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NOMENCLATURA

B aam

B ADN: Acico desoximivonucieico
AC: Aberraciornes cromosomicas.
AN Anormalicades nudleares.
AN Cromosomea anifio.

ATA Ariafase lardia.

ATE: Anaiase termprana.

B Beta.

BIN- Celuia binuicieada,

CC Cromating anormalrnente condensada.
L Canoliss.

CR: Canorrexis,

CMN: Célua micronuicieads.
DCM, Deledion cromosormica.
DT Delecion cromatidica.

DIC: Cromasorna dicéntrico.
Dt Dirninio.

O5B: Double-Strand Greaks.

e Hectron,

ENR: Endorreduplicacion.

el Eectron volt.

FA: Fragmentos acemniricos.

¥ Gamma

GCM: Gap cromosomico.

GCT: Gap CrOmatdico.

Gy: Grey.

Kb kito base.

Kel kito efeciron volt

MeV: mega electron Vot

mSv: i Slever.

NI Nucdleo fobuiado.

PN Ficriosis.

RCM: Rompirmiierito crormosomico.
RCT: Rompimieno crormaticico.
X Rayos X

S Sequndos.

S5SB. Single-Strand Break.
Tras, Iraslocacion

TRI: Tetrarradial

Z Peso atdrmico.
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. RESUMEN

Uno de los mayores problemas que enfrenta la salud ambiental, es la alta contaminacion
a nivel global, fendmenos asociados con  efectos nocivos para la salud  y con e
incremento en et riesgo de contraer cancer [i]. Ast mismo, algunas actividades humanas
incrementan esos factores de riesgo, al utilizar de forma cotidiana sustancias quimicas o
por estar expuestos a fendmenos fisicos como las radiacionss [2).

En el caso de fendmenos fisicos, los efectos gor exposicion a radiaciones desde fuentes
externas son un serio problema, el cual ha despertado el interés por desarrollar
marcadores biologicos que permitan la deteccidon de una reaccion del organismo
debido a exposiciones accidentaies, ocupacionales o ambientaies [3]

AUn en ambientes controlados, el personal ocupacionalmente expuesto a radiacicnes
ionizantes (POE) presenta un riesgo potencial mayor y constante de desarrollar
disfunciones biologicas. Por tal motivo, el POE se ve obligado a utilizar métodos  de
prevencion, evaluacion y control de riesqo ocupacional, el cual es llevado a cabo por
sistermas de dosimetria fisica, el cual no en todos fos casos es utilizado.

En la actualidad, el analisis de aberraciones cromosémicas estructurales y micronticleos
en linfocitos de sangre periférica, poseen mayor importancia en el biomonitorecf4]. Esto
debido a que la radiacion en exposiciones cronicas, puede manifestar efectos
bnoioglcos y en particular darfio al materlai genetico, fendmenos que se asocnan con
carcinogénesis {5]. 3

Como contribucion original, en.este trabajo se utilizo una técnica alterna conocida como
prueba de deteccion de micronUcleos en mucosa bucal, método rapido que evalla-el-
efecto sistematico e inmediato de agentes genotdxicos, €l cual no se ha utilizado para
niveles bajos de exposicion a radiacion y en virtud de las capacidades del analisis de
aberraciones cromosomicas, estos dos se probaron como sistemas alternatrvos para
biomonitoreo de rutina en POE.

Para evaluar la presencia basal de micronucleos en mucosa bucal y la frecuencia de
aberraciones cromosomicas tanto espontaneas como inducidas (a 1.5 GY), colaboraron
13 individuos del POE con sus respectives controles, pareados por edad y sexc. A los
cuales, se les realizaron frotes para observar micronlclecs en mucosa donde se
analizaron 2000 celulas por cada individuo. Ademas, para el estudio cromosomico, a
cada individuo se le realizaron cultivos celulares, anaiizandose 230 células en mitosis por
cultivo basal y 230 por cultivo radiado [considerando a las aberraciones mas importantes
a fas traslocaciones, cromosomas dicéntricos vy anillos}). Todo esto tanto en POE como en
controles.

En los resultados obtenidos, la prueba de micronucleos de mucosa fue capaz de
detectar diferencias significativas entre controles y POE con registros de dosimetria fisica
bajos. Al iguat que el estudio de aberraciones cromosomicas, ‘que en muestras basales
presentod significancia entre los dos grupos. No asi con las muestras radiadas, donde las
aberraciones cromosomicas resultaron ser muy simitares entre el grupo control y el POE.




Cabe sefialar que & los métodos utilizados se les aplicaron pruebas para calificar sus
alcances y limitaciones; La prueba de microntcleos presentd una moderada sensibilidad
(0.75) y baja especificidad (0.50). En el caso del estudio cromosdmico, también presentd
una moderada sensibilidad {0.75) pero una adecuada especificidad [0.21).

Por lo anterior, es posible considerar al estudio cromosémico como un buen sistema
anual de vigilancia epidemiologica, ya que dafnos cromosomicos provocados por
exposiciones cronicas ¢ agudas, se pueden seguir presentando hasta 7 anos despueés.
En cuanto a la prueba de microntcleos, es factible utiizarse cuando se sospeche de una
exposicion aguda (sobre exposicitn y/o un accidente radicldgico), esto debido a que el
ciclo de vida de las células de mucosa bucal es condicionado por los habitos alimenticios
v de higiene, que se reduce a un par de meses.

En virtud de que ambos metodos fueron capaces de detectar dafo en Dajas dosis de
exposicién, se discuten impiicaciones favorables para su implementacion de rutina como
alternativa de  biomonitoreo en POE no posea ningdn tipo de control dosimeétrico,
debido a la alta frecuencia de estos biomarcadores, son claros indicadores de riesgo de
cancer, io cual debe tener una aplicacion especifica en las practicas epidemioclégicas y
en las politicas de la salud armbiental (4],




2. INTRODUCCION

La tecneologia y la medicina actual, utiliza sofisticados equipos e instrumentos radiactivos
para diagnostico y tratamiento de enfermedades [7]. En 1995 el mundo de la radiciogia
-celebrd los cien anos del descubrimiento de un nuevo tipo de rayos penetrantes
descubierto por el fisico aleman Conrad Roentgen en 1895, quien estudiaba los rayos
catodicos en un twibo de descarga gaseosa de alto voltaje. Roentgen llamo a los rayos
iInvisibles “rayos X” por su naturaleza desconocida [8.9).

En esa misma decada, en el laboratorio de fisica del musec de historia natural de Paris, a
partir de unos estudios sobre fluorescencia en compuestos de uranio, Henri Becquerel,
descubrio el fenomeno de la radiactividad, este haliazgo se hizo publico el 2 de Marzo
de 1896, estableciéndose por primera vez la existencia de este fendmeno [10).

Por otra parte Marie Curie descubrid gue habia elementos mas radizctives que el uranio,
{e! polonio y el radio}. Marie Curie fue Iz primera en utilizar el termino ‘radiactivo’ para
describir los elementos gue emiten radiaciones cuando se descomponen sus nucleos (8.

También en 1896 dos fisicos franceses Oudin y Barthelemy  obtuvieron mediante rayos
X una imagen de huesos de una mano en la Academia Francesa. Sin embargo, como
aplicacion, el primer diagnostico médico se realizo en la armada de Sudan en 1898y en
ese mismo ano en Nueva York se realizaron 28 pruebas de diagnostico. En el afio de
1900, Rutherford en asociacion con Owen y la Universidad de McGill de Montreal,
realizaron el descubrimiento de los diferentes tipos de radiactividad (o, By v], datos que
se convirtieron en el centro de atencion de la fisica [8).

(Pero que acerca de los efectos bioldgicos? En este aspecto Pierre Curie realizd unos
experimentos ‘aplicando radiacion emanada por el radio {elemento) a renacuajos. Y
observo que esas emanaciones producian severas anormalidades en el crecimiento de
los mismos. Pero no fue hasta el afto de 1902 gue se reportd el primer cancer de piel
provocado por {os rayos X, lo que maotivd a muchos clentlficos a realizar estudios sobre
la radiacién en sistemnas bioldgicos [8).

El primer estudio a nivel reproductivo fue realizado en ratones irradiadcs y fue llevado a
cabo por A Schonberg en 1903, posteriormente se realizd un estudic patologico
utilizando radiacion icnizante por Heineke en 1905, utilizando ratones, congjos, cerdos y
perros. Y fue hasta el ano de 1922 cuando la radiacién biofisica nace como ciencia
postulada por Dessauer' s quien: realizo efectos cuantitativos de 1a radiacion. En 1927 J.
Muller disend un métode para buscar cualguier mutacion letal posible en el cromosoma
X de Drosophia. Muller utilizando una prueba, en la cual midio las frecuencias letales
tras irradiar machos con rayos X y sus resultados aportaron las primeras pruebas
experimentales sobre la existencia de mutagenos, en este caso los r-X [11].

£l 4 de julio de 1934, victima de sus propias investigaciones muere Marie Curie y su hija
tempo después, consecuencia de ias fargas exposiciones radiactivas del radio y el
polonio, ambas desarrollaron anemia perniciosa [8]. En tos anos siguientes se cormenzo
a escribir un libro lamado ° Resultados y conceptos sobre radiacion y genetica clasica’,
por Lea en 1942, Zimmer en1947, y en 1954-56 por Holleander, donde algunos de los
conceptos y conclusiones mas importantes fueron que: al irradiar rayos X de baja
energia y rayos Uv en células germinales, se inducen mutaciones somaticas ademas de
desarrollar cancer [12.




3. JUSTIFICACION

En diversos servicios donde se utifiza material radiactivo, existe una gran necesidad de
conocer exactamente cuales son los efectos a nivel genético, que ocurren al exponerse
a las distintas formas de energia en un ambiente laboral, esto principaimente en
personal ocupacionalmente expuesto (POE} a radiaciones ionizantes. Si bien, para
controlar y establecer las condiciones de seguridad radiologica y ambiente  laboral
‘Optimo. En México se cuenta con una serie de normas que rigen en todos [os centros de
trabajo del territorio nacional donde se produzcan, manejen, alimacenen o transporten
fuentes de radiacicnes icnizantes.

Uno de los puntos mas importanies es la NOM-017-STPS-1993. La cual obiiga
proporcionar al POL e equipc de proteccion personal, equipo de deteccion de
radiacion ionizante (el cual debe ser calibrado periddicamente, y del tipo, sensibilidad vy
caracteristicas de acuerdo a lo establecido), ademas de capacitario en su uso y
asegurarse gue sea utilzado. Con objeto de mantener una vidilancia medica
permanente, la NOM-026-NUCL-1999, menciona gue se debera lievar un registro
mensuat de dosis mensual acumulada vy del total acumulado durante [a vida laboral del
individuo, ademas de examenes sucesivos, a fin de disponer de elementos de referencia
que permitan apreciar 1a importancia de cualquier mcdificacion ulterior y que
suministren informacién en casc de exposiciones accidentales.

Sin embargo, en términos reales, no todo el POE cuenta con  sistermas fisicos de
deteccion y/o monitoreo. Lo que aumenta la necesidad de contar con un sistema
alterno de biomonitoreo. Sin embargo, cabe sefalar que en el caso de la técnica de
identificacion de microndcleos de mucosa bucal, requiere ser evaluada previamente
para su uso, asumiendo que el POE esta expuesto a dosis bajas.

Ante tal situacién, consideramos que hacer un estudio genético para conocer si existen
alteraciones cromosomicas en POE, puede aportar datos importantes sobre o gue
sucede con estos trabajadores, iG que serviria en un futuro para tomar estrategias de
monitores, proyectar estos datos a otros servicios gue posean o no, coriro! de
dosimetria fisica y por ultimo, proporcionar mayor informacion respecto a los efectos
bioldgicos por exgosicion a bajas dosis de radiaciones ionizantes.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar y analizar e dafo genetico-ambiental de las radiacicnes ionizantes en el
perscnal ocupacionalmente expuesto del Hospital Civil de Belén.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Cuantificar presencia de microndcleos en celulas de mucosa bucal.

- Cuantficar la frecuencia y proporcion de dano cromosomico en linfocitos de sangre
periférica de los grupos de estudio.

- Correlacionar ios registros de dosimetria fisica y de Biomarcadores.

- Reatizar un analisis comparativo de ambos metodos de biomonitoreo.

5. HIPOTESIS

Las pruebas, tanto de microndcleos de mucosa bucal como el analisis de aberraciones
cromosomicas, tienen la capacidad y sensibilidad de detectar alteraciones genéticas en
POE tras haber sido expuesto a niveles de radiacion relativarmente bajos y/o dentro de la
normatividad laboral actual.




6, ANTECEDENTES

La dosimetria biclogica se ha utilizado en el contexto de {as radiaciones desde 1962 por
los investigadores Bender y Gooch, quienes sugirieron el uso de flinfocitos para hacer
analisis de aberraciones cromosomicas, para detectar y cuantificar a exposicion a la
radiacion comao un sistema de informacion compiementariz a fa dosimetria fisica [12].

No obstante, buscando una forma simple y de rapida deteccion, se desarrollo la prueba
de micronticleos. La cual se aplico en 1973 por Heddle, quien contabilizd micronucleos
de linfocitos despues de haberlos expuesto & agentes genotdxicos, enconird que comao
unica desventaja, era que [os linfocitos no responden al estimulo mitogénico de forma
homogénea, problema resuelto por Fenech y Morley en 1985, adicicnando en (os
cultivos celulares citocaiasina B [12).

En 1992 Straume, estimd dosis en empleados expuestos a bajas dosis de radiacion
cronica, correspondiente a 32 anos, encontrando un aftc nivel de cromosomas
dicéntricos y de trasiocaciones, ademas de una maycr frecuencia de micronucieos en
relacion con su grupc control. En 1994 Streffer, sefald que. existen fendmenos que
pueden provocar un factor de confusion en relacion con los micronuciecs de linfocitos
binucleados, los cuales pueden ser la edad, sexo, ef consumo de alcohol y de tabaco[12].

Sibien, la respuesta en los seres vivos varia de una especie a otra, ef estudio de dafos
cromosomicos inducidos en linfocitos, ha sido plenamente establecido para monitoreo
de efectos genotdxicos {13]. Habitualmente la dosimetria bioldgica evalia el efecto
agudo de dosis medias 0 altas en situaciones extraordinarias. Sin embargo, las .
exposiciones habituales en POE son tedricamente bajas. Se considera una dosis baja a =
una maxima exposicion anual de 20 a 50 mSv en POE. Por lo tanto, el uso de a :
dosimetria -cromosdmica es de utilidad si el ambiente laboral o las normas de sequridad . -
no'son adecuados [14]. - ' :

Una forma directa de evaluar efecto biologico, es observar incremento en la frecuencia
de aberraciones cromosémicas inducidas, en particular, cromosomas dicéntricos, cuya
frecuencia basal es alrededor de .39/1000 células y considerando gue en dosis por
debajo de 100 mSv de rayos gamma o 50 mSv por neutrrcnes de fision se encuentra el
limite mas bajc de deteccidn {14]. Una alternativa adicional constituye el uso de la
prueba de micronuclecs, la cual estima dano cromosomico estructural [13].

