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Titulo: Monitoreo de marcadores de dafo genético por exposicion a radiacion ionizante (RX) en personal

asistencial del Centro Nacional de Cirugia de Minimo Acceso.

Resumen

La aparicion de cancer sigue en aumento. Existe evidencia cientifica de la incidencia en personas
ocupacionalmente expuestas en el area médica, por lo que los estudios epidemioldgicos proporcionan
informacién que es necesaria para la evaluacién de riesgos y el establecimiento de normas de proteccion
radiologica, y también aumentan nuestra comprensién del proceso carcinogénico, por lo que se diseiid una
investigacion aplicada, explicativa de cohorte prospectiva con el objetivo de monitorear la presencia de dafio
bioldgico por exposicion ocupacional en trabajadores de asistencia médica del Centro Nacional de Cirugia de
Minimo Acceso (CNCMA). El universo de estudio sera el personal asistencial que labora en las areas de
mayor riesgo para la exposicion a Rayos X, que cumplan los criterios de inclusion. La muestra estara
conformada por 30 trabajadores de las areas de riesgo del CNCMA y 30 trabajadores de areas no expuestas,
entre Julio del 2015 y Diciembre del 2017.

Se describiran las caracteristicas basales de los grupos de estudio segun variables bioldgicas y socio
demograficas y se determinaran la incidencia de dafio genético en trabajadores expuestos y no expuestos a
riesgo biologico de radiaciones ionizantes segun: la frecuencia de micronucleos en células exfoliadas de la
mucosa bucal y la frecuencia de dafio al DNA de linfocitos de sangre periférica. Con la investigacion se espera
contribuir al conocimiento cientifico, en relacion a la proteccion a radiacion ionizante en el personal médico

expuesto.
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Abstract

The occurrence of cancer is increasing. There is scientific evidence of the impact on occupationally exposed
persons in the medical field, so that epidemiological studies provide information necessary for risk assessment
and establishing radiation protection standards, and also increase our understanding of the carcinogenic
process, what applied research, prospective cohort explanatory in order to monitor the presence of biological
damage from occupational exposure in health care workers of the National Center for Minimal Access Surgery
(CNCMA) was designed. The universe of study is the nursing staff working in the areas of greatest risk for
exposure to X-rays, meeting the criteria for inclusion. The sample will consist of 30 employees from the areas
of risk CNCMA workers and 30 unexposed areas, between July 2015 and December 2017.

The baseline characteristics of the study groups are described as biological and socio-demographic variables
and identify the incidence of genetic damage in workers exposed and not exposed to biological risk of ionizing
radiation as: frequency of micronuclei in exfoliated cells of the oral mucosa and the frequency of DNA damage
of peripheral blood lymphocytes. The research is expected to contribute to scientific knowledge, in relation to

protection of ionizing radiation in medical personnel exposed.

Palabras Clave

Genotoxicidad, microndcleos, ensayo cometa, cancer, riesgo biologico, RX, dafio ADN.
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I.  Introduccién

Antecedentes
Pocos afios después del uso de las primeras radiografias para el diagndstico médico, trabajadores del sector
expuestos a radiacion desarrollaron carcinomas superficiales, leucemia, dermatitis, cataratas, entre otros

efectos adversos para la salud.

Durante los ultimos 30 afios, las mas nuevas modalidades del imaging (como la tomografia computarizada, el
examen de perfusion del miocardio entre otros procedimientos radioldgicos) dramaticamente aumentaron.
Estos procedimientos han proporcionado el inmenso beneficio clinico pero una ionizacion superior también las
exposiciones de la radiacion a los pacientes y médicos. La radiacion médica comprende casi 50% ahora de la

dosis de radiacion de capita, comparada con 15% en los tempranos afos 80.

Las mutaciones son alteraciones en el material genético, que pueden ser causadas por errores durante la
duplicacion del ADN, en la division celular. La aparicion de las mutaciones ocurre en todos los seres vivos,
siendo un proceso fundamental para la evolucion y diversidad de las especies. Muchas mutaciones no
implican cambios detectables en la actividad metabdlica de la célula en el organismo y por tanto, pasan
desapercibidas. Otras mutaciones pueden determinar muerte celular y, por consecuencia no son también
detectables. Asi, apenas un pequefio nimero de mutaciones que ocurren en genes especificos pueden

determinar un crecimiento desordenado de las células.

