sommer et al., 2020).

Los datos recopilados para la construccion de la curva demostraron también otro
hallazgo importante, respecto a la sobredispersion de estos mediante los valores
estadisticos para la U de Papworth, ya que, algunos puntos presentaron
desviaciones importantes respecto al valor teérico nulo, que se esperaria en
condiciones de equidispersion; es decir, la variabilidad observada en los recuentos
de MN (en exposiciones homogéneas), la cual, es significativamente mayor o
inferior que la predicha por el modelo de Poisson, lo que sugiere la presencia de
sobredispersiones (0 en algunos casos subdispersién en puntos aislados) que
podrian ser consecuencia de variabilidades bioldgicas intrinsecas, o de aspectos
técnicos en el proceso de scoring (asignacion de valores numeéricos a atributos)
(Antunes et al., 2014). La existencia de estos valores asociados al estadistico U,
que en algunos casos exceden el umbral critico (7.6 a 1 Gy o0 3.44 a 3 Gy), es
congruente con lo mencionado en investigaciones previas, donde se ha usado dicho
estadistico para evidenciar distribuciones de MN que no se ajustan perfectamente
al modelo de Poisson a exposiciones homogéneas de rayos X, como se comenta
en Oliveira et al., (2015).
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Asi mismo, el nimero medio de MN por célula binucleada y la varianza, denotan
una correlacion directamente proporcional a el incremento de la dosis, donde, si la
formacion de MN siguiera estrictamente una distribucién de Poisson, dicha varianza
deberia ser igual a la media, sin embargo, el comportamiento resulta en una
varianza levemente mayor que la media a dosis elevadas, lo que enfatiza la
presencia de sobredispersion, y respalda la necesidad de utilizar modelos
estadisticos més flexibles como el negativo binomial, para describir adecuadamente
estos datos (Boei et al., 2021; Lusiyanti et al 2016). La aplicacion de los modelos
NB, son pertinente cuando se detecta sobredispersiones en los recuentos de datos,
ya que estos permiten incorporar un parametro extra que ajusta la varianza de forma
independiente de la media, ofreciendo asi una mayor flexibilidad frente a alguna
limitacion observada en el modelos como el de Poisson, donde se ha demostrado
en algunos estudios que la inclusion de parametros de NB es fundamental para
capturar de manera precisa la variabilidad biolégica presente en ensayos de
biodosimétricos (Higueras et al., 2015).

Ahora bien, segun la estimacién de dosis en las muestras incégnitas, utilizando
recuentos aproximados de 200 y 1000 células, fueron para 1.5 Gy (dosimetria
fisica), de 1.42 y 1.38 Gy, y para 3 Gy (dosimetria fisica), de 3.23 y 2.65 Gy
respectivamente, dichas estimaciones, al mantener valores en el estadistico Z
dentro del rango aceptable de -3 < Z < 3, en todos los casos, demostraron que las
variaciones observadas estan dentro de los limites estadisticamente aceptados y
que el método de estimacién utilizado es robusto para ensayos de biodosimetria
como se valida en los manuales pertinentes de la IAEA, (2011) y norma ISO
13528:2022, no obstante, cabe resaltar que todos los valor se encuentra en el rango
de | Z | <2 considerado como satisfactorio. Si bien, autores como Antunes et al.,
(2014) y Rodrigues et al., (2016), han validado la precision de la estimacion de dosis

mediante recuentos iguales o mayores a 1000 BN, destacando la disminucion del
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error estadistico y la mejora en la exactitud de la dosis estimada en sus casos
particulares, la norma ISO 17099:2014 menciona 0 sugiere emplear ambos
nameros de 200 y 1000 BN, ya que, estimaciones con recuentos con 200 BN
mantienen un correcto triaje con una estimacion de dosis adecuada, aspecto
destacado en investigaciones como las de Vral et al., (2023) y el empleo de 1000
BN son suficientes para disminuye el error estadistico y mejora la exactitud. Los
resultados obtenidos refuerzan la validacion en la estabilidad de construccion de la

curva, demostrando estimaciones fiables para su empleo en incidentes radioldgicos.