Un fendmeno bicldgico que influye ambas pruebas es el de respuesta adaptativa, gue
consiste en una disminucion en la frecuencia de dano a bajas dosis, debido a la
activacion de mecanismos de reparacion. En estudios de exposicion a radiacién
ocupacional, se ha observado gue en fas celulas que poseen cromosomas dicéntricos
inestables; persisten en sangre periférica con una vida media de tres anos, por 1o gue ia
prueba es de utilidad considerando dosis acumuladas anuaies.

Por ultimo, los investigaderes recomiendan gue se revise minuciosamente el perfil
epidemioldgico y el historial de exposicion en POE para complementar ia formacion
obtenida por la dosimetria biologica. Sin embargo, En los hospitales de México no se
-aplica de rutina la dosimetria biclogica, y en el mejor de los casos, solo se cuenta con el
registro de las dosis recibidas por cada trabajador, examenes medicos de pre-emplec y
los examenes clinicos anuales rutinarios gue permiten conocer a grandes rasgos el
estado de salud del trabajador.




7. MARCO CONCEPTUAL

Diverscs estudios han mencionado la importancia que tienen los multiples factores
ambientales con reiacion a la salud de los individuos. Uno de esos factores es a
radiactividad, fendmeno natural gue ha existido siempre en el universo y que forma parte
de nuestra vida cotidiana [10]. Sin embargo, en la actualidad ademas de las fuentes
radiactivas naturales, se enlistan las plantas nucieares, aiguncs procesos industriales y
algunos servicios medicos entre otros (fig. ).

La radiacion consiste principalmente en la emision y propagacion de energia a traves del
espacio. Sin embarqgo, para visualizar al fendmeno radiactividad con mayor facilidad,
podgemos citar a la luz visible comao ejemplo, la cual es solo una pequetia parte del vasto
espectro electromagnetico. Esta pequeita cantidad variable se le conoce como longitud
de onda [15].

Sin embargo, con-los avances cientifico-fecnologicos, algunas radiaciones se han
generado de forma artificial. No obstante, si exploramos conjunta y sistematicamente, fas
radiaciones comprenden un amplio espectro {ver espectro electromagnetico anexo ).
Las que producen lz ondas herizianas (radiofrecuencias y microondas), radiacion
infrarrgja, visible, ultravioleta, rayos X y rayos gamma [i6]. En el caso de las ondas de
radiofrecuencia, la-radiacion infrarroja y el espectro visible, se presume gue no tienen
efectos negativos sobre ia salud.

Las microondas (utilizadas comdnmente en sistemas de radar y de telecomunicaciones)
con frecuencias mayores a 1250 Mhz, son potencialmente capaces de producir
alteraciones geneticas [17]. Los rayos ultravioleta, son principalmente emitidos por el sol,
en  equipos Opticos y en algunos sistemas de esterilizacion, que en exposiciones
prolongadas pueden producir danos en la piel (1),

Los rayos X de baja energia son emitidos por monitores de TV, computadoras
fotocopiadoras entre otros, v fos =X de alta energia, son los utiizados para la diagnosis
medica y en algunas industrias. Por ultimo los rayos gamrma, traslapan el limite superior del
espectro de rayos X y estos provienen de sustancias radiactivas, reactores nucleares y de la
radiacion cosmica [18].

B Naturai

Medico e Ind.

O Desechios
Plantas nucieares

Fig. 1. Grafica que muestra la proporcion de las distintas fuentes radiactivas, la mayor parte de la radiacion a la
que estamos expuestos tiene un ofigen naturai  (56%). La radiacion emitida por servicios médicos e
industriales ocupa wn 317 %. Un 12% es debido a los desechos v de pruebas de armas y finalmente un
0.03% es debido al funcionamiento de generadores nucleares [ | 8}.




Para fines de este trabajo, solo se tomara en cuenta el riesgo ocupacional, el cual esta
delimitado por el uso de materiales y dispositivos que producen radiaciones ionizantes. £n
estos casos, la irradiacidon puede ser externa o interna. En el primer caso, €l riesgo
dependera de la dosis, del tipo de radiacion y de su energia. En el segundo, se presenta
cuando la fuente se encuentra dentro del organismo. Cabe senalar, que los materiales
radiactivos pueden ingresar al cuerpo por ingestion, inhalacién, por absorcion a través de
ia piel o bien por la sangre [20].

Sin embargo, para entender los fendmenos radiactivos, es necesario conocer la estructura
atémica. En este aspecto, se han creado modelos que explican los procesos que se llevan
a cabo en el mundo subatémica. AUn en la actualidad, se tiene la tendencia a pensar en
el modelo de Bohr a pesar que ha sido sustituido por modelos gue permiten obtener
mejores resuitados, pero que son cada vez mas abstractos.

7.1 ESTRUCTURA ATOMICA

Los modelos contemporaneos del atomo han dado lugar a teorias matematicas
imposibles de representar por medic de imagenes. Sin embargo, para ser util, un modelo
del atomo debe ser congruente con un modelo de la luz. La fuente de toda emanacion
luminosa es el movimiento de ios electrones en el interior del atomo. Los principales
modelos de la luz gue han existido son el corpuscular v el onhdulatorio {18].

La fisica actual nos dice que hay cantidades cuantizadas: como la energia y el momento
angular. La energia de un haz de luz esta cuantizada, es decir, viene en paguetes o
cuantos,; solo pueden existir NUMmercs enteros de cuantos. Los cuantos de Iz luz, o en
general de cualguier tipo de radiacion electromagnetica, son fotones; (os cuales tienen
una energia en reposo nuia. La energia total de un fotdn se debe a su energia cinética: la
energia de un foton es directamente proporcional & su frecuencia [21].

Asi, utilizando el modelo de Bohr, ef nucleo esta constituido de particulas llamadas
nucleones que son protones cuando poseen carga eléctrica positiva y neutrones cuando
son electricamente neutros. Los neutrones y los protones tienen casi la misma masa, pero
la del neutron es algo mayor. La masa de los nucleones es casi 2000 veces superior a la
masa de los electrones, de modo que para fines practicos, la masa dei atomo es igual a la
sola masa del nucleo. En un atomo eléctricamente neutro hay tantos protones en el
nuclec como electrones en orbita. El numero de protones determina ias propiedades

guimicas del atomo, ya que la carga nuciear determina la estructura de las orbitas
electronicas posibles (18],

La funcién principal de os neutrones consiste en hacer soporte nuclear que evita gue el
nucleo se desintegre, por otra parte, unc de los factores que limitan el tamario del nucleo
atémico es el hecho de que los neutrones mismos no son estables por si solos. Cabe
senalar, gue el numero de neutrones o afecta directamente la estructura electronica y
por lo tanto, no afecta a la quimica del atomao.

En apariencia ios neutrones precisan la presencia de protones para evitar una
desintegracion. Sin embargo, una vez que el nudeo ha aicanzado cierto tamano, el
numerc de neutrones es tan superior al de los protones que en la mezcla no hay
suficientes protones para impedir gue 1os neutrones se desintegren. Los neutrones que no
estan cerca de un protén se descomponen en un proton y un electron, asi el nicleo se
desintegra o en forma similar, es radiactivo [18].




7.1.1. DESINTEGRACION RADIACTIVA.

El decaimiento de ios atomos radiactivos se ha descrito como un proceso de
desintegracion: Sin embargo, esta definicion no debe tomarse en sentido estricto, ya gue
en realidad el nlclec del atomo no se desintegra totatmente, sclamente una parte de &
escapa [23).

Todo elemento mas pesado que el bismuto se desintegra de una u otra manera, por
tanto tales elementos son radiactives. Sus atomos pueden emitir tres tpos de radiacion,
ios cuales reciben el.nombre de las tres primeras letras del alfabetc griego; a, gy y. Tal
desintegracion radiactiva es influenciada por fendmenos naturales o artificiales, durante el
cual se emiten particuias alfa, beta y radiacidbn gamma respectivamente [9]. Este tipo de
radiaciones se puede clasificar de acuerdo a su origen o a sus propiedades fisicas, en dos
tipos principales:

a) Aquellas gue poseen masa y que pueden o no tener carga.

b} Aquellas que solo poseen energia [radiacion electromagnética) y no poseen carga.

Los rayos & tienen carga eléctrica positiva, los rayos beta son negativos y 10s rayos
gamma son eléctricamente neutros (fig.2}. Es posible separar estos tres tipos de rayos
¢olocando un campe magnético en su trayectoria [9).

[24
Muestra radiactiva

Fig. 2. Trayectorias sequidas por las tres radiaciones provenientes de material radiactive en presencia de un
campo magnetico. Se ha exagerado la desviacion relativa de las racliaciones e y #[9].

Un rayo alfa es una corriente de particulas que estan hechas de dos protones y dos
neutrones y que son idénticos a los nucleos de los atomos de helio (fig.3]. Dichas
particulas se les conocen comeo particulas alia 122).

La emision beta es de dos tipos y esta constituida por la masa de un electron; esta emisiorn
puede tener carga positiva (positron) © carga negativa (negatrdn). La emision del
negatron resulta de la transformacion de un neutrdn en proton, mas un electrén (8]
La emision del positron resulta de la transformacién de un protdn en un neutrdon mas un
electron positivo (positron). Cuando  una particula beta se emite con una energia menor
a la maxima de la transfusion, la diferencia se irradia en forma de un neutrino, el cual no
tiene mucha importancia en radiobiologia (fig.3).

La desintegracion garmma ocurre cuando un atomo posee exceso de energia, se dice
gue esta excitado o en estado isomeérico. Este fendmeno es frecuente en algunos tipos de
decaimiento beta. En este caso el nucleo emite rapidamente la energia sobrante y forma
radiacion electromagnética de tipo gamma, desapareciendo la excitacion (fig.3). La
radiacion gamma tiene una naturaleza caracteristicamente ondulatoria. La cantidad gue
lleva consigo un fotdn, es proporcional a su frecuencia come forma ondulatoria [22).




envoltura
tectréni

Fig.3. Una particula alfa (o) se forma por dos protones y dos neutrones que actuan como una dnica particula.
Son nucleos de atomos de helic. En la desintegracion beta {B] un neutron se convierte en un proton
emitiendo un antineutring y una particula beta cargada negativamente, o bien un proton se convierte en un
neutron emitiendc un neutrino y una particula beta positivamente cargada. Por ultimo, [os rayos gamma (v
son emitidos por el ndcleo de un atomo tras sufrir unz desintegracion radiactiva. La energia del rayo gamma
corresponde a fa diferencia de energias entre el nlideo origingl v os productos de la desintegracion [7].

7.1.2 PODER DE PENETRACION DE LA RADIACION

Existe una gran diferencia en los poderes de penetracion de estos tres tipos de radiacion,
detener las particulas alfa es facil, ya que son particulas relativamente lentas y debido a su
doble carga positiva interactla con las moléculas gue encuentra en su camino [i].
Ademas, por su tamano tiene muchas posibilidades de chocar, la particula pierde rapidez
al romper muchas de estas motéculas, dejando a su paso iones positivos y negatives, por
lo que su poder de ionizacién es muy aito y Su penetracion es muy escasa [22].
AUN cuando no atraviese mas que aire, se detiene al cabo de uNos cuantos centimetros,

atrapa un par de electrones sueltos y se transforma en un simpie e inofensivo atomo de
helio.

Una particula beta es normalmente mas veloz que una particula alfa. Tiene una carga
negativa y puede recerrer distancias mucho mayores al aire. La mayor parte de las
particulas beta, salvo colisiones frontales, pierden su energia tras un gran numero de
colisicnes con electrones atomicos, donde pierden rapidez hasta que se detienen del tedo
y pasan a formar parte del material en el que se encuentran como cualquier otro electron,
Su capacidad de ionizacion es inferior a ias particulas alfa, pero su poder de penetracion
es mayor [18].

Los rayos gamma son os mas penelrantes de estos tres tipos de radiacion, debido a que
no tienen carga. En ausencia de atracciones o desviaciones debidas a fa fuerza eléctrica,
ios fotones gamma solo interactUan con un material absorbente cuando chocan
frontalmente contra un electrén o un NUcleo (7.




A diferencia de lo que ocurre con las particulas cargadas, una sola interaccion basta para
apartar un fotdn del haz en que vigja. La razén principal de que los materiales
compuestos de metales pesados sean buenos absorbentes es que poseen altas
densidades de electrones (fig.4).

aire aluminic plomao

Fig.4. De ias emisiones de fuentes radiactivas. Los rayos alfa tienen carga positiva y son detenidos en el aire o
por un simple papel. Los rayos beta tienen carga negativa y atraviesan el papel, aunque sorn detenidos por
una pantaia de aluminio. Los rayos gamma son neutros y solo pueden ser detenidos por un blindaje de
plomo. En fa actualidad, los rayos aifa se denominan particulas alfa, y se sabe que son nucleos de atomaos de
helio, con poca velocidad. Los rayos beta suelen llamarse hoy particulas beta, y se sabe que son elecrones,
LOs rayos gamma, Gue conservan su nombre, son parte del espectro electremagnético. Como todas kas ondas
electromagnéticas, también pueden considerarse como particulas (fotones) [22].

7.1.3 INTERACCION RADIACION-MATERIA

Por interaccion radiacion-materia se entiende come el mecanismo mediante el cual, ésta
cede enecrgia a los atomos gue encuentra en su trayectoria. Por lo tanto cuando la
radiacion pasa a través de un tejidc o de otro medio absorbente, existira una perdida de
energia. La energla impartida al medio con el cual interactud da lugar a dos eventos. A
estos se le conoce como energia absorbida [en ocasiones llamada energia impartida) y
energia perdida. El total de energla incidente se fe conoce como energia transferida [9].

Es posible que la interaccion mas sencilla sea la dispersion, ia cual consiste en la desviacion
de una particula de su trayectoria original, y ocurre debido a las fuerzas electromagnéticas
de atraccion o repulsion en relacion con la nube elecironica de los atomos y con el
nlicleo (fig. 5). Cabe mencionar que las particulas # vy f son desviadas con mayor

faciidad de su rayectoria que las particulas a , en virtud de gue poseen una masa 8000
VECes menor [23].

Particula

Fig. 5. Esquema donde se ruestra unza particula yva sea a & B que desvia su trayectoria dedido a su
interaccion con el arreglo estructural de algtn salido.

Otro tipo de interaccidn es la forizacion, que consiste en la extraccion de un eiectron de
un atomo. Esta interaccion se produce facilmente, pues la energia de amarre de 1os
electrones en los orbitales es del orden de eV y la de la radiacion lonizante es de MeV [23].
Un electron asi extraido, puede tener energia cinética suficiente para producir a su vez
ionizaciones secundarias {fig. 6).
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Después de la interaccion, la energia de la radiacion sera menor en una cantidad iguat a
la suma de la energia de amarre dei electron en el atomo y su energia cinética. Este efecto
es con mucho, el mas importante tipo de interaccion de las particulas cargadas con a
materia [23].

Ve

Particula
\“—-_.__-/ ”

7

<

Particula
e_

Fig. 6. Esguema donde se muesira la trayectoria de fa colision de una particula cargada contra un glectron de
un atomo, el cual provoca una ionizacion. El electrén expulsado también puede ser de alta energia.

Un tercer mecanismo de interaccion, es fa produccion de radiacion de frenado (1g.7), 1a
cual consiste en la emision de radiacion electromagnetica al desacelerarse una carga
eléctrica. En este caso, un electrdn es llevado bruscamente a ia posicion de reposo, debido
a la repulsion gue le ofrece la nube electronica de un atomo pesado con la consiguiente
ermision fotonica [24].