Los llamados agentes mutagénicos que alteran la secuencia de bases del ADN, pueden acelerar o aumentar la
aparicion de mutaciones que estan asociadas al desarrollo de neoplasias. Al pasar por varias divisiones
celulares, una célula podra acumular mutaciones que, en un nimero elevado, podra determinar la pérdida del

control de su division, determinado, asi, la aparicion del cancer.

Los mecanismos de mutagénesis y carcinogénesis parecen estar intrinsecamente ligados, una mutacion es
una consecuencia del dafio al ADN y este puede ser un estadio inicial del proceso por el cual la mayoria de los

carcindégenos quimicos inicia la formacion del tumor.

La literatura ha demostrado que mutaciones en varios genes criticos han sido encontradas como neoplasias.
Los primeros genes identificados fueron los protooncogenes, mutaciones que ocurren en uno o pocos codones
criticos, que pueden generar un producto génico activado que causa transformacién celular.( Por otro lado,
existen genes supresores de tumor que codifican proteinas esenciales para el control del crecimiento celular.

Cuando esos genes son activados por una mutacion, puede resultar un crecimiento celular aberrante.(®
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Los conceptos de iniciacion, promocioén, progresion y manifestacion de un tumor son resultantes de estudios

realizados en carcinogénesis quimica.

Los primeros eventos en el proceso de carcinogénesis quimica incluyen la exposicién a carcindgenos, su
trasporte a la célula, su activacion a metabolitos activos (en caso de que el agente sea un pro carcindgeno), el
dafio en el ADN, llevando a mutaciones que resultan en una célula iniciada. Un hombre esta expuesto
repetidamente a mezclas quimicas variables y complejas. Esas mezclas ambientales contienen tanto agentes
iniciadores como promotores, como por ejemplo, el humo del cigarro y carcinégenos completos, teniendo tanto

actividad iniciante como promotora.®)

Las causas del cancer son variadas, pudiendo ser enddgenas u exodgenas, estando, no obstante inter-
relacionadas. Las causas exdgenas se relacionan con el medio ambiente y los habitos o costumbres propias
del ambiente social y cultural. Las causas enddgenas son, la mayoria de las veces, genéticamente
predeterminadas, y estan ligadas a la capacidad del organismo de defenderse de las agresiones externas.
Estos factores pueden interactuar de varias formas, aumentando la probabilidad de transformaciones malignas

en las células normales.

De todos los casos de cancer, el 80 al 90% estan asociados a factores ambientales. Algunos de ellos son bien
conocidos; como es el caso del cigarro en el cancer de pulmén, la exposicion excesiva al sol en el cancer de
piel, y algunos virus con la leucemia, otros estan siendo relacionados con algunos componentes alimentarios;

otros aun son completamente desconocidos.®

La toxicidad genética es una medida de carcinogenicidad, mas frecuentemente usada como indicador para el
cancer, una vez que los ensayos de mutagenicidad miden un evento inicial o intermediario de la
tumorogénesis,® existiendo una alta asociacion entre respuestas positivas en los ensayos de genética
toxicoloégica y carcinogénesis, tanto en roedores como en humanos.®?) Como resultado de esas
consideraciones, los ensayos de toxicidad genética son utilizados, rutinariamente, para la evaluacion del

espectro toxicoldgico de compuestos quimicos y medicamentos.

Los marcadores de efecto bioldgico permiten detectar efectos reversibles (cambios bioquimicos tempranos) e
irreversibles (dafios patoldgicos, genotoxicidad), provocados por la interaccion de los agentes quimicos con los
organos y moléculas blanco, que inciden negativamente en la salud del personal expuesto. Las pruebas de
mutagenicidad, llamadas también pruebas a corto plazo por su relacién predictiva respecto a la carcinogénesis
experimental, estan consideradas como una excelente opcion en el area del monitoreo ambiental.(® Entre las

caracteristicas que hacen ventajosas dichas pruebas se pueden citar:(®)

e su alta sensibilidad que las hace costo-efectivas (10)
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¢ miden un efecto biologico relevante para la salud humana y, en el caso de algunos compuestos, pueden
detectar su actividad mutagénica a concentraciones por debajo de las que pueden determinarse por
métodos quimicos analiticos.