En otro aspecto, los resultados de investigaciones presentados en el cuadro 4,
sobre diversas curvas dosis-efecto en ensayos de MN, y diversos procesos de
automatizacion, contrarrestadas con los resultados para esta investigacion, permite
profundizar sobre la variabilidad interlaboratorio y la estabilidad de las curvas de
calibracion (Sommer et al., 2020; Wills et al., 2021). La obtencién de la ecuacion del
presente trabajo cuyos términos; independiente (C) 0.054458+0.0052, lineal (a)
0.044763+0.0012 y cuadratico (B) 0.014543+0.0003, sugiere que el método ofrece
una sefal basal (valor en la frecuencia de MN cuando la dosis D = 0 Gy)
relativamente alta, lo que podria indicar la presencia de un fondo de MN mayor (MN
espontaneos en células no irradiadas) o una deteccién mas sensible en la fase basal
(capacidad del sistema para capturar variaciones muy pequefas en la frecuencia
de MN cercana a 0 Gy), lo que se puede atribuir a la configuracién del sistema
automatizado, calidad y la resolucion de las imagenes fluorescentes, o criterios de
clasificacion programados, los cuales pueden ser menos restrictivos en la
eliminacién de falsos positivos que en otras investigaciones (Varga et al., (2004);
IAEA, (2011), Zaguia et al., (2020)). Contrastado con los coeficientes de los cuatro
estudios, los presentes para este trabajo, mostraron valores superiores en los tres
términos (intercepto, lineal y cuadratico) lo que se puede deber primeramente a el

tipo de estudio, dosis empleadas, fuente de radiacion, y en la forma y criterios de
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andlisis automatizados, principalmente, al comparar dichos coeficientes con los
presentes en los trabajos de Baeyens et al., (2011) y Lee et al., (2023) (en primery
segundo lugar), los cuales son los de mayor margen de comparacion, ya que en
dichas investigaciones, usaron sistemas similares de analisis automatizado
Metafer4 y MNScore, dicho esto, las diferencia en la configuracion del software y
los criterios de seleccion de células, pueden tener gran responsabilidad en las
diferencias, donde un mayor valor en el intercepto (0.054458 contra 0.0303 y
0.0178) del presente trabajo, sugiere nivel basales de MN elevados, pero también,
una deteccibn mas sensible de pequefias sefiales espontaneas del sistema
automatizado empleado. Para el termino lineal (0.0447 contra 0.0207 y 0.0237), la
mayor tasa de induccién de MN por Gy, refleja una mayor sensibilidad inicial al dafio
cromosomico inducido por radiacion. Y finalmente, el termino cuadratico de 0.0145,
se situa en un valor intermedio entre los presentados en Lee et al., (2023) de 0.0080,
y, Baeyens et al.,, (2011) de 0.0280, indicando una respuesta moderada a la
acumulacion de dafio a dosis crecientes respecto a los dos estudios, lo que puede
ser reflejo a diferencias en el grado de saturacion celular (limite de células capaces
dividirse y formar MN a dosis altas) o los efectos de segundo orden (probabilidad
dafio por dos trayectorias de ionizacion) pertinentes de cada investigacion, segun
las dosis empleadas y tipo de fuente de radiacion (Varga et al., (2004); IAEA, (2011),
Zaguia et al., (2020); Podevyn, (2021). Estas comparaciones entre estudios son de
importancia para una buena retroalimentacion del trabajo, la integracién de estos
datos comparativos, no solo fortalece la evidencia en favor del uso del ensayo
automatizado de micronucleos en biodosimetria, sino que también posibilita la
identificacion de éareas de mejora para perfeccionar la estandarizacion y la

repetibilidad de mediciones.

En conjunto, estos analisis y comparaciones demuestra que el analisis de imagenes

automatizado mejora la estandarizacién y la reproducibilidad, reduciendo la

22



variabilidad entre analistas, ademas, la integracién de algoritmos de aprendizaje

automatico, representa un enfoque promisorio para perfeccionar la precision en la

estimacion de dosis. Estos hallazgos subrayan la necesidad de continuar

avanzando en tecnologias de imagen, automatizaciéon y metodologias analiticas

para optimizar la fiabilidad y eficiencia de la biodosimetria basada en CBMN y otros

ensayos en biodosimétricos a nivel local y regional.

5. Conclusiones
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El procedimiento de irradiacion de muestras de sangre periférica, denota ser
robustos para la obtencién de datos fiables y reproducibles. Los puntos de
dosis seleccionados y célculos de dosimetria fisica, permitieron garantizd
distribuciones uniformes y exposiciones homogéneas, reflejadas en la
correcta construccion de la curva dosis-efecto

La implementacién del ensayo de micronucleos con blogueo de la citocinesis,
se destacé como un procedimiento altamente fiable y versatil por el cual se
logré evaluar mas de 82 000 linfocitos binucleados irradiados con rayos X
para este estudio, siendo una estrategia solida y confiable para la generacion
de curvas de calibracion

La integracion de la microscopia automatizada con modelos estadisticos
avanzados, denoto ofrecer mejoras sustanciales en la estandarizacion y
exactitud de la dosimetria biol6gica desarrollada en este trabajo, optimizando
el proceso de puntuacion, principalmente al aplicar criterios uniformes para
la identificacion de MN en grandes conjuntos de datos.