Foténor-X

Fig.7. Esquema que representa la radiacion de frenado, donde un elecron  es llevado bruscamente a la
posicidn de reposo, provocando una emision fotonica © rayos X, la radiacion asi producida no recibe el
nomibre de radiacion gamma.

Otroc mecanismo es por exciacion, 1a cual es provocada por la formacion de huecos
electronicos de enlace fuerte, en niveles de energia interncs de los atomos debido a la
interaccién de una particula cargada (fig.8). Ei solido gueda en un estado excitado; para
eliminar tal excitacion procederd el decaimiento de un electron de un orbital superior,
siendo este decaimiento influenciado por el nuclec atdmico, lo que provoca que s
fotones tengan una longitud de onda especifica dependiendo del elemento ermisor. La
diferencia en energias de ios daos orbitales serd la magnitud de energia que posean [24].

Foténor-X

Fig.8. Esquerna donde se representa a un electron cambiando de orbital para eliminar la excitacion y regresar
a su estado basal de energfa, provocando una emision fotonica o rayos X, esta energla es igual a la perdida
que se manifieste en ia energia cinética de la particula cargada,
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Existe otro mecanismo llamado Ariguilacion de Fares, aqui, al juntarse una particula y su
antiparticula se convierten completamente en energia radiante: cuando se forma un
positrén, tiene una vida muy corta. Después de perder la mayor parte de su energia
cinética en colisiones, forma una especie de atormo con un electrdn, a este atomo se le
flama positronio {fig.9] y existe hasta que el eleciron y el positron se aniguilan
mutuamente. La energia total, incluyendo ia masa de reposo de! par electrén-positron, es
cambiada en energia fotonica [25].

Antes

Pasitrén / @ cElecton
@ /H

Después " T

Fotones creades

Fig.9. Esquema de la aniquilacion de pares, este proceso ccurre por la colision  particula - antiparticula que
conduce a la aniguilacion de ambas y la emision de fotones de radiacian de al menos 1.02 MeV.

De los mecanismos antes mencionados, a la dispersion simple y a la radiacion de frenado
se les conoce como dispersicn coherente Este proceso no es tan importante para
materiales equivalentes a los tejidos o cuestiones Biologicas, ya que este fencémenc
incluye la interaccion de todos 105 electrones de un atomo y donde los fotones son
dispersados por enlaces electronicos en un proceso en el cual iz dispersion atomica ni se
excita ni se ioniza. La dispersion coherente solo es importante en altos valores de Z {peso
atomico) y para energias de unos pocos KeV (8.

Debemos reconocer que, particularmente con los rayos garmma en acasiones |os fotones
no transfieren energia y pueden absorberse en el material sin darfiarlo. Sus energias no
alcanzan el termino de energia transferida. Sin embargo, los procesos importantes donde
la energla es transferida a los tejidos ¢ a sistemas equivalentes son los siquientes:

e fFlecto foroeléctrico.

e Flecro Compion,

e (Creacion de pares.

El efecro fotoeiécirico es |a ionizacion producida por radiacion electromagneética de baja
energia (menor de 0.1 MeV) scbre la materia. Los electrones exiraidos preferentemente
de orbitaies internos, son capaces de absorber toda ia energia dei foton incidente por su
alta energia de amarre y la energia cinética adquirida. En el proceso desaparece, a este
fendmenio se le conace también como colision elastica (fig. 1 0) [26].

® .
= 4 Fotelectron

>
————

Fluorescencia

Foton
E<.l MeV

Fig.1G. Fventos en el proceso fotoeléctrico; El diagrama indica la incidencia de un fotdn provocando la
expulsion de un fotoelectron, seguide por un decaimiento electronico del orbital M al K, emitiendo a su vez
radiacion fluorescente.
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En el efecto Compron la radiacién se dispersa con electrones poco ligados, casi libres:
parte de la energia de la radiacion incide al electron, el cual es liberado del atomo; el resio
de fa energia se vuelve a radiar como radiacion electromagnetica (fig.11). En conformidad
con el esquema ondulatorio, {a radiacion dispersada tiene menos energia gue la radiacion
incidente ({la diferencia se va a la energia cinetica del electrén), pero tiene la misma
longitud de onda [26).

Foton de rayos X
dispersado
Foton de rayos X
incidente
NNNNNNNNN N ®
Electron
dispersaclo

Fig. 1. Esquema que muestra la dispersion Compton, al igual gue el efecto fotoeléctrico, su principal efecto es
la ionizacion, solo que a diferencia de este, el foton no desaparece, sino quie en su lugar dispersa un foton con
menor energia.

La creacion de pares es un mecanismo de energia transferida y ccurre cuando un foton
pasa cerca del nlicleo atdmico, el foton es sometido fuertes efectos de campo producidos

por el ndcleo, donde desaparece como fotdn y reaparece como un par de electrones,
UNGC PoSitivo y otro negativo.

Este mecanismo de dispersion en el Unicc donde el nlcleo juega un mecanismo
relativamente pasivo [8]. El estado del nlcleo antes y después de la dispersion es el mismo,
excepto por algin cambio en la energla cinética y en el momento. Cabe sefalar gue en
esta dispersion, el nucles no sufre ningun otro tipo de excitacion (fig.12).

Fotdn ¥ e e- [w=0511MeV)
{ > 1.02 MeV)

e+ [hv=0511MeV}

Fig.12. Esquema que muestra la creacion de pares, la cual es provocada por la incidencia de un fotdr con

una energia mayor a 1.02 MeV y ccurre en la vecindad de un nicleo pesado, donde el momento y la energia
se conservan.

Estas Ulimas tres dispersiones se clasifican como dispersidn  incoherente En términos
fisicos, en el proceso de dispersion coherente no hay cambios en relacion de fase o
longitud de onda, mientras que fa dispersion incoherente existe cambios tanto en la fase
y enla iongitud de onda por la dispersion de un foton o una particula (8.

Después de |z absorcion de energia asociada con un proceso incoherente, se

desencadenan otros eventos gue provocan dano a los tejidos, algunaos de ellos reversibles
ofros No. Estos procesos se esquematizan en figura 13.
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RADIACION vy ENTRANTE AL SISTEMA
Evento de la interaccion primaria
‘ Foton dispersado
Fisica { 10" s
Interaccion cort: Biomolécuias Agua
I |
Produce: lonizacion y excitacion.
Produccion de radicales
y olras especies rmoieculares
/ifusién Difusidn
Dafo a importantes
Moiéculas biolagicas {
i
i
Daiic a otras moléculas
de interes biclgico
Quirnica
[sobre 107 5)
Reparacion y restitucion quimica |
Fijacion de darfio
Bicguimica
{minutos)
Reparacion enzimaticg a dano molecular |
Repoblacion biologica por células sobrevivientes.
Biologico
{horas)

Fig. 13. Diagrama que representa el tiempo en que los procesos de energla transferida dafan o alteran 1os
sisternas  tanto fisico, quimico,  bioguirnico y bioldgico, esto después de  haber absorbide cuaiguier tipo de
dispersion incoherente, Este 1ipo de interaccion produce una reaccion en cadena en todos los sistemas, que
finalmente conducen al dafo tisular que bien puede tener efectos reversibles y otros totalmente
irreversiblesfa).
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7.2 EFECTOS QUIMICO-BIOLOGICOS POR RADIACION.

Los efectos quimico-biolégicos por radiacion, se deben & la fonizacion y excitacion de las
moléculas, lo que provoca la ruptura de enlaces quimicos, esto conduce a una disociacion
de los compuestos moleculares presentes y produce nuevas especies quimicas, que al
recombinarse producen compuestos moilecuiares diferentes a los originalmente presentes.

En virtud de que la mayor parte de los sistemas vivos estan constituidos por agua, es en
esta molécula el primer lugar donde se lleva @ cabo la transferencia de energia inicial.
Donde la reaccion predominante por los efectos directos de  ionizacion y excitacion del
aqua (radidiisis) es por la liberacion de electrones debido a la energia linear transferida [8).

Enia figura 14 se muestra la principal reaccion quimica, que ocurre en una escala de
tiempo que va de 107'%a 1077 s, el resuitade final de |a radiacion inicial sobre fas moléculas
de agua, produce fo siguiente: El producto primario es una molécula de agua excitada
[HO*), a su vez se disocia de forma inmediata produciendo {He y CHe} 'y por ionizacion
directa de H,O, H,O" se liberan €.

H;O  Excitacién
H:O  lonizacion

Ha0O*
H.o™  + &

Especies radicales He + OHe

+ H0

H™ + OHe

He + OH

Fig. 14. Esguema gue reprasenta a los productos formadcs como resultado de  ionizacion y excitacion en
moleculas de agua. Despues det evento fisico inicial, las molécuias dISDCIadaS farman productos primarios, los
cuales reaccionan como agua o como iones de hidrogeno.

Algunos ejemplos de radicales quimicos adicionales, como productos inmediatos de la
combinacién son los siguientes: El agua ionizada disocia a la molécula como H' y OHe.
Los electrones libres interacttian con el agua y producen H;O* lo que provoca la
disociacion de He y CH, © producen agua con €, y iones de hidrogeno (He).

No obstante, existen otros fendmenos conocidos como recombinacion  de productos
primarios que ocurren mientras las especies reactivas aun se encuentran muy cerca de
otras, donde se transforma su energla quimica a energia termlca Los radicales, como
pares ionicos pueden recombinarse [8].
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7.2.1 ACCION DIRECTA E INDIRECTA

Hasta ahora, se ha hecho énfasis en las alteraciones guimicas provocadas por la
radiacion, que a su vez pueden relacionarse con posibles efectos en sisternas biolegicos,
esto en adicion a la reactividad producida por la radiolisis del agua en contacto con
Biomolécuias. Sin embargo, es posible que alta energia cinética se deposite directamente
en moléculas de gran importancia biologica.

En este caso, las primeras reacciones fisicoquimicas, toman lugar en moléculas
importantes oMo son las proteinas y acidos nucleicos, ef resultado puede ser ia ionizacion
y/0 excitacion en los dtomos de estas moleculas. Estos radicales pueden experimentar
reacciones similares a las ocurridas en 1a radiolisis del agua, ademnas, de sus consecuencias
quimicas de recombinacion (8.

Existen dos clases generales de efectos causados por la interaccion de radiaoon los cuales
se identifican como Accion Direciay Accion indirecta.

La Accion Direcla es el proceso donde la energia se deposita directamente en unda
biomolécula bianco, esto sinia intervendidn de especies de radicales libres derivadas de la
radiclisis del agua. El efecto dosisrespuesta generalmente es una relacion fineal, donde la
ionizacion y excitacion directa a fas moléculas, provocard una disminucion de actividad
biologica.

Experimentos que aplicaron  accion directa en moléculas blanco en ausencia de agua,
demostraron que existe una gran diferencia de las motéculas gue son irradiadas en
soluciones acuosas. La accion indirecta es  producto de la radiolisis del agua gue
predomina para radiaciones de baja energia. No obstante, la accion directa siempre
desempeniara el mismo papel en la inactivacion del blanco alin cuando éste se encuentre
en un medio acloso (8.

La Accion Indirecta viene como resultado de los productos de la radiolisis del agua y se
define explicitamente como la interaccion de las moléculas de soluto v la reactvidad de las
especies de las moieculas de solventes, formadas por {a accion directa de la radiacion en el
solvente. En virtud de que el agua es el principal solvente en los sistemas vivos, 1a acdion
indirecta, dara como resultado especies reactivas formadas con moléculas de agua. Por
ejlemplo, dano por radiolisis del agua del radical hidroxiio (OHe|, € cual predomina en las
reacciones con el ADN.

Cabe sefalar, que la restauracion de las moléculas a las condiciones normales es a través
de fres mecanismaos:.

I} " La Recornbinadion gue es fa simple unién de pares ionicos o de radicaies para
formar la molécula de la cual se ongtnaron y ocurre en cada evento de
iradiacion en una escala de tiempo de 10'%.

Z) La Resttucion, que es una restauracion quimica de la molecula alterada a su
estado original sin la intervencion de un biocatalizador o una enzima y ocurre en
cuestion de milisegundos.

3) El mecanismo de Reparacidr, ocurre en una escala de tiempo mucho mayor,
donde el proceso de reparacion puede ser de minutos a horas (8.
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7.2.2 CONFIGURACION Y PAPEL DEL ADN.

Cada molécula de ADN esta constituida por dos cadenas formadas por un elevado :
~numero de compuestos guimicos llamados nucledtidos, Estas cadenas forman una
especie de escalera en espiral que se conoce como doble hélice.

Cada nucledtido estz formadc por tres unidades: una molécula de azlcar lamada
desoxirribosa, un grupc fosfato y uno de cuatro posibles compuestos nitrogenados
lamados bases: adenina {A), guanina (G, tmina (T] y citosina (C). La molécula
- desoxirribosa ocupa el centro del nucledtido y esta franqueada por un grupo fosfato a un
lado y una base al ctro [27). ‘

E! grupo fosfato esta a su vez unido a la desoxirribosa del nucledtido adyacente de fa
cadena: Estas subunidades enlazadas desoxirribosa-fosfato forman los lados de la escalera,
las bases estan enfrentadas por pargjas, dirigidas hacia el interior y formando los
travesanos [1g.16].

Los nucledtidos de cada una de las dos cadenas que forman al AN establecen una
asociacion especifica con lo correspondiente a la otra cadena. Debido a la afinidad
guimica entre las bases, los nucledtidos gue contienen adenina se acoplan siempre con
los que contienen timina y los gue contienen citosina con fos que contienen guariing. Las
bases complementarias se unen entre si por enlaces quimicos deblles llamados puentes
de hidrdgeno [28].

Aziicar

Fosfato

Cadena de s
azlcar y fosfato 1 -
3

fig.16. Esquema de la molécula de ADN, tiene la estructura de una escalera formada por azucares, fosfatos v
cuatra bases nucieotidicas. El codigo genético queda determinado por el orden de estas bases y cada gen
tiene una secuencia tnica de pares de bases [7].
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Una célula humana comprende casi 6000 millones de pares de bases de ADN divididas
entre 46 cromosomas, Cada cromosoma contiene una scla molecula continua de ADN.
Adernas, los cromesomas contienen fibras de una sustancia conocida como cromating,
compuesta de ADN y proteinas [27]. ‘

Las proteinas de la cromatina se dividen en dos principales grupos: Las fustonas {conjunto
de proteinas basicas pequenas), y las Froteinas cromosomicas no histonas, {incluyen
numerosas proteinas requiadoras enzimatcas de estructura muy diversal.

Existen subunidades repetitivas de ADN e histonas conocidas como Nuckeosomas, 10s
cuales son el menor nivel de organizacion de los cromosomas. Cada nucieosoma
contiene una particula central, consta de 146 pares de bases de ADN enrolladas casi dos
veces alrededor de un complgje cuneiforme de ocho molécuias de histona. El complejo
central de la histona consta, de dos moléculas de cada una de las siguientes histonas H2A,
HZB, H3 y H4. Una molécula de ADN enrollada alrededor de las particulas centrales de
un nucleoscmas de 10 nm de didmetro es el nivel mas bajo de organizacion de ia
cromatina.