e permiten, por su rapidez y economia, realizar muestreos secuenciales para caracterizar sitios
contaminados.

e requieren de cantidades de muestra menores que las necesarias para experimentos que hacen uso de
gran numero de animales.

e por su sensibilidad y reproducibilidad pueden poner en evidencia pequefias variaciones en la actividad
mutagénica de efluentes o emisiones industriales, tras la introduccion de un proceso nuevo o el cambio de
materia prima, 11 con lo cual pueden contribuir a evitar impactos indeseables en los ecosistemas y en la
salud humana.

Entre las técnicas mas empleadas estan el andlisis de aberraciones cromosémicas estructurales, micronucleos
y el intercambio de cromatidas hermanas en linfocitos de sangre periférica (.12.13.14.1516.17).A pedido del IPCS
(Programa Internacional de Seguridad Quimica), estas metodologias han sido revisadas y actualizadas
recientemente por un grupo de expertos - Como una limitacion, es necesario sefialar que practicamente todos
los marcadores citados son indicadores de efectos iniciadores de la tumorogénesis, por lo cual es necesario
valorar también efectos promotores o identificar la exposicion y los efectos tempranos ocasionados por

carcinégenos no genotoxicos

Justificacion

Hace cincuenta afios, nuestro conocimiento del papel de la exposicion a la radiacion en el cancer humano sélo
estaba comenzando a emerger. La leucemia se habia vinculado con la exposicién de radiacion externa en
japoneses sobrevivientes de la bomba atdmica y de las personas médicamente expuestas, el cancer de
pulmon relacionado con la exposicion al raddn en las minas subterraneas, el cancer de piel con la exposicion a
la radiacion en los radidlogos, y el cancer de hueso con la exposicién a radio en pintores. (18)-Se desconocia si
otros tipos de cancer estaban relacionados con la exposicion a radiacion, y no hubo datos para cuantificar los

riesgos de cancer por la exposicion a la radiacion en diversos entornos.

El conocimiento de los riesgos de cancer en los seres humanos ha avanzado enormemente en el ultimo medio
siglo. Gran parte de este conocimiento proviene de los estudios de los sobrevivientes de la bomba atémica en
Hiroshima y Nagasaki, que ahora han sido seguidos por mas de 50 afios. Ademas, ahora hay una gran
cantidad de datos de los estudios de las personas que han sido expuestas por razones médicas,
ocupacionales o ambientales. Es importante destacar que muchos estudios han incluido grandes esfuerzos
para estimar las dosis para sujetos individuales que permiten cuantificar el riesgo en funcién de la dosis, para
evaluar como la edad y el género en la exposicion podria modificar la relacién dosis-respuesta, para examinar

cémo cambia el riesgo como sujetos son seguidos en el tiempo, y para investigar las interacciones de la
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radiacion y otras exposiciones. Por lo tanto los estudios epidemioldgicos proporcionan informacion que es
necesaria para la evaluacion de riesgos y el establecimiento de normas de proteccion radiologica, y también
aumentan nuestra comprension del proceso carcinogénico.
Numerosos estudios han evaluado la mortalidad por cancer o la incidencia en personas ocupacionalmente

expuestas en las areas nuclear, médica, la mineria y las industrias de la aviacion.('9)

Aun cuando se tomen medidas de seguridad para neutralizar los efectos toxicos que la exposicion médica

pudiera ocasionar en los trabajadores, factores tales como:

¢ la permanencia en contacto durante toda la jornada laboral, en periodos de tiempo razonablemente largos
(meses, afos).

Hacen pensar en la necesidad de monitorear algunos marcadores de dafio bioldgico por exposicién en el

personal médico, pues se trata de radiacion ionizante de reconocida toxicidad, cuya accién como agentes

mutagénicos, teratogénicos, trastornos reproductivos y carcinogénesis.