El uso de automatizacibn en ensayo de MN y demas ensayos en
biodosimetria, se perfila de forma indispensable en la respuesta a
emergencias radiologicas, no solo por su capacidad para reducir los tiempos

y mejorar la precision en las estimaciones de dosis, sino también por la
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oportunidad de integracion de métodos computacionales y de inteligencia
artificial para una mayor capacidad de respuesta en regiones con recursos
limitados, aumentando asi la cobertura global de la dosimetria biolégica en
emergencias

En este estudio logro denotar un incremento dosis-dependiente en la
frecuencia de micronucleos, acompafiado de un aumento de la varianza y de
la proporciéon de células con multiples MN a dosis mas altas.

El analisis de las estadisticas de dispersion evidencido desviaciones
significativas de los supuestos de Poisson, con sobredispersion y
subdispersion, alternantes segun los niveles de dosis. Estos hallazgos
indican que la formacién de MN no es puramente estocastica, reflejando
probablemente la heterogeneidad biolégica y la radiosensibilidad diferencial
de las células, para abordar esta sobredispersion, se implement6 un modelo
binomial negativo tipo 1 (NB1), que proporcion6 un ajuste superior al del
modelo de Poisson, como lo demuestran la desviacion residual menor, el AIC
reducido y los valores mayores de log-verosimilitud. La suposicién del modelo
NB1, segun la cual la varianza es linealmente proporcional a la media,
concordd con los datos empiricos, y todos los pardmetros estimados
resultaron estadisticamente significativos.

La curva dosis-respuesta resultante exhibié una clara relacién lineal-
cuadratica, lo que permitid estimar con precision la dosis de dos muestras
cegadas. Las dosis estimadas y sus intervalos de confianza
correspondientes se alinearon estrechamente con las dosis realmente
administradas, demostrando la fiabilidad del modelo. Todos los valores z
permanecieron dentro del rango aceptable (|Z| < 3), segun los criterios de
aptitud para el proposito. Estos resultados subrayan el valor de integrar
tecnologias de puntuacion automatizada con modelos estadisticos robustos

para mejorar la precision y la reproducibilidad de la biodosimetria



citogenética, en particular en escenarios que exigen analisis de alto
rendimiento y toma de decisiones rapidas, como emergencias radiolgicas o

evaluaciones de exposicion a gran escala.

6. Recomendaciones
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Para futuras investigaciones en este ambito es fundamental seguir ampliando
el desarrollo de nuevos esquemas de automatizacion y una continua
actualizacion de posibles alternativas en la parametrizacién de los criterios
empleados por los softwares utilizados como lo fue el MNScoreX, buscando
optimizar el conteo basal y la eliminacién de artefactos, esto se podria
realizar mediante ensayos puntuales que busquen afinar los umbrales de
tamafio e intensidad de los micronucleos.

Una posible busqueda de mejoras en las estimaciones de dosis se puede dar
al realizar un ensayo estadistico para seleccionar los recuentos necesarios
en BNC para un mejor triaje, manteniendo una correcta estimacion dentro de
los valores aceptables Z, realizando més estimaciones en diferentes rangos
de recuentos celulares, al comparar recuentos de 200 y 1000 BNC, con
recuentos intermedios de 500 a 2000 BNC, incorporando analisis de error
estandar en cada recuento.

Realizar una evaluacion para buscar posibles causas de sobredispersion en
el estudio podria favorecer futuras investigaciones, asi como, el manejo de
nuevos métodos de analisis en torno a este comportamiento en programas
como R, empleado en este trabajo. Alguna alternativa para esto puede ser el
analizar subgrupos celulares, agrupando por edad del donante o estatus
inmunoldgico, para determinar si la contribucién al estadistico U.

La implementacion de nuevas alternativas en modelos de automatizacion

avanzados conjuntos o por separado a los ya empleado, como deep learning



o reinforcement learning pueden mejorar la segmentacion y criterios de
clasificacion en analisis subsecuentes de MN para el laboratorio, ademés de
realizar procesos de comparacion puntuales para MN (ring trials) con otros
centros que utilicen Metafer4/MNScoreX como proximas ampliaciones del

trabajo, como se ha realizado anteriormente en otros biomarcadores
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