Se cree que el siguiente nivel de empaguetamiento de ias moléculas de ADN dentro del
ntcleo ocurre cuando los filamentos de cromatina de 30 nm aproximadamente, se
organizan en una serie de asas amplias sper enrolladas. Se estima que cada asa contiene
de 10 a 150 Kb de ADN y que esta unida en su base a proteinas especificas, incluyendc
una topoisomerasa tipo I, gue presumiblemente regula el grado de saper enrollamiento
del asa de ADN [27]. ' '

7.2.3 REACCION CON EL ADN.

Como resultado de [a interaccion de 1os productos radioliicos del agua, las fendmenos ya
mencionados son capaces de ocurrir en ef ADN, ya que el ADN se enlaza con una gran
cantidad de agua {casi seis moiéculas de agua por par de bases)y donde los dafios a la
moiécula dependen del punto donde ocurre la reactividad en la estructura nuclectidica. A
continuacidn se describen brevemente algunos fendmenos, dependiendo el punio de
reaccion {8):

n  Grupos funcionales en bases o azucares pueden alterarse irreversiblemente lo que
provoca la presencia de un nucleotido incorrecto.

» Fl dano a bases puricas o pirimidicas pueden ser tan extensos gue pueden causarles
una pérdida en la cadena de ADN. Comio resultado se obtendrian secuencias apuricas
o apirimidicas en la molécula de ADN,

« | os efectos de los radicales forman un sitio base que es transferido a la estructura de
azucarfosfato, provecando fa perdida de la base y rompimiento de cadena.

= E dano a la estructura desoxirribosa- fosfato puede cortar la estructura y condiuir en un
rompimientc en una hebra sencilla, este importante dano se cdasifica come
rompimiento de hebra sencilla (SSB). Este corte es facil y rapidamente reparado por
procesos enzimaticos intracelulares.

= El dafo a la estructura desoxirribosa - fosfato en dos o mas regiones cercanas, pueden
provocar el corte de Ia moléculas, y este dano es clasificado como rompimiento de
doble hebra {DSB).
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De los mecanismos mencionados, el dano en la estructura aztcarfosfato en fa molécula
de ADN, presenta una gran importancia. El dano en estas bases, generaimente no cortan
las hebras y fas enzimas reparan el dano reemplazando a las bases danadas de manera
eficiente y rapida [29).

7.2.4 ESCISION DE LA CADENA DE ADN.

La escision de la cadena o de una hebra de ia molécuia de ADN, no es un evento letal
para la célula. Los procesos de reparacion son eficientes, generaimente, los rompimientos
de las hebras sencillzs, son eventos comunes en las células, y su restauracion es constante
y eficiente. En cuanto z ios efectos por radiacion, es definitivo gque el dafo S58 provoca
una perdida de funciones celulares. Sin embargo, €l dano DSB, es de mayores
consecuencias para las funciones celulares [30).

La restauracion adecuada al danc no es tan sencilia y reparacion de DSB puede provocar
errores que potencialmente produzcan una mutacion en el genoma y/o perdida de la
capacidad reproductiva debido a que no tienen una hebra molde para reparar el dafofs].

El doble rompimiento puede ser resultado de una escision simuitanea de dos hebras. Se
estima gue rangas de 6 a 10 pares de bases para una maxima separacion de dos SSB, las
cuales pueden provocar una DSB. Para un entendimiento sencille de lo que puede
provocar un DSB, la figura 15 muestra los mecanismos de escision.

/

ssa\z ' N \ 558 : e

N - \\z: =5 ra U=
= 55p Al ose
Escision - Direcia
| — o
Accion cooperativa, 2 SSB.  Produccion directa DSB. Interaccich de dos

eventos independientes

Fig. 15, Esquema que muestra los mecanismos de escision DSB que pueden ser causadas en la molécula de
ADN. Las lingas rectas (rojas) representan las trayectorias de los electrones, Las lineas irreguiares  (verdes)
representan ias trayectorias de difusion, producto de a radiolisis del agua que son producidos en €5a zona [5).

Los procesos mencionados son el resultado . de la accion directa, por el pasoe de alta
energia cinética electrénica, que provoca productos de radiclisis. Estos procesas tambien
ocurren por accién indirecta, con una apropiada distribucion de especies moleculares de
la raditlisis del agua, solo que con la reaccion de la energia transferida en las
inmediaciones de la estructura del ADN [8].
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725 MECANISMOS DE REPARACION DEL ADN

La vida sobre la tierra esta sujeta a muchas fuerzas destructivas que se originan en  los
medios internos y externos del organismo. En todas las molécutas dentro de la célula el
ADN se encuentra en las condiciones mas delicadas. Por un lado es indispensable que la
informacion genética permanezca practicamente invariable conforme pasa de una celula
a otra. Por otra parte el ADN, es una de fas moleculas de la celula mas susceptible a dano
ambiental {31].

Las células cuentan con diverscs sistemas de reparacion. La reparacion en pocas
ocasiones implica solo la remocion del cambio, por lo general comprende la remocion de
un segmento de ADN que contiene el dafo v el hueco se llena mediante resintesis. Las
céluias hurmanas cuentan con al menos ¢iNce Lipos de mecanismos de reparacidn para
corregir el dafio de que en grado variable ocurre en el ADN [11].

Los sistemas de reparacion controlan fa integridad del ADN dentro del ciclo celular,
permitiendo la sobrevivencia de la célula. Su eficacia en la correccion depende de |z
capacidad para reconocer, remover y reemplazar (os segmentos dahados del ADN [32].
Esios sistemas de reparacion sor los siguientes:

Reparacion directa como su nombre lo indica, acttia de modo directo en los nucledtidos
danados, convirtiendo cada uno de ellos a su estructura original; pocas formas de dano
pueden repararse sin la excision de nucledtidos, entre esta se-encuentra la correccion de
roturas de enlaces fosfodiester en una sola cadena o SSB, fas cuales repara un ADN figasa

cuando la rotura no ha dafado los grupos 5' fosfato y 3' OH de [os nucledtidos a cada
lado del corte (33]. En humanos los danos de este tipo son provocados por rad:acnones_

ionizantes y son reparados por la ligasa Il a. [32).

Reparacion por excision permite que sean extraidas las areas danadas del ADN y nuevas
secuencias sean resintetizadas en lz brecha resultante, involucra varias enzimas, las que
permiten el reconocimiento de los sitios danados, remocicn de las bases por nucdleasas,
reemplazo de las bases por polimerasas y reunion de los extremos libres por ligasas. En
este sistema es donde se reparan los entrecruzamientos del ADN,  tamiien en este grupo
se encuentra el mecanismo que reconoce lesiones gque alteran ia estructura tridimensionat
del ADN [33].

Como giemplos de este sistema estan: la enzima transferasa de grupos alquilo gue elimina
los grupos alquilo anadidos por fa quanina, las lamadas endonucleasas AP [apuricas y
apirimidicas), que son las encargadas de reparar los sitios que guedan despuds de ia
perdida espontanea de residuos de purina o pirimidina, estas introducen hendiduras en
la cadena sencilla del ADN promoviendo un procesa de reparacion por escision mediado
por una exonucleasa, la polimerasa | y una ligasa [34).

Tambien aqui se encuentran las glucosidasas de ADN, estas enzimas rompen los eniaces
N- Glucosédicos, liberando la base alterada y originando un sitio apurlnlco que
postenormente sera reparado por una polimerasa y una ligasa [34].

La reparacic’m de las alteraciones en la estructura de la doble hélice se lleva a cabo
mediante un corte endonuclectidico que incluya el area danada, eliminando un
fragmento de cadena sencilla, que posteriormente es reemplazado por sintesis de ADN
mediada por polimerasa | y ligasa [33}.
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7.25 MECANISMOS DE REPARACION DEL ADN

La vida sobre la tierra esta sujeta a muchas fuerzas destructivas que se originan en los
medios internos y externos del arganismo. En todas las moléculas dentro de la célula &l
ADN se encuentra en las condicicnes mas delicadas. Por un lado es indispensable que Ia
informacion genetica permanezca practicamente invariable conforme pasa de una célula
a otra. Por otra parte el ADN, es una de las moléculas de la celuia mas susceptible a dafo
amiziental [31).

Las células cuentan con diversos sistemas de reparacion. La reparacion en pocas
ccasiones implica solo la remocién del cambio, par io general comprende la remocion de
un segmento de ADN gue contiene el dano y el hueco se llena mediante resintesis. Las
ceiulas humanas cuentan con al menos cnco tipos de mecanismos de reparacion para
corregir el dafo de gue en grado variable ocuire en ef ADN [i1].

Los sistemas de reparacion controlan la integridad del ADN dentro del ciclo celular,
permitiendo la sobrevivencia de la celula. Su eficacia en la correccion depende de ia
capacidad para reconocer, remover y reemplazar los segmentos danados del ADN [32).
Estos sisternas de reparacion son los siguientes.

Reparacion directa como su nombre lo indica, actia de modo directo en los nucledtidos
danados, convirtiendo cada uno de elios a su estructura original; pocas formas de dano

pueden repararse sin la excision de nucledtidos, entre esta se encuentra 1a correccion de-

roturas de enlaces fosfodiester en Una sola cadena o $5B, las cuales repara un ADN ligasa
cuando 1a rotura no ha danado los grupos-5' fosfato y 3' OH de los nucledtidos a cada
lado del corte [33].- En humanos los darfios de este tlpo son provocados por radfaoones
ionizantes y son reparados por la ligasa ll & [32).

Reparacion por excision permite que sean extraidas fas areas dafiadas del ADN y nuevas

secuencias sean resintetizadas en 12 brecha resultante, involucra varias enzimas, las gue

permiten el reconocimiento de los sitios dafados, remocion de las bases por nucleasas,
reemplazo de 1as bases por polirmerasas y reunion de los extremos libres por ligasas. En
este sistema es donde se reparan los entrecruzamientos del ADN,  tambien en este grupo
se encuentra el mecanismo que reconoce lesiones gue alteran la estructura tridimensional
del ADN (331,

Como ejemplos de este sistema estan: la enzima transferasa de grupos alquilo que elimina
los grupos alquilo aradidos por la guanina; las llamadas endonucleasas AP {apuricas v
apirimidicas|, que son las encargadas de reparar los sitios gue quedan después de fa
perdida espontanea de residuos de purina o pirimidina,  éstas introducen hendiduras en
la cadena sencilla del ADN promoviendo un proceso de reparacion por escision mediado
por una exonucleasa, Ia polimerasa | y una ligasa [34].

Tambien aqui se encuentran las glucosidasas de ADN, estas enzimas rompen los enlaces
N- Glucosadicos, liberando la base alterada y originando un sitio apurinico, que
posteriormente sera reparado por una polimerasa y una ligasa [34).

La reparacion de las aiteraciones en ia estructura de la doble hélice se lleva a cabo
mediante un corte endeonuclectidico que incluya el area dafada, eliminando un
fragmento de cadena sencilla, que posteriormenite es reemplazado por sintesis de ADN
mediada por polimerasa | y igasa [33].
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Reparacion postreplicativa, solamente ocurre durante la replicacion del ADN, tambiéen es

denominado sistema de reparacién de apareamientos errdneos. Reconoce 10s .

apareamientos erroneos llevados a cabo durante la replicacion y reconociendo las bases
| -apareadas tene la capacidad de escindidas y llevar a cabo la reparacion
determinando cual de las dos bases mal apareadas es ia incorrecta [32].

Reparacion de bases mal apareadas actla cuando 1os sistemas anteriores reconocen el
dano producido al ADN pero no pueden actuar sobre bases mal apareadas ocasionadas
por errores en la replicacion. Esto es, simplemente A, C, G o T gue han sido incorporados
en posiciones incorrectas. La tasa de error de la ADN polimerasa, incluyendo la capacidad
de edicién, es del orden de un error por cada 10° a 10" nucledtidos incorporados {32,

El sisterma de reparacion no reconoce por tanto, las bases mal incorporadas, sino que
identifica la ausendia de apareamienic entre la cadena molde y !la cadena recien
sintetizada [35).

La Fotoreactivacion es & mecanisrmo especifico para la reparacion de dano inducido por
luz ultravioleta, la clal genera foto-dimeros de pirimidina que son reparados por una
enzima foto reactivante que es la encargada de unirse &l dimero y escindiric. Esta enzima
es activada por la luz UV por o que este mecamsmo de reparacidn solo se lleva a cabo
solo en presencia de la luz [34):

£l sisterna SOS es inducido por dano grave en el ADN, el cual no puede ser reparado por
fos mecanismos anteriores. Este mecanismo es capaz de sintetizar ADN donde se hayan
perdido grandes segmentos del mismo; agregando bases para permitir que se restablezca
la doble helice y que puedan actuar los otros sistemas para el reconocimiento y
reparacnon final de los errores [34] : :

Los sisternas de reparacron interacttian conjuntamente siendo accion global, es decir, se
utiliza el sisterna adecuado para cada fesion, permitiendo la continuidad de las funciones

celulares, o bien que se complete el ciclo celular manteniendo intacto al ADN para la
siguiente generacién [32).

Existe otro de mecanismo de no reparacion conocido como Recombinacion, el cual es
un proceso que da origen al entrecruzamiento e intercambio de ADN que ocurre entre
cromosomas homadlogos durante la meiosis. Sin recombinacion, los genomas serian
estructuras relativamente estables, sufriendo muy pocos cambios [35).

Durante mucho tiempo, la acumulacion gradual de mutaciones resuitaria en alteraciones
a escala minima en la secuencia de nucledtidos del genoma;, no obstante, una
reestructuracion mas ampiia, ia cual es funcion de la recombinacion, nc ocurriria y el
potencial evolutivo del genoma estaria muy restringido {32,364,

Si bien, existen diversos sistemas de reparacion a nivel molecular, frecuentemente el
reemplazo normal de las células es drasticamente inhibido por la incapacidad de estos
sistemas, despues de haber estado a altas dosis radiactivas. Cabe sefalar gue la
sensibilidad celular varia dependiendo del drgano, por gjemplo: el cerebro y tos musculos
son ligeramente sensibles; el higado v rifion lo son moderadamente; sin embargo, los
altamente sensibles son la medula osea, glandulas linfaticas, intestinos, genitales, cabeilo
{foliculos} y la dermis. En el anexo 2, se enlista un resumen de los efectos corporales en
dosis radiactivas agudas [25].
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7.3 FACTORES DE SUSCEPTIBILIDAD Y BIOMARCADORES.

Algunos tipos de cancer tienernt un componente hereditario y aunque constituyen una
peguena: proporcicn, se estima que 8%% de los-canceres son inducidos por factores
ambientales [37). En este aspecto, los investigadores clasifican una sustancia como agente
carcinogénico [quimnico, biologico y/o fisico) cuando al afectar a una poblacion, cuyos
organismos no han sido expuestos a ella con anterioridad, hay un aumento
estadisticamente significativo de alguna forma de neoplasia [38].

Algunos de los factores conocidos gue infiuyen en la respuesta individual al medio
ambiente son; predisposicidon genetica, éinica, edad, sexo, salud, nutricion, factores
reproguctivos y estilos de vida (391 No obstante, con el paso del tiempo se han buscado
marcadores que provean bases para valorar la interaccion de futuras enfermedades.