Este proyecto se propone estudiar las variaciones en indicadores de dafo genético a nivel de ADN y
cromosomas, detectables en linfocitos de sangre periférica y células exfoliadas de la mucosa bucal que
pueden relacionarse con la exposicion a radiacion ionizante en trabajadores de la asistencia médica del

Centro Nacional de Cirugia de Minimo Acceso.(CNCMA)

Hipdtesis de trabajo
La exposicién a radiaciones ionizantes por parte del personal de asistencia médica que labora en las areas de

riesgo bioldgico del CNCMA esta relacionada con la presencia de dafio genético en los mismos.

OBJETIVOS

Los objetivos propuestos son los siguientes:
Objetivo general:
. Monitorear la presencia de dafio biolégico por exposicidon ocupacional en trabajadores de asistencia médica
del CNCMA.
Objetivos especificos:

Describir las caracteristicas basales de los grupos de estudio segun variables biologicas y socio
demograficas.
. Determinar la incidencia de dafio genético en trabajadores expuestos y no expuestos a riesgo biolégico de
radiaciones ionizantes segun:

- Frecuencia de micronucleos en células exfoliadas de la mucosa bucal.

- Frecuencia de dafio al DNA de linfocitos de sangre periférica.
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Il.  Metodologia
Clasificacion de la investigacion: Aplicada
Tipo de Estudio: Explicativa de cohorte prospectiva.
Seleccién de los sujetos.

Universo de trabajo

Se realizara un estudio con el personal asistencial que labora en las areas de mayor riesgo para la exposicion
a Rayos X, entre Julio del 2015 y Diciembre del 2017. Incluye toda la informacion relativa a los riesgos a que
se expone cada trabajador de acuerdo al area en que labora, asi como las medidas de seguridad. En los
locales se evaluara climatizacion, barreras de seguridad, medios y medidas de proteccion individual, y pasos a
seguir ante accidentes. En las areas donde existe exposicion directa a RX laboran 30 trabajadores. Estas son:
Salén de operaciones (Equipo Arco en C), Angiégrafo, Tomografia axial Computarizada (TAC) y RX. Ademas,
se conformara un grupo de referencia, integrado por 30 individuos no expuestos del area de oficinas. Se

redactara un informe en que aparezcan todos los datos relativos a las areas de muestreo.

Criterios de inclusién
Cohorte expuesta: Trabajadores que laboran en las areas de riesgo y Cohorte no expuesta: Trabajadores que

laboran en departamentos de oficinas.
Consentimiento del trabajador para la realizacion del monitoreo propuesto.

Criterios de exclusion

. Trabajadores que no consientan en seguir los pasos de este Proyecto.
. Trabajadores con diagnostico de Cancer.

. Gestantes.

Criterios de salida una vez comenzado el Proyecto:

En cualquiera fase del estudio, cuando el trabajador manifieste su voluntad de no seguir el monitoreo

propuesto.

Dinamica de trabajo
El estudio se realizara con 30 trabajadores de las areas de riesgo del CNCMA y 30 trabajadores de areas no
expuestas, entre Julio del 2015 y Diciembre del 2017.
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Consideraciones éticas

De acuerdo con las consideraciones éticas que deben tenerse en cuenta en las investigaciones donde se
involucran seres humanos, la participacion en este estudio de monitoreo debera ser siempre voluntaria y no
representara un riesgo para la salud. Por lo cual este paso se realizara teniendo como base una reunién con
todos los trabajadores en la que se informaran los antecedentes y objetivos del estudio, las medidas para
evitar cualquier riesgo asociado al mismo y el uso que se dara a las muestras tomadas, incluyendo futuros
analisis si los hubiere. También se explicara que la informacién personal estara debidamente protegida y el
acceso a la misma sera limitado. Cada participante tendra derecho a ser informado de sus resultados
individuales, acompafiados de una interpretacion competente. Los lineamientos éticos sobre experimentacion
en humanos (021 seran tenidos en cuenta. Se realizara una entrevista personal con cada trabajador, en la
que se solicitara su conformidad para participar en el mismo. De ser afirmativo, el trabajador firmara un acta
de consentimiento informado redactada de acuerdo a las Buenas Practicas de Investigacion Clinica 22 y la
Guia ICH Tripartita y Armonizada para la Buena Practica Clinica,@) que se adhieren a los aspectos éticos
recogidos en la Declaracion de Helsinki- 24 A continuacién se llenara un cuestionario en que se tomaran datos
personales, de estilo de vida, estado de salud y labor que desempefia. Se hara un analisis estadistico que
incluira: area, sexo, edad, tiempo de trabajo y habito de fumar, entre otros, con lo cual se elaborara un informe

parcial que se utilizara posteriormente en el analisis de los resultados.