Existen biomarcadores a diferentes niveles, como por gjemplo de exposicion, absorcion,
- metabolismo, distribucion, interaccion critica del tejido, cambios genéticos v finalmente, de
- enfermedades, por lo tante, con el uso de esos marcadores se han valorado mejor los
riesgos a la exposicion ambiental [5]. La biclogia molecular ha provisto de poderosas
herramientas para evaluar los mecanismos causantes del cancer, asi como el potencial,
mejor definido como susceptibifidad individual. Hasta la  fecha se han identificado
basicamente cuatro grupos de marcadores;

- Bjomarcadores ge susceptivifidad, entre estos se consideran a los genes metabdlicos y
sistemas de reparacion: Ambos marcadores miden variabilidad interindividual en 1a
respuesta a un nivel dado de exposicion [40].

- Blomarcadores de dosis/exposicior; 1os cuales detectan compuestos genotoxicos a

-+ cualquier nivel de penetracion: en el organismo Induciendo respuestas. genotoxicas

reversibles. Estos marcadores miden metabolitos de los agentes en cuestion, tanto en

sangre, orina, heces, asi como diferentes tejidos.

- Mutaciones de genes informadores (genes que especifican un producto que se
puede cuantificar facilmente y se puede emplear para analizar el funcicnamientc de
LN promaotor; [41. _

- Biormarcadores de efecto, este cuarto grupe, independientemente a los anteriores,
mide el dano genetico procesado, estos incluyen marcadores en el nivel cromosomico
(aberraciones cromosomicas, intercambio de cromatides hermanas, micronuclecs, o
bien cambios especificas que inducen cancer y mas recientemente, determinaciones
electroforéticas de c@lulas Unicas de fragmentos de cromocsomas, asi como
marcadores de nivel gendmico. Con estos tipos de marcadores se ha vuelto posibie,
en la ultima década, medir directamente y caracterizar mutaciones somaticas a nivel
genomico #7 vivo en humanos [42],

7.3.1 ABERRACIONES CROMOSOMICAS.

Las aberraciones cromosoémicas {AC), asi como las mutaciones en e ADN pueden ocurrir
de forma espontdnea o bien ser inducidas, increrentandose, entre otros factores, por la
edad y por la exposicion a agentes mutagenos [13). Estas alteraciones pueden ser de dos
clases; numnéricas y estructurales. Las alteraciones numéricas indican cambios ya sea en
multiplos del numero haploide, ausencia y exceso de algun o algunos cromosomas. Las
alteraciones estructurales son debidas a la deficiente reparacion o 1a reunion ilegitima de
terminales rotas entre dos diferentes cromosomas {intercampioc) o dentro de un
cromosoma (intracambios) [32.43]. '
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Si bien, se ha mencionado mecanismos de reparacion que tratan de subsanar danos, sin
embargo, cuando estos danos son graves o los mecanismos de reparacion pierden su
eficiencia, se producen alteraciones estructurales, las cuales se pueden clasificar para
estudiar e! efecto deias sustancias mutagenicas valorando su presencia [32.44]. Una de as
teorias mas discutidas respecto al mecanismo en gue la radiacion induce dano en el
esqueleto del cromosoma presenta las siguientes alternativas:

e [l rompimiento puede ser restituido por lo que la configuracién del cromosoma se
restablece (mas del 90 % de (edos los rompimientos son restablecidos).

e Siun segundo rompirmiento ocurre cerca en cuarto espacio y tiempo, los extremos
pueden unirse anomalamente y formar aberraciones de tipo intercambio.

e 5 el rompimiento gueda abierto y puede permanecer asi, producira una lesion
terminal o delecion. {Aparentemente existe una relacion fineal con respecto a efecto
de dosis y delaciones terminales, en cuanto a los intercambios al menos para radiacion
baja tipo LET, en una forma linear cuadratica. Para radiacion alta se observan todo tipo
de aberraciones).

Otra teoria de intercambios fue originalmente desarrollada para  aberraciones
cromaitidicas, la cual propone que la radiacion ionizante produce fesiones inestables
cuando dos de estas lesiones coinciden en tiempo y espacio y es ahi donde puede iniciar
el intercambio [32,45).

Cuando un cromosoma pierde un segmento se dice que es una delecion o pérdida de .
material genético. [46.47]. La delecion puede ser terminal o.intercalar; si-la delecion ocurre -

- en dos extremos del cromosoma; la porcion que porta el centromero Lne sus exremos
rotos y forma un cromosoma en amllo ver f gura [ 7

Al intercambio de segmentos entre cromosomas se Ie conoce como asiocacion (ig.17)
la cual puede ser reciproca o no; e implicar cromosomas homaologos o no homdlogos. Un
tipo especial de traslocacion es la fusion céntrica que ocurre entre los cromosomas
acrocéntricos, 1a cual ha desempefiado una importante  funcidn en fa evolucion al
permitir la reduccion del numero cremosomico en las especies [32].

El socromosorna se forma cuando el centromero (fig.17), en vez de dividirse de manera
longitudingl, o hace de modo transversal, pudiendose formar un isocromosomas de
brazos largos o un isocromasdma de brazos Cortos.

Se dice que hay duplicacidn cuando un segmento O Una misma secuencia de genes
aparecen dobles en el mismo cromosoma (fig.17). Por otra parte se produce una
mversion cuando un segmento cromosomico rota 1809 sobre si mismo y se coloca en el
cromosomea en forma invertida, quedando la secuencia de genes alterada. La inversion
puede ser paracéntrica si el segmento invertido no incluye el centromero o pericéntrica si
el centromero queda incluido [32.48].

El anifo es otra aberracion estructural {fig.17), se forma cuando el cromosoma presenta
simultaneamente  rompirmiento en ef brazo corto y el brazo largo, de tal manera que los
extrernos se separan y la porcion que lleva el centrdmero une sus extremaos rotos
originandc un cromosoma circular [32,49).
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Fig.17. Esquema que muestra a grandes rasgos ias diferentes aberraciones cromosomicas. En situaciones de
exposicion a altas dosis de radiacion, la aparicion de cromosomas diceéntricos y aniflos son los mas sigrificativos
para los propositos de biomonitoreo.

I cromosoma  dicenirico es aquel que tiene dos centrémeros y presenta por 1o mismo un
comportamiento especial en la meiosis, ya que se originan puentes de tension en anafase
cuando cada centrémero tiende a migrar hacia un polo diferente {fig.17). Se forman asi
roturas a distintos niveles de en la region intercentromérica del cromosoma anormal. El
dicéntrico puede resuliar de una traslocacion de cromosomas no homologos o de una
traslocacion de las dos cromatides del mismo cromosoma [32].

En estos estudios pueden encontrarse porciones de cromosomas rotos que no tienen
centromero y que se llaman fragmentos; porciones no teriidas de cromatida o en las dos
cromatides; verdaderas fracturas con desplazamiento de [as porciones cromosonticas o la
presencia de muy peguenos fragmentos cromosomicos llamados mirvitos (fig.17} {32].
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7.3.2. LOS MICRONUICLEOS

Los micronucleos aparecen en una célula -interfasica como una peguena masa de
cromatina fuera del nucleo principal, compuesta por  cromosomas  completos
(aneuploiddgeno) o por fragmentos que se rezagaron durante la anafase por presentar
dano o la ausendia de los organelos necesarios para pegarse al huso [12.50.51] ¥ No son
incluidos er el nucleo principal durante la telofase por 1o Gue la expresion del micronticleo
requiere que la célula se divida, apareciendo en una 0 ambas cefulas hijas (fig18).

Clastogeno Aneuploidogenc

Anafase

Ceélulas con micronuclecs

Fig.18. Dibujo que representa la formacion de micronticieos,

Los MN de céelulas expuestas a radiacion estan formados principalmente por fragmentos
acéntricos [FA). Dichos fragmentos mientras estén incluidos en el ntcleo  se duplicaran
~con el resto en fase S, conforme aumenta el numero de FA por célula tambien se
incrementa la probabilidad de que un MN pueda contener varios FA, ya que las corrientes
citoptasmicas alrededor del huso pueden colectar a los FA. Si el FA es producido antes de

la replicacion este sera tipo-cromosoma y si-es producrdo post rep!rcac:on sera como una
cromanda snmple [52]

Una vez formado su duracién dependera de la capacidad de divigirse de la célula, todas
las celutas gue porten un FA su esperanza de vida se reduce. Las células con MN pronto
son reemplazadas por células normales con mejor viabilidad por lo que el efecto se diluye
(51. Por lo tanto, las frecuencias observadas de MN son el resultado del ndmero
acumulativo de MN derivados de todas las divisiones antecedentes al tiempo de
muestrajs3).

La prueba de MN #7 vivo, permite detectar el efecto de agentes mutagenicos [39). detecta
tanto agentes clastogenicos [gque fracturan cromosomas), como aneuploidogeénos {que
afectan el usc mitdtico), pudiéndose diferenciar Unos de otros por el tamanc de [os MN
[54] 0 por la presencia del centromero o cinetocoro.

Esta técnica es ampliamente aceptada y es posible aplicarla en humanos, animales de
laboratorio, fauna sivestre y en una gran variedad de tgjidos como: eritrocitos
policromaticos de medula Osea, sangre periférica, linfocitos, hepatocitos, células
germinales, muda de urodelos y en celulas de la mucosa bucal [55].

En estas ultimas, la presencia de MN se asocia a alteraciones citologicas en individuos gue
fuman tabace, que consumen alcohol, comida condimentada o que har sido tratados
con quimioterapia antineoplasica, ast como en persenas expuestas a radiaciones
ionizantes [56]. Los MN en mucosa bucal reflejan el efecto genotoxico ocurrido en las
células de la capa basal, de aqui migran a la capa epitelial y son detectados en fas células
- exfoliadas en el transcurso de tres semanas [57] {fig. 19).
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Es una prueba que tiene ventajas scbre la prueba en linfocitos, ya gue puede utilizarse
directamente, sin ia elaboracion de cuitivos. La frecuencia de células multinucieadas en
celulas exfoliadas de mucosa bucal es mas alta en leucoplaquia oral que en mucosa oral
normal [56).

Fig. 19. Fotografias que caracterizan a una celula de mucosa bucal en condiciones (izquierda) y donde se
observa una célula de mucosa bucal presentando un Microndcleo (derecha)[56].

El uso de la prueba de MN en células exfoliadas, da una aproximacion para identificar y
cuantificar ef grado de dano genotSxico en tejidcs humanos que son blancos de
carcinogenos organo-especificos que podrian desarrollar cancer (58] Esta prueba se ha
usado exitosamente para reconocer poblacfones con alto riesgo de cancer en cavidad -

oral asi como para identificar efectos sinérgicos de exposraones a cancerlgenos (59). Ya©. i
que esta prueba refleja el dano al ADN, ai suprimir [a exposicién al genotoxico, disminuye. @ -

la frecuencia del MN vy finalmente como consecuenaa lleva a la dlsmmuc10n de Ia-..'.
incidencia de cancer {56). . A

Son reconoodos tres mecanismaos por Ios cuafes se forman MN .

- Pérdida mitdtica de Fragmentos acéntricos, considerado ef mecanismo C/E)S/CO

- Pérdida mitotica de cromosomas Complietos. :

- Apoptosis, fendimeno  fisiologico. en donde . se  desintegra  cor formacion de -
Tagrmentos Nucieares.

7.3.3 ANORMALIDADES NUCLEARES EN MUCOSA BUCAL

En células epiteliales, las alteraciones mas sugestivas en a morfologia de las células
necplasicas, se producen en el nucleo [60], donde las modificaciones son el tamano,
densidad vy distribucién de la cromatina. En virtud de que se han descrito en céiulas
epitefiales fendmenos cuyo incremento refleja eventos  relacionados con carcinogenesis.
Los fendmenos mas comunmente descritos son los siguientes [56].

La picnosis vy la cromating anormaimente condensada, estan relacicnadas con la
diferenciacion y maduracion del epitelio, sin embargo, se observa incremento de éstas en
respuesta a dano celular {fig.20. a y b). La picnosis, cromatina anormalmente condensada
y la cariolisis, acompanadas de queratinizacion, ocurren como respuesta adaptativa al
dano celular, En condiciones normales no existe queratinizacicn en células de la mucosa
bucal. (fig.20. a, b y ¢). En el caso de la picnosis, cromatina anormalmente condensada,
cariorrexis y cariolisis, son una evidencias de necrosis celular, ocurren después del daho de
agentes gue causan perturbaciones graves en el desarroflo celular {fig.20). Por otra parte,
la picnosis, cromatina anormalmente condensada, cariorrexis, acompanan al tpo de
~muerte celular denominado apoptosis.
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Fig.20. Fotografias donde se observan las distintas alteraciones que  corresponden a : aPicnosis o nucleo

- pequeno. b)Cromatina anormalmente condensada, la cromating nuclear se encuentra agregada. ¢jCariclisis o -
disolucion nuclear, se observa una imagen fantasmal, Feulgen negativa. d)Carlorrems o} des;ntegracxon .
nuclear, que involucra fa perdida de la mtegndad nuclear [56]. .

La Binucr_eacién, es un pr_oceso que tiene _!ugar en dos etapas, en la primer etapa hay
mitosis, gue origina dos nucleos pero el citoplasma no se divide, en consecuencia, se
forma una céluia binucleada. Luego, ambos ndckeos en mitosis al mismo tiermnpo y cuando
las membranas nucleares se desintegran simuitaneamente, 1os cromosomas de ambas -
células guedan en el mismo huso y son arrastradas juntos de nuevo (fig. 21aj.

Por otro fado, cuando la division se completz habra dos células pero cada una tendra un
contenido tetraploide de cromosomas, por gue el nucleo original se dividio dos veces (fig.
215). Por ultimo, el Nacleo lobulado o Broken-egg, su origen y sngnffcado aurn son
desconodidos.

Fig.21. En la fotografia &) se observa una Binudeacién o presencia de dos nucleos en una célulay en la
fotografia b) se chserva un NUcleo Ichulado o Broken-egg, el cual ruestra una clara constriccidn[56].
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7.4 VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA AMBIENTAL

El ambiente humano esta formado por eilementos muy basicos como: aire, agua,
alimentos, clima y espacio disponible para sus movimientcs. En este contextc, se puede
mencionar que casi todas las enfermedades se deben a factores ambientales o sufren su
insuficiencia. Por o tanto, para poder establecer programas preventivos, es importante
saber como pueden alterar la salud ciertos factores ambientales especificos [61].

En este aspecto, la epidemiologla ambiental proporciona una base cientifica para el
estudio y la interpretacion de las relaciones entre el ambiente y la salud de los individuos
[61}. Sin embargo, es la epidemiologla lzboral la que estudia especificamente los factores
ambienitales de los lugares de rabajo (ver mapa conceptual).

Aesotcal]

Radiaciones ionizantes

PERSONAL EXPUESTO

Fig.22 En este esquerna se representan los diferentes factores sinergicos que inciden sobre la vulnerabilidad
individual, independientemente de la magnitud y exposicion a radiaciones ionizantes del personal que labora
en determinadas secciones ¢ servicios nosccomiales,

7.4.2. REPRESENTACION DEL PROCFESQ DE VIGILANCIA EPIDEMICLOGICA

El objetivo basico de la vigilancia epidemioldgica, es aprovechar la informacion en salud
para orierttar la toma de decisiones y la planificacion de estrategias de prevencidn y
control. Si bien la descripcion de los patrones de ocurrencia de las enfermedades v la
investigacion de sus-causas permite identificar 1os grupos més expuestos o susceptibles; se

debe estratificar los riesgos y orientar las acciones preventivas y de contrel de una manera
eficaz y eficiente. '
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En lo particular, cuando la orientacion discipiinar se concentra en oS aspectos
ambientales, se tiene gue tomar en cuenta algunos aspectos fundamentales que
determinan la evolucion de un dafo y las consecuencias de un impacto, -asi mismo, se
consideran los siguientes factores:

Exposicion

La exposicion tiene dos dimensiones, el grado y nivel de duracion. &n el caso de los
factores ambientales gue producen efectos agudos de forma mas o menos inmediata una
vez iniciada, el nive! gue aicanza la expesicion es el gue determina si se va a producir el
efecto (61].

Mediciones indhiduales © de grupo

Las mediciones individuales de la expasicion varian a io largo del tiempo. Por tanto, 1a
frecuencia de las mediciones y el metodo utilizado en los estudios epidemiclogicos para
calcular la exposicion o da dosis, requieren una cuidadosa consideracion. Esto se debe a
gue la exposicion ¢ la dosis puede variar entre individuos que trabgjan en un mismo
lugar, ya gue existe la posibilidad de encontrar diferentes habitos de trabajo o por las
diferencias en la distribucion del contaminante (61},

Valoracion y gestion del riesgo
Las consideraciones mas importantes para valoracion de riesgos, s poseer.

=  La definicion del riesgo sanitario ambiental.
= E analisis del tipo de efecto nocivo que puede causar,

= |3 estimacion de los niveles: reares de exposicion de las personas potencxaimente. L

. afectadas. _
= L2 combinacion de las relaciones dosis- efecto, dosis- respuesta y ademas de
calcular el riesgo probable de efectos nocivos en esa poblacion.

Por otra parte, los pasos mas importantes para gestion de riesgo son:

»  Calcular el riesgo para la salud y evaiuar la estimacion correspondiente en relacion
a un riesgo aceptable predeterminado.

= Reduccion de exposicion, maodificando procesos productivos para  eliminar
peligrosidad,

= Monitorizacion de la exposicion.

Sin embargo, el desarrolio de la vigilancia epidemiologica como  estrategia de
intervencion, esta determinada por el marco conceptual que explique 1a relacion de la
salud enfermedad en el ambito laboral, la percepcion sobre el papel que debe asumir ¢
estado y los patrones frente a dicha problematica [62).

Es evidente gue también influyen las condiciones gue se tiermen para la crganizacion,
gestion, ejecucion y evaluacion de la vigilancia epidemioldgica, fa cual busca:

. - N .
I, Identificar enfermedades, lesiones y factores de riesgo gue represeriten

nuevas oportunidades de prevencion.
2. Definir la magnitud y distribucion del probiema en fa fuerza de trabajo.
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3. Bvaluar tendencias de la magnitud det problema, para por lo menos en
principio tener una herramienta evaluadora de 1as estrategias preventivas.

4. ldentificar las ocupaciones, actividades econdmicas, fipos de industria, que
requieran atencion especial (capacitacion y el reforzamiento de visitas de
Inspeccion entre otros|.

5. La difusion  publica o esfuerzos normativos adicionales que los hagan
blarco de esfuerzos adicionales para prevenir nuevos episodios.

La organizacion de los sistemnas de vigilancia epidemiologica en salud de los trabajadores
es una obligacion irefutable de las entidades gubermamentales, teniendo como
preccupacion el empleo de toda la informacién existente en las instituciones de salud
ocupacional y en los servicios de salud [62).

En virtud de que en salud ocupacionai, la vigilancia epidermicldgica es una estrategia que
busca la deteccién precoz y la prevencion de los factores de riesgo para la saiud {en
grupos de frabajadores mediante la identificacion de la magnitud y distribucion de ios
problemas), se debe promaver el monitoreo continuo de [0s programas de intervencion.
De la mismma manera, se requicre el desarrollo de enfoques alternativos que propicien 12
intervencion oportuna de los problemas y mejorar con el aprovechamiento de la
informacion requerida para tal fin.

7.4.3. LA VIGILANCIA CENTINELA

La metodologia o vigilancia centinela, permile detectar alteraciones de la salud
ocasionados por la exposicion a una amplia gama de factores de riesgo presentes en el
- ambito laboral,  esta metodologia supone un complemento de los estudios tradicionales,
ya que permite incrementar la eficacia y eficiencia -de’ los estudios epidemiologicos -
laborales de caracter especifico.-Ademas, la identificacion de un problema en un centro. -
‘de trabajo puede servir -para-sentar las bases del control en todos los centros de trabajo
que tengan condiciones similares [62).

Tradicionalmente la vigilancia epidemiologica ocupacional se ha concentrado en el
seguimiento a los trabajadores expuestos a factores de riesgo, aplicando examenes
medicos y analizando resultados, lo cual se operativiza en términos de efectos, ademas
propone programas de medicalizacion y emitir el planteamiento prioritario de 1a
identificacion y control de riesgos  como alternativa basica, esto para evitar la aparicion de
efectosy secuelas que en ocasiones son irreversiples [62].

El diagnostico de los factores de riesgo ambiente-ocupacionales, implica la utilizacion de
un plan que permita el reconodimiento sistematico del lugar de trabajo, 1a identificacion,
medicion y 1a evaluacion de los mismos. De manera que el panorama de factores de
riesgo es una metodologla que permite realizar esta actividad como punto de partida
para su identificacion (incluyendo un reconocimiento inicial de las diferentes areas de
trabajo, la identificacion de agentes quimicos, fisicos y bioldgicos) y asi asociarse con
eventos ocupacionales, de evaluacion y priorizacion de las actividades de intervencion [62].

La vigilancia debe concentrar toda la atencion en el control permanente de las
condiciones ambientales, la aparicion de un solo caso debe alertar a todo el sistema y
dirigir la atencion hacia las medidas de control en otros trabajadores que compartan la
actividad o puesto de trabajo, ya que pueden estar sometidos al mismo agente de riesgo
y por lo tanto pueden beneficiarse de la intervencidn aun sin tener e problema.
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7.4.4. NORMAS FUNDAMENTALES EN EL AMBIENTE LABORAL RADIACTIVO

Sin duda alguna una de las normas mas Importantes gue rige a nivel nacional, s la NOM-
012-STPS-1999 ia cual establece las condiciones de seguridad e higiene que se deben
cumplir en los centros de trabajo, para el reconocimiento, évaluacion y control de los
trabajadores expuestos a radiaciones ionizantes.

Otra igual de importante es la NOM-017-5TPS-1993  la cual consiste en proporcionar al
personal ocupacionalmente expuesto, el equipo de proteccion establecido, capacitarlo en
SU USC y asegurarse que sea utilizado.

La finalidad de la aplicacidon de estas normas, es para reducir [0s efectos Deterrministicos
(Los efectos deterministicos son el resultado de exposiciones en todo €l cuerpo o en
partes gue producen suficiente mortalidad celular para menoscabar fa funcion en el tejido
u organc irradiado) y {os efectos  Estocasticos (Los efectos estocasticos se presentan a
largo plazo, despues de |z exposicion a la radiacidon, no presentan dosis umbral v 13
probabilidad de gue ocurran es proporcional a la dosis absorbida gjemplo de esto es la
leucemia, cancer y lesiones genéticas, las cuales pueden manifestarse tanto en el individuo
expuesto como en su descendencia)(20].

Dado que la exposicion ocupacional durante el uso de las fuentes radiactivas constituyen

un riesgo para la salud, el Reglamento General de Seguridad Radioldgica requiere que se

practiquen examenes médicos al 'pers'onaf ocUpacionalmente expuesto, como parte del
“control radiologico operacnonal basado enia NOM—026~NUCL—I 999

Al el Cumphmrento de este propOSIto normatlvo permite la deteccron oportuna de
'-alteraoones ‘genéticas derivadas ‘de {a: exposicidon laboral al factor. de riesgo ambientai
‘referido con anterioridad. Dichas alteraciones pueden detectarse mediante la.realizacion -
de exdmenes sucesivos, con fa intencidn de tener elementos de referencia que permitan .
apreciar la evolucion fisioldgica y del impacto genético, ademas de suministrar
informacion precisa para valorar adecuadamente las exposicionas accidentaies.
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8. MATERIALY METODQS

La sede del presente trabajo fue en las instalaciones del Laboratorio de Citogenetica,
Departamento de Fisiologia. CUCS. U de G.-Con la participacion del  laboratorio de
Mutagénesis. CIBO. IMSS.

En el proceso socio-institucional por implicaciones socio-laborales fue el siguiente:

*  El Hospital Civil de Belén, a través de la Subdireccion de Ensefanza e Investigacion,
autorizd gratamente la realizacion de esta investigacion {ver oficio anexo 3).

»  Elinstituto Jalisciense de Cancerologia, mediante su Direccién General, colaboro
con su infraestructura y recurses humanos.

*  los servicios invitados a este proyecto fueron: Radiologia, Medicina Nuclear y
Radioterapia.

»  Las pruebas de Biometria Hematica requeridas para este rabajo, corrieron por parte
del lzboratorio clinico de la Tarre de Especiatidades del Hospitai Civil

8.1 GRUPQOS DE ESTUDIO

Se realizd un estudio analitico, en personal ocupacionalmente expuesto (POE) a
radiaciones ionizantes pertenecientes al Hospital Civil de Belen. El cual se aplico en
trabajadores que laboraron por o menos un afo de forma continua en los servicios de
radiologia, medicina nuclear y radioterapia {fig. 23).

Antes de comenzar-con la caracterizacion del universo de trabajo, se socializé con el o
personal y se les impartid una pldtica sobre el tema, asi mismo, se les'aplicc') el oy
cuestionario No. 1 {ver anexo 4) para.conocer sus datos laborales, se ies clasifi co en 3 -

servicios 0 grupos de estudio y se aphcaron los siguientes criterios;

CRITERIOS DE INCLUSION

- Trabajadores de planta y eventuales del servicio de radiolegia, medicina nuclear y
radioterapia.

- POE que cuenten con registro de dosis acumulada anual por medio de dosimetria
fisica.

CRITERIOS DE NO- INCLUSION

- Aguel gue no disponga de datos precisos sobre el tiempo y dosis de exposicion.

- Aguellos que hayan tenido un receso faborai dos meses previos a la toma de
muestras.

- Atrabajadores del darea no directamente expuestos a las radiaciones.

- Atrabajadores gue no acepten involucrarse en este estudio.

CRITERIOS DE EXCLUSION

- Alas muestras que se hayan contaminado, que no respondan correctamente al
estimulo mitogénico y que no presenten suficientes metafases.

A cada POE que aceptd participar y que acredito fos criterios de inclusion, se le aplico

ademas €l cuestionario No.2 [anexo 5], donde se recabaron algunos datos
epidemiologicos individuales.
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Definido el universo de estudio {13 trabajadores) se les designd a 13 controles {personas
que no estuvieran expuestas a este tipo de radiaciones), pareados por edad y sexo. De
igual manera, a los controles se les pidid contestar el cuestionario No.3 {anexo 6] y
posteriormente, tanto a controles como a POE interesados, se les presento la carta de
consentimiento para incorporarlos al estudio {ver carta anexo /).

8.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

Se calendarizaron las citas tanto al POE como su control correspondiente el mismo dia y
hora para tormar las muestras (esto para tener las mismas condiciones de trabajo).

Para las tomas de muestras, se necesitaron 4 ml de sangre en un tubo con EDTA para la
tecnica de biometria hemnatica (ver anexo 8], 5 ml de sangre con 0.1 mi de heparina
estérii para la tecnica de preparacion de cromaosomas, en este case la muestra se separo
en dos partes y a una de ellas fue expuesta a 1.5 Gy (ver anexo 9). Por ultimo, se obtuvo
mucosa mediante un raspado bucal para la técnica de microndcleos de mucosa bucal
(ver anexo 10), todo esto a cada individuo del POE y del grupo control.

En el caso de la técnica de cromosomas, en la muestra No 3 del POE en estado
inducido, se vio la necesidad de apficar el criterio de exclusion.

8.3 ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos, se aplico la prueba “tStudent” para
Smuestras lndependlentes para ~muestras pareadas la prueba de. "tStudent” y
- “Wilcoxon™y da prueba "Chi % -para el universo celular total de comparaoon todos estos. -

f'corISJderando una: Significancia- -menor. de” p <005 ademas la. prueba ROC para'

KT Sensrblhdad y especnr icidad de las técnicas utlllzadas

ASPECTO ETICO

En este estudio el personal ocupacionaimente expuesto no fue inducido a ningun tipo
de riesgo. Las muestras sanguineas obtenidas del POE y del grupo control fueron

sometidas a tratamientos gue no afectan la integridad genetica de los participantes en el
estudio.

OPERALIZACION DE VARIABLES

Variable: Dario genetico.

Escala de rmedicion: Nominal cuantitativa.

Tipo de exposicion: Radiacion o, B, y/o v.

FOrna de exposicion: Directa o indirecta.

Tiermpo de exposicion: Cronica {mayor a un afho).

Variable independiente: Radiaciones ionizantes {Dosis absorbidas y acumuladas).
Variable dependiente: Presencia de micronucleos y aberraciones cromosomicas.
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9. RESULTADQOS

En los resultados de laboratorio clinico, se observd que el POE como el grupo control,
presentaron niveles normales en lz prueba de biometria hernatica.

9.1 CIFRAS DFE LA PRUEBA DE MICRONUCLECS
En ios cuadros 1y 2 se presentan las frecuencias descriptivas de micronticleos (MN) por
2000 celulas del POE v sus respectivos controles.

CUADRO 1. Células mucronucdieadas y otras anarmalidades nucleares del POF, datos de 2000
ceiulas por individuo. (DS= desviacion estandar. MN= micronucdieos. BN= cef binudcleadas,  PN=
picriosis. NL=nuidieo iobuiado, CC= cromating- anormaimente condensada. CR= cariorrexis. (1=
CATONSEs. ANT= anormalidades nudeares. folales sin incluir M)

N CMIN: BN PN: NL: g UIER,
| 0 0 0 0 3 C 9 12
2 i0 I ! 0 7 i 4 14
3 0 0 0 i 9 0 17 27
4 4 0 ) 0 3 ! 2 0
5 5 0 0 i 8 4] o 9
6 1 3 0 I 2 i] Z 8
7 9 I 0 0 2 0 4 7
8 6 2 1 ] 0 0 2 6
9 6 3 3 3 10 5 13 37
10 5 0 3 2 R 0 2 8
] 0 0 [ 0 0 4 2 6
12 7 0 0 0 2 0 2 4
13 | a7 4 0 3 21 2 3 33
Total 80 14 ‘8 12 &8 13 C 66 181
Media 6._?5 07 0.61 09z 523 1.00 5.07 13.92
+ + + + + + + +
05 4.87 .44 1.12 1.1 584 1.68 500 11.00

CUADRO 2. Céluias mucronucleadas y otras anormalidades nucieares de grupo control.