La investigacion deber ser aprobada de forma rigurosa por el Consejo Cientifico y la Comisién de Etica
Médica del CNCMA.

Finalmente, el grupo de investigadores que conducira el estudio pertenecen al CNCMA y al CIDEM con
probada formacién académica e investigativa, con experiencia en la conduccion de ensayos pre-clinicos y en

el monitoreo de poblaciones expuestas.
Registro de los grupos de muestreo.

Los datos obtenidos a partir de la encuesta individual se registraran permanentemente mientras dure el
estudio. Para ello se creara una base de datos utilizando el programa Access 97 de Microsoft Office, que
tendra como campos los distintos parametros evaluados en la encuesta, a lo cual se adicionaran los
resultados del estudio, es decir los valores obtenidos en los ensayos para los distintos marcadores de dafio
genético evaluados en cada trabajador. El acceso a la base de datos estara limitado mediante una contrasefia

a los trabajadores del Dpto. de Investigaciones Clinicas.

Procesamiento estadistico de la informacién
En el ensayo cometa, el indicador de dafio es la migracion promedio de DNA celular (en um) para cada

individuo. En la comparacion estadistica entre grupos se utilizaran las pruebas de Kruskall-Wallis y U de
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Mann-Whitey. El analisis multifactorial serd usado en todos los casos para explorar la influencia de otros

factores como edad, sexo y habito de fumar.

En el ensayo de MN se calcula la frecuencia de células micronucleadas y con atipias nucleares por 1000
células, obteniéndose los promedios, errores estandares, por medio de una ANOVA de clasificacion simple,
luego se comparan los resultados entre la poblacidon expuesta y la no expuesta conociéndose de esta forma la
magnitud de la alteracion genética y dependiendo de ello reconocer la existencia de un dafio potencial o

efectivo para la salud.
Toda la informacion existente sera vertida en una base de datos de Microsoft Access.

El analisis estadistico sera realizado por una especialista de 1er Grado en Bioestadistica. Se emplearan para
realizar dicho analisis el programa estadistico SPSS para Windows (IBM-Versién 21) y el programa MedCalc
(version 4.15A). En la comparacién de las caracteristicas basales de ambas cohortes se emplearan pruebas
estadisticas de comparacion de medias (t de Student) para variables cuantitativas y chi cuadrado (X2de
independencia), en el caso de las variables cualitativas. Se utilizara como medida de asociacion entre la
exposicion y el efecto, el riesgo relativo asi como el intervalo de confianza para el mismo (95%). Asi como la
prueba X2 de asociacion entre la exposicion y el efecto y la probabilidad asociada a estos estadigrafos de
prueba. Se ofreceran los resultados de significacion estadistica obtenidos para estos coeficientes para un
nivel a=0.05 como significativo. Finalmente los resultados se presentaran de manera tabular y grafica para

facilitar su comprension y analisis.
Muestreo

Se haran tres muestreos, espaciados un afio entre si. En cada uno de ellos se tomaran 10 ml de sangre del
trabajador. Las jeringuillas se envolveran en papel metalico para proteger su contenido de la luz. También se
muestrearan las células de la mucosa bucal con aplicadores estériles y codificados se deposita el raspado en
tubos que contenga 2-3 mL de soluciéon salina fisioldgica (0.9%) se golpea ligeramente el aplicador, para
facilitar el desprendimiento de las células exfoliadas. Las jeringuillas y los tubos con las células exfoliadas se

conservaran en hielo hasta el regreso al CIDEM
Evaluacion de la frecuencia de microntcleos en células exfoliadas de la mucosa bucal.