MNC BN RN ~ il
1 7 0 0 ] z 0 2 5
2z 0 C 0 0 4 G 0 4
3 0 i 0 0 il G 0 12
4 3 0 0 0 6 2 2 10
5 2 0 ¢ o 3 0 ] 4
b i 0 0 ¢ 3 0 4 7
/ & C 0 0 ¢ 0 4 4
g ! 3 0 ] 0 0 0 4
? 5 H | 0 0 0 ] 3
10 5 0 0 0 0 0 ] 1
Il 8 | 0 0 0 -0 1 2
4 G 0 0 0 i 1 | 3
i3 5 G 1 0 G l | 9
Totat 43 6 2 2 36 4 18 68
Media 3.30 0.15 015 0.15 2.76 0.30 1.38 5.23
+ x £ + + + + £
D3 284 0.37 0.37 0.37 3.32 0.63 1.32 379

La imagen tipica de un mucronticleo de mucosa bucal se presenta en la figura 24,
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Fig.24. Fotografia donde se aprecia la presenda de una célula micronudeada.
9.1.1 FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS DE MUCOSA BUCAL

En la figura 25 se observan en grafica las diferencias equivalentes en media de los
cuadros 1y 2, que cormespondern 6.15 en el POE versus 3.30 del grupo control.

Micronuclecs

Hg. 25. Grafica que muestra la media de los resultados de la prueba de microndicieos, £n ella se observa ia
diferencia entre el POE y el grupo control,

9.1.2  FRECUENCIA DE OTRAS ANORMALIDADES NUCLEARES

Las frecuencias mas gue se presentan evidentes tanto en POE como en el grupo control,
fue la crormatina anormalmente condensada que alcanzo una difta de 523 vs. 2.76
respectivamente, 1a canolisis con 5.07 en el POE vs. 1.38 en control {ver figura 26). Si
bien la tendencia del POE es ligeramente mayor que la del grupo control, en las
anormalidades totales si se observa una gran diferencia entre los dos grupos.

[ —¢—POE —m—CONT |

Anormalidades Nucleares

Media

O RN WAL
//
I

Anormalidades

Fig Z6. La grafica izquierda muestra fa media de as frecuendias vy las diferencias entre e POE y & grupo
conyol en cuanto a las ancrmalidades nudeares ¥ €n 1a grafica derecha muestra la frecuencia, donde se
observa ia gran diferencia entre las anormalidades nudieares totales sin induir microntdeos.
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Fig.27. En estas fotograffas se apredan otras anarmalidades nudeares que se observaron en la técnica de
rricronudcecs y las anormalidades carresponden a | &j fotografia que muestra una Célula Binudleada.. b)
imagen donde se observa una Picnosis. ¢) corresponde a una céluia con 13 cromatna anormaimente
condensada. d) muestra una anormalidad nudear conocida come Cariormexix. v finalmente e) corresponde
a una Cariofisis. Todas estas muestras fueron tenidas con colorante de Grifold y as iméagenes fueron
obtenidas a 100X

Una vez presentados los datos anteriores se presentan a continuacion las cifras de las
aberraciones cromosomicas (AC), donde los cuadros 3 y 4 corresponden a datos de
muestras basales del POE y control respectivamente; y los cuadros 5 y 6 corresponden
resultados de las muestras radiadas al igual que el anterior corresponden al POE y grupo
control.
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9.2 CIFRAS DE LAS ABERRACIONES CROMOSOMICAS

A continuacion se presentan las cifras de aberraciones cromosémicas en estado basal.

CUADRO 3. Aberraciones cromosomicas del POE en  estado basal, correspondientes a 230

celillas por individuo [DS= desviacion estindar,  DIC= dicéntrico. AND = anifo. RCT=

rompimiento | RCM= rompimiento ©. GCT= gap’.  GCM= gap’.  DCT= defecion’.  DCM=

delecior’. Tras= trasiocacion  ATE= anafase termprana. ATA= andlase tardia  DiM= diminiios.

b;N/?:endorredup/fa?abn Al=aberraciones lolakes sin indir DIC y AN " cromatidico
Cromosomico).
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CUADRO 4. Aberraciones cromosdmicas del grupo control en estado basal.
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Los cuadros by 6 corresponden a los datos de las aberraciones cromosdmicas en estado
inducido.
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CUADRC 5. Aberraciones cromosomicas del POE  bajo induccion radiactiva correspondientes a
AN = andio. RCT=
rompimiento ', RCM= rompimiento °. GCT= gap'. GCM= gap’. DCT= delecion’.  DCM=
delecion’. Tras= traslocacion — ATE= analase termprana. ATA= analase tardia. D= drminuios.
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Cromosomicoy.
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CUADRQ 6. Aberraciones cromosomicas del grupo control bajo induccion radiactiva
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Si bien se encontraron AC en estado basal, las siguientes fotografias corresponden a
muestras inducidas, las cuales por el alto nivel de exposicion al cual fueron expuestas,
presentaron drasticas alteraciones las cuales fueron tomadas como control positivo para
la validacion de la técnica.
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Fig.28. Imagen obtenida de una muestra radiada donde se observa una endorreduplicacion, en este caso
l0s cromosomas se duplican sin ocurrir divisién celular (Tincion Giemnsz. 100X). .

Fig.29. imagenes obtenidas de muestras inducidas, en ellas se puede apféciar los crornosomas en anilio.
Este tipo de aberraciones s la mas significativa para evaluar efectos genotdxicos (Tincién Giernsa. 100X).

Fig.30. Imagenes obtenidas de muestras inducidas, en ellas se puede apreciar ios ¢remosomas dicentricos,
los cuaies para clasificar agentes genotdxicos en importancia ocupan el sequndo lugar (despuds de los
anillosjen la fotografia derecha se observan ademas anafases termpranas {Tincion Giemsa. 100X].
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Fig.31 Imagen obienida de muestras inducidas, donde se puede aprediar a unas peguetias estructuras
conocidas como minutos (Tincion Giernsa, 100X).

Fig.32. Fotografias obtenidas de muesiras radiadas, en elias se observan una importantes aberraciones
conodcidas como gaps, las cuales hace 16 anos no posefan gran importancia txico-genetico y que en la
actualidad muchos estudics (incluyendo este} observan la gran sensibilidad por agentes genotGxicos.

Fig.33 Imagenes obtenidas de muestras inducidas, y donde se pueden apreciar las anafases tempranas,
aberraciones que también mostraron poseer gran sensibilidad a la induccion radiactiva (Tincion Giemsa.
100X).
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9.2.1 FRECUENCIA DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN MUESTRAS BASALES

De ios cuadros 3 v 4, la media presentada por cromosomas dicéntricos fue de 0.08 en e
POE vs. 0.0 del grupo control. En cuanto a la presencia de anillos, no se presentd
diferencia alguna en ambos grupos (0.0) Los gaps cromatidicos fueroni.66 en POE vs
0.38 en controles, en ios gaps cromosomicos fueronl.75 en POE vs. 0.76 en controles,
por otra parte, las anafases presentarcn a 2.5 en POE vs. 0.76 en control y por ultimo las
aberraciones totales sin incluir dicéntricos y anillos fue 7.16 en POE vs.2.84 en control.
ver figura 34.

9.2.2 FRECUENCIA DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS EN MUESTRAS RADIADAS

En los cuadros 5y 6, se presentd ligera diferencia en la presencia de cromosomas
dicéntricos 1.15 en POE vs. 1.23 del grupo control. En la presencia de anillos, fue 1.38
en POE vs. 1.15 en controles, En gaps cromatidicos ambos grupos presentarcn 1.92; En
gaps cromosomicos 2.38 en POE vs. 1.92en controles. En anafases se presentaron a 3.3
en POE vs. 3.76 en controf {ig.34) y por ultimo en aberraciones totales sin inciuir los
dicéntricos y anillos fue 10.92 en POE vs.11.53 en contral.

9.2.3 COMPARACIONES INTRAGRUPO

Hasta ahora solo se han observado las diferencias entre el POE y el Grupo control. Sin
embargo, si observamos el comportamiento entre un mismo grupo en estado basal
respecto al radiado, enconramos que en el POE, existe aumento de cromosomas
dicéntricos y anillos, sin embargo, en las demas aberraciones, este grupo mantiene
practicamente su tendencia {fig.34).

La respuesta del grupo control, al igual que el POE, presenta &umento en ios
cromosomas dicéntricos y anillos, no obstante, existe gran diferencia respecto al POE, ya
que se duplico la frecuencia en gaps cromosomicos y cromatidicos; aumentd mas de
cuatro veces la presencia de anafases vy las aberraciones totales (fig. 34).

|—#—POE. B —#—POE.R —A— CONTROL. B —8— CONTROLR |

\\
P =N y/4 N\ I/ \\ /
0.5 AN /. \ﬁi 7 A\

DI AN RCT RCM GCT GCM DCT DCM TRA TRT ATE ATA DIM ENR

Fig.34. Grafica que muestra el comportamiento celular en muestras basales y bajo induccion radiactiva en
ambos grupos. (D= Dicénirica; AN = Aniflo; RCT=- Rompirmierio ' RCM= Rompirniento % GCT- Gap' ; GCM= Gar
DCT= Delecion’;  DCM= Delecior?, Tras= Traslocacion:  ATE= Analase temprana;  ATA= Anafase lardia
DiVi- Diminutos;  ENR=Endoredupiicacion), ' Cromatidico © Cromosdmico,
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9.3. HISTORIAL DOSIMETRICO DEL POE

El cuadro 7 muestra los datos correspondientes al POE estudiado, Las dosis anuales de
exposicion registradas fueron muy bajas con respecto a la dosis maxima permitida en
nuestro pais {50 mSv anuales). Las dosis aqui descritas corresponden solo al servicio de
radioterapia, sin embargo 5/13 POE faboran en doble jornada y/o en dos servicios
diferentes que utilizan radiacion ionizante.

Cuadro 7. Relacion de los datos del POE asocdiados a su historial dosimetrico.

No. Edad Antigtiedad Dosis anuales Dosis acumuladas Sex0
{anas) (MSv) {mSv)
| 34 3 2.444 7.334 F

41

Media 356 7.769 3.553 18,141
+ + + + + 8F/5M
DS 12.7 9311 2473 13.755

* POE integrado a una segunda area laboral,

Para evaluar si el tiempo de laborar tiene relacion con la dosis acumulada se realizo una
correlacion fineal entre la antigledad laboral vs. dosis acumulada resuitando positiva
(p=0.001 Pearson) (figura 35). Dicho comportamiento es esperado dado que a mayor
tiempo de estar faborando existira una mayor dosis acumuiada.

|—e—Aniiguedad —8—D. Acumuladias
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o
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Fig. 35. Grafica correspondiente a dosis acumuladas vs edad, donde por logica se esperaria encontrar una
correlacion fineal o de la forma que aqui se presenta.

En la grafica se observa que las dosis anuaies se mantienen constantes
independientemente de la edad del POE (fig.36}.

43




—&—Edad —8—D. Ab. Anual \

80
60 ¢

Fig. 36. Grafica gue corresponde al promedio de las dosis absorbidas anuales vs edad donde la tendencia
de exposicidn debe mantenerse constante independientemente de la edad del trabajador.

9.4 COMPARACIONES ESTADISTICAS

Para analizar la magnitud de dafo detectada por cada metodo se estudiaron muestras
independientes y pareadas (cuadro 8]. Las frecuencias de MN no resuitaron
estadisticamente diferentes entre POE y coniroles, mientras que en otras anormalidades
nucleares si. También se observd que las frecuencias de AC basales en POE fueron

mayores que sus controles mientras que en muestras radiadas (1.5 Gy}, no hubo
diferencias. :

s motable gue el numero de dicéntricos aumentod significativamente en condiciones
pasales. Un comportamiento esperado intragrupo es que en el grupo control se
observaron frecuencias de AC incrementadas en muestras radiadas con respecto a
hasales. En el grupo POE las muestras radiadas resultaron aumentadas con la prueba de
Wilcoxon y no diferentes con la prueba de t-Student lo cual es explicable dado que los
valores basales en POE resultaron mayores que sus controles.

Cuadro 8. Analisis comparativo entre ambos méetodos de biomonitoreo.

Tipo de muestra Prueba Vaiores

Micronicleos en muccsa
POFE vs Carral t para muestras independientes t=1.903; NS

Anormalidades nucleares totales.
POE vs Controt t para muestras independientes = 10.654; p<0.004

ek 2 R R

t para muestras independientes =-1.94 NS
POE vs Control
Dicéniricos basales
' t para muestras independientes t—=484; p<0.039
POE vs Conirol
Dicéntricos inducidos
| para muestras independientes t=1.114; p=0303;N.S.
POE vs Contral :
POE t para muestras pareadas T=-2753; p=<0.1%; NS,
Aberraciones basales vs inducidas Rangos de Wilcoxon Z=2.27; p<0.023
Control t para muestras pareadas T=-428, p<0.001
Aberraciones basales vs inducidas Rangoes de Wilcoxon Z=-3.065; p<Q.00Z
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Dado que fueron considerados en el presente estudio 13 individuos por grupo, se
realizd un segundo analisis por nimero de células analizadas, resultando un total de -
26,000 céluias analizadas por grupo para la prueba de MN y 12,317 mitosis por grupo
para la prueba de AC.

Los resultados del andlisis con fa prueba de ¢hF se muestran en el cuadro 9. Se observa
que al aumentar el tamafio de la muestra se detecta incremento en la frecuencia de MN
en POE vs. Control, al igual que |z prueba de AC basales y concordando con el analisis
previo en cuanto a no observar diferencias en aberraciones cromosemicas entre POE y
controfes radiados.

Cuadro 9 Tablas de contingendia de fas distintas pruebas.

Chi” cnic chi’
Ab Tot MN ANT

Chi®
aniflos

Grupos de Chi’
comparacion dicentricos

POE Basal vs.
POE radiado

Control basal Vs
Control radiado

POE basal vs. 1.GG0 -
Control basal p=0.3145

POE radiado vs, Control 0.032 0.309
radiado p=0.8574 p=0.5783

En el cuadro 10 se muestran correlaciones estadisticas de la frecuencia de dano
detectado por micronucleos y aberraciones cromosomicas con respecto a dosis de
exposicion en el POE. Se observa que no hay correlacion entre dosis v frecuencia de
micronulceos o aberraciones cromosomicas en muestras radiadas mientras que a mayor

dosis de exposicion mayor numerc de anormalidades nucleares y aberraciones
cromosomicas basales.

Cuadro 10 Correlacion: de Pearsorn aplicado a las técnicas de biomonitoreo y dosis acumuladas.

Comparacion dosimetria fisica y biologica +f- Valores
{correlacion de Pearson)

Dosis acumtiladas POE vs. Micronticeos 0 p=0.258

Dosis acumuiadas POE vs. Anormalidades nucleares + P<Q.031*
Dosis acumuladas POE vs, Aberracicnes basales + P<0.037*
Dasis acumuladas POE vs. Aberraciones inducidas 0 P=0.292

9.4.1.  PERTINENCIA DE LOS METODOS

Con el fin de proyectar los alcances y limitaciones, a las pruebas correspondientes a
micronuclecs y aberraciones cromosomicas, se les realizd un estudio de sensibilidad
(probabilidad de clasificar correctamente a aquellos que tienen fa caracteristica de
interés) v especificidad (probabifidad de clasificar correctamente a aquellos que no
tienen la caracteristica de interés), que se observa en el cuadro 11.
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Cuadro | 1. Estudio de sensibilidad y especificidad de las técnicas utilizadas.