El ensayo de micronucleos (MA) en células exfoliadas bucal es una técnica innovadora genotoxicidad, que es
una promesa para el estudio de las sustancias cancerigenas epiteliales. Los micronucleos son dosimetros
internos idéneos para revelar el dafio genotdxico especifica de tejido en los individuos expuestos a mezclas

cancerigenos. Este ensayo se ha utilizado desde la década de 1980 para demostrar los efectos citogenéticos
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de las exposiciones ambientales y ocupacionales, factores de estilo de vida, deficiencias en la dieta, y

diferentes enfermedades, junto con las caracteristicas de micronucleos y otras anormalidades nucleares

Este ensayo constituye un proceder minimamente invasivo para el estudio de dafios en el ADN, la
inestabilidad cromosdmica, la muerte celular y el potencial de regeneracion de tejido de la mucosa bucal
humana. Este método se utiliza cada vez mas en los estudios epidemiolégicos moleculares para investigar el
impacto de la nutricion, factores en el estilo de vida, la exposicion a genotoxinas, dafio al ADN, mala
segregacién cromosomica y muerte celular. (2526) Los biomarcadores medidos en este ensayo se han
asociado con un mayor riesgo de envejecimiento acelerado, el cancer y las enfermedades
neurodegenerativas. Este protocolo describe uno de los métodos actuales establecidos para la recoleccion de
células bucales, la generacion de una suspension de células individuales, la centrifugacion, fijacion y tincion
con Giemsa y se leen al microscopio 1000 células consecutivas pare evaluar la frecuencia de células
micronucleadas. Los criterios de puntuacion de micronucleos y otras anomalias nucleares también se

describen en detalle.

Se analizara la frecuencia de micronucleos (MN) y los cambios nucleares (cariorrexis, cariolisis, huevo roto y

binucleadas) en las células epiteliales bucales.
Ensayo Cometa para la deteccion de dafio en el ADN y reparacion en células individualizadas.

Se realizara en linfocitos aislados de sangre total segin Singh 2000. 25 Para el montaje de la técnica se
seguira lo descrito por Collins,2004.(2") La sangre se extraera con jeringuilla plastica estéril previamente
heparinizada y se guardara en viales Eppendorf de 1.5 ml, cubiertos con papel metalico, que se conservaran
en refrigeracion hasta el momento del ensayo. Las células se suspenderan en agarosa de bajo punto de
fusién, que se extendera sobre laminas de microscopia cubiertas con agarosa. Luego se lisaran con
detergentes en condiciones de alta fuerza idnica para liberar los nucleos. A continuacion las laminas se
incubaran en un buffer de electroforesis alcalino para desnaturalizar y desenrollar el ADN, asi como facilitar la
expresion de roturas de simple cadena en sitios alcali-labiles. A continuacion las laminas se someteran a
electroforesis en el mismo buffer, se neutralizaran y se tefiran con bromuro de etidio. Luego se
inspeccionaran en el microscopio de fluorescencia con objetivo de 40x y el dafo celular se cuantificara por
medicién del tamafo de los cometas con un ocular graduado.?® El montaje de la técnica considerara la
influencia de los distintos pasos antes mencionados en el resultado del ensayo, asi como su adecuacion a las

condiciones de trabajo de nuestro laboratorio. Por cada individuo se evaluaran 100 células (cometas).
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Ill. Resultados

IMPACTOS

El Impacto Cientifico estaria determinado por:

= Contribuir al conocimiento cientifico, en relaciéon a la proteccion a radiacion ionizante en el
personal médico expuesto.

» Publicaciones cientificas, reportes en congresos, con divulgacion de resultados y salida como
tesis doctoral.

El Impacto Econémico estara dado por:

Ll Prevencion del cancer en trabajadores de la asistencia médica.

El Impacto Social estara dado por:

= Conservacion de la calidad de vida en un grupo de alto riesgo.

= Desarrollar al centro como un lugar de alta especializacion para el manejo de la exposicion a
radiacion ionizante (RX).

= Sentar las bases para la introduccion futura en el centro de otras técnicas de de mayor

complejidad.

IV. Conclusiones

El resultado principal de este estudio proviene de la comparacién entre los valores promedio de cada grupo
(expuestos y referencia) para cada marcador de dafio genético. Esto, analizado conjuntamente con los
resultados de la encuesta, indica si la exposicion derivada de las condiciones de produccion habituales ha
causado dafios genotoxicos en células somaticas (linfocitos y mucosa bucal) de los trabajadores en algun

momento a lo largo de 2.5 afios de trabajo
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