Tipo de estudio Sensibilidad Especificidad

Por uitimo, en cuadro |2 se describen a grandes rasges las caracteristicas de 10s
metodos de biomonitoreo, en una escala de medicion tipo nominal cualitativa, esto can

el fin de proyectar las bondades en cuanto al nivel técnico, rapidez, ¢osio e
infraestructura,

Cuadro 12. Escala de medicion cualitativa de ambas técnicas.

Microntcleos | Cromosomas
Complejidad {nivel técnico) Baja Alta
Rapiciez (tiempo) Al Baja
Costo Bajo Alto
Infraestruciura Media Alta
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10. DISCUSION

Fn las ultimas décadas de. investigacién epidemiolégica se ha obtenido valiosa
informacion respecto a los riesgos de ia poblacidn por factores ambientates, por lo cual
se han realizado esfuerzos para ia prevencion de la poblacion a carcinogénesis por
factores externos [63.64.6566,67,68] En contexto, este estudio propusc identificar si el
personal ocupacionalmente expuesto (POFE) presentaba dano genctico a dosis bajas de
radiacion {gue es a la que se expone de forma cotidiana), si existe diferencia respecto a
un grupo control en condiciones #7 vivo 'y bajo induccion radiactiva &7 viro.

Estudios previos han descrito el gran espectrc de danos gue ocurre en el ADN y otras
macromolécuias de celulas irradiadas. Ejemplo de elio, es que con rayos v a dosis de |
Gy, se producen cerca de 1000 rompimientos de cadena simpie, 40 rompimientos de
cadena dobie, y centos de danos de bases [69]. Claro que una exposicion de esa
magnitud nc ocurre en la vida cotidiana, y pudiera darse solo en accidentes radiolGgicos
v/0 radioterapias. Sin embargo, los estudios de exposiciones cronicas a dosis bajas sen
muy escasos [70] y con fa utitizacion de micronucleos de mucosa bucal, casi nulos.

En este esiudio, se analizaron un total de 26 muestras, 13 correspondientes a POE (yl13 a

controles) que cumplieron con caracteristicas de control radiolégico. En ningln €aso se

rebaso el limite maximo permitido en México que es 0.05Gy/ano de dosis absorbidas {71]

(que por cierto en inglaterra es de 0.03 y en Alemania es de 0.02Gy/ano), ademas
- ningtin trabajador sufrid accidente radiologico en los ulimos 5 anos.

En el examen de Biometria hematica, ambos grupos presentaron resultados normales,
sefialando a esta técnica como inapropiada  para cuestiones preventivas aplicadas al

POE, esto debido a que los gradientes de esta prueba son alterados por multiples

factores, y no necesariamente por agentes genotoxicos.

La prueba de Micronucleos {MN], fue capaz de identificar mayor presencia de MN y de
anormalidades nucleares totales en el POE que en el grupo control. Si bien, no hubo

correlacion entre las dosis absorbidas y presencia de MN, esto quiere decir que la

presencia de MN no necesariamente se presentd por la variable radiactividad, datos
similares se obtuvieron de un estudio en 1992, los que proporcionaron un  insuficiente
poder estadistico intradndividual para estandar epidemiolégico (72,

Por otra parte, al utilizar la prueba estadistica de Roc, la tecnica de MN presentd 0.75 de
sensibilidad y 0.50 de especificidad. Si bien, 1a especificidad de esta prueba no es Ia
esperada, posiblemente se debe a gue en los datos de cromosomas basales de ambos
grupos, no se presentaron  aberraciones condicionantes para la formacion de
micronucleos[s1]. Sin embargo, ulilizando el universo de trabajo celular con la prueba
Chi %, se observa diferencia significativa (p=0.0008) entre células del POE respecto al
grupo control, lo gue concuerda con lo publicado en 1994, que menciona que fa
frecuencia de MN se incrementa de forma lineal con dosis acumuladas de rayos y{55].

Cabe senalar, gue es importante contemplar el perfil epidemiologico de cada individuo
antes de aplicar la prueba de micronticleos, ya que existen dificultades para estandarizar
esta prueba, la cual presenta factores de variabilidad individual. Uno de estos factores, se
relaciona directamente con la dieta (altos niveles de vitamina B-12, contrarrestan la
presencia de MN] (73]. Otro factor, es la edad [que es directa mente proporcional a la
presencia de MN]J, en el caso del sexo el cromosoma X siempre esta presente en los
MN]74,75], el tabaquismo, las infecciones bacterianas, la inflamacion y el consumo de
medicamentos {59.76,77]. aumentan tambien 1a frecuenicia de MiN.
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Para validar este método como biomonitor de riesgo para carcinegenesis, se tiene gue
contemplar estrictamente las variables intervinientes (edad, sexo y habitos alimenticios
entre ofros) y para obtener suficiente poder estadistico intra-individuat para realizar un
estandar epidemiologico, se debe aumentar el universo de estudio, ademas de.
contemplar el compertamienta de las anormalidades nucleares de fondo [71].

En el andlisis cromosomico, de 230 metafases por individuo, fas muestras basales
presentaron una mayor presencia de aberraciones cromosomicas en el POE que en el
grupo control, las aberraciones mas frecuentes fueron 105 gaps tanto cromatidicos como
Cromosomicos y SOlo en un ¢aso se encontrd un cromosoma dicéntrico, en ef caso de
este Ultimo, corresponde a la muestra de un POE que sufrid un accidente radicldgico 8
anos atras, informacion muy importante para proyectar fos alcances de esta técnica.

En muestras radiadas (@ 1.5 Gy, los valcres obtenidos fueros similares y poco
significativos tanto en el POE como en los controles. Si bien, estos datos muestran un
comportamiente esperado tedricamente, el grupo control muestra ur menor numero:
de aberraciones cromosomicas en condiciones basdles respecto al POE. No obstante, en
muestras radiadas, el mismo grupo contro! presenta un numerc de igual a ligeramente
mayar de aberraciones cromosémicas al grupe del POE.

Lo anterior apoya a la teoria de la respuesta adaptativa [7879). 1a cual consiste en una
disminucion en fa frecuencia de dafo a bajas dosis debido a la activacién de
mecanismos de reparacion, aqui, es importante sehalar que fa diferencia entre las
muestras basales y radiadas del POE [excluyendo anillos y dicéntricos) es minima, 1o
que se traduce en una mayor capacidad de reaccion en los sistemas de reparacion del
POE respecto a los controles.

Al ser analizados los valores obtenidos, mostraron no ser debidos al azar, ademas, a esta
tecnica se le aplicd la prueba estadistica de ROC y presento 0.75 de sensibilidad y un
0.91 de especificidad. Si bien esta técnica, ha sido utilizada y estandarizada para detectar
danos {especialmente anilios y cromosomas dicentricos) en altas dosis radiactivas [80], a
dosis bajas, se debe considerar la alta sensibilidad de los gaps y de anafases tempranas
como indicadores conflables de agentes genctoxicos.

Sibien, la normatividad Mexicana establece las condiciones de seguridad e higiene que
se deben cumplir en los centros de trabajo y control del POE, ademas de considerar que
este tipo de exposicién puede constituir un riesgo para la salud; también sefala la
obligatoriedad para que se practiqguen examenes meédicos como parte del control
radiclogicc operacional y de vigilancia epidemiolégica. Sin embargo, no es posible
establecer una concordancia con las normas internacionales sobre los aspectos
mencionados (simplemente por que no existir referencia al momento de preparar
nuestras normas). Esto guiere decir, que tos limites permisibles de dosis absorbidas al
igual que los métodos de biomonitoreo, difieren en todos los paises.

Por o anterior, no se debe escatimar en infraestructura, higiene y en [os recursos de
biomonitoreo que se encuentran a nuestro aicance, o bien en aguellos gue se pueden
implementar. Todo esto para brindar un amplio nivel de bioseguridad en los ambientes
ocupacionales. Siempre se debe tener presente que su garantia no es un gasto, es una
inversion que garantiza el bienestar sustentable y la salud del POE a las radiaciones
ionizantes en cualquier institucion publica o privada donde suceda la exposicion.
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11, CONCLUSIONES

1. Los datos anuales obtenidos de las biometrias hematicas reaiizadas al personal
expuesto a radiaciones sen poco significativos para ser utilizados como metodo
de biomonitoreo epidemiologico ambiental.

2. La prueba de MN en mucosa es sensible a diversos agentes genotoxicas, y en
este caso, esta técnica fue capaz de identificar mayor presencia de MN y
Anocrmelidades Nucleares en el POE gue en el grupo control.

3. En el presente estudio se demosiro que, la cariolisis, es una de las anormalidades
nucleares significativamente mas sensibles a la radiacion.

4. AUN en estado basal, los individuos del POE presentarcn mayor frecuencia de
aberraciones cromosdmicas con respecio a sus controles.

5. Nuestros resuitados evidenciaron que los gaps tanto cromatidicos como
cromosomicos vy las  anafases tempranas, pueden  considerarse  como

aberraciones cromosémicas sensibles a la radiacion ademas de fos anillos y
dicéntricos.

6. En muestras inducidas a 1.5 Gy tanto POE como el grupo control presentaron

dafio genético evidenciado por la presencia de cromosomas dicentricos y
anilios.

7. Existe mayor capacidad de respuesta en los sistemas de reparacion del POE que
en el grupo controt.

8. Tanto la técnica de microntcleos como la de aberraciones cromosomicas

mostraron grandes virtudes para ser apiicadas ccmo biomonitores de rutina en
POE.
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172, RECOMENDACIONES

Se reconoce que diferentes enfermedades humanas resultan por exposiciones cronicas
de factores ambientales de tipo fisico y quimico [81]. Dentro de ios quimicos se destacan
los solventes y pesticidas, y de los fisicos las mismas radiaciones ionizantes. Cuaiquiera de
ellos representa un flagrante riesgo para el bienestar y salud humanas, particularrmente
en los entornos laborales donde su impacto se rmuitiplica por el mecanismo de fa
exposicion:

En consecuencia, y luego del desarrolio de la presente investigacion, se hace necesario e
indispensable el seguimiento de las siguientes recomendaciones para minimizar y
controlar el dafic ocasionado:

Se debe considerar al estudio cromosdomico como un buen sistema anuat de
vigilancia epidemioldgica, ya que los danos cromosomicos provocados por
exposiciones radiactivas cronicas o agudas, se pueden seguir presentando hasta
8 afos después.

Cuando se sospeche de una scbre exposicion accidental de radiacion, es factivle
utilizar lz prueba de microntcieos, ya que el ciclo de vida de las céiuias de
mucosa bucal es condicionado por los habitos del individuo y se reduce a un
par de meses.

Es importante tener en cuenta estas tecnicas de biomonitoreo para aplicarse en
POE gue cuente con servicios de dosimetria fisica y aun mas en aquellos que no
posean este servicio.

La aplicacion de métodos citogeneticos en el area de la salud ambiental en
diversos escenarios laborales puede reducir incertidumbres de riesgo por
exposiciones cronicas a diversos agentes fisicos y/o quimicos que danan la salud
de los trabajadores.

No obstante gue |a disponibilidad laboratorial de [as determinaciones referidas
del impacto genetico no esta generalizada en todos los servicios de salud
publica como parte de ios sistenas vigentes de vigilancia epidemioidgica
ambiental, su implementacion operativa es aitamente recomendable por el
favorable balance en la relacion costo beneficio en favor del bienestar y salud de
los trabajadores hospitaiarios expuestos a las radiaciones ionizantes.

Cabe senalar gue las diferentes normas de seguridad no son auto aplicativas. Por
lo tanto, cualqguier institucion implicada y comprometida con el bienestar de su
personal, asi como cualquier trabajador de la misma, deben asumir sus
diferentes responsabilidades para ser consecuentes con las indicaciones
establecidas y evitar riesgos innecesarios y sanciones administrativas.

Por uitimo, considerar-que el aumentar el nivel de escolaridad v la edad minima
como requisito para laborar en los centros de trabajo que utilicen fuentes
radiactivas, pueden disminuir los factores de wulnerabilidad y de riesgo
ocupacional a nivel individuo e institucion.

50




13. REFERENCIAS

14,
15.

i6.
17,

18.
19.
20.

21.
22
23,
24

25.
26.
27
Z8.
29.
30.

Perera F. Erwircn and cancer. Science. 1997, 28: 1068-1073.

Schull W. Late radiation resporises in man; Current evaluation from results from Hiroshima and
Nagasaki. Adv Space Res. 1983.3: 231-239.

Plappert G. Changes in the repair capacity of blood cells as a biomarker for chronic low- dose
exposure to ionizing radiation. Environmental and motecular mutagenesis 1997. 30:153-160,
Schmid W. The Micronucleus Test. Mutat Res. 1975, 31:9-15.

Albertini R, Nicklas J. Oneill J. Future Reseach Directions for Evaluating Human Genetic and
Cancer Risk From Enviromentai Exposures. Environ Healt Perspect: 1996;104:3;503-510.

Hanawalt P. Role of transcriptioncoupled ADN repair i susceptibility to environmental
carcinogenesis. Erviron-Healt-Perspect. 1996;104,3:547-551.

Encarta enciciopedia. Microsoft. 2000,

Alpen E. Radiation Biophysics. California EUA: Academic Press; 1998,

Cruz J, Chamiz R, Garritz P. Estructura Atomica: Un enfoque Quimico. México: Fondo Educativo
Interarmericano; 1984.

Segovia N, Bulbulian S. La radiactividad en el habitat. Ciencia y desarrolio. 1986,70:4 1-49.

. Griffith J. Introduccion at Andlisis Genético. Madric; MacGraw-Hill; 1 993.

Wolfgang-Ulrich M. Micronuclei. a biological ingicator of radiation damage Mutat
Res. 1996366:163-169.

Rooney D. Czepulkowsky B. Human Cytogenetics. Volume I Malignacy and Acquired
Abnormatlities. Oxford irl & University Press:

Vogel.F, Motulsky.A, Human genetics. Probiems and approaches, Germany: Springer: 1997.
Feynman R, Sands M, Leighton R. Fisica. Mecanica, radiacidn y calor. Addison Wesley Longma.n.
México; 1998.

Hailiday D, Resnick R, Walker J. Fundamentos.de fisica. Cecsa. México, 2001.

Fucic A Xrays, microwaves and vinyl chloride monomer: their dastogenic and aneugenic activity,
using the micronucleus assay on human lymphocytes. Mutat Res 1992, 282:265-271.

Hewitt P. Conceptual Physics. Delaware EUA: Addiscn-Wesley (beroamericana; 1995

Alonso M, Finn £, Fisica. EUA. Addison—Wesiey iberoamericana: 1995.

Ortiz M. Riesgos a la salud derivados de la exposicion a las radiaciones icnizantes. Comision
nacional de sequridad nuclear y salvaguardias. Mexico. 1998

Gianceli D. Fisica para universitarios. México. Pearson Educacidn.2G02.

Cuevas S. Aspecios de.Biofisica. México: U de G;1992.

Graham L. SEM and X-ray Microanalisis. Great Britain: Analytical Chemistry by Open Learming; 1 987.
Michette A, Buckiey C. X-Ray. Science and technology. UK. Institute of physics publishing Bristol
and Philadelphia 1993.

Acosta V, Cowan C Graham. Fisica Moderna. México: Oxford Univlérsity Press; 1999.

Kenneth K Fisica Moderna. México: Limusa; 1991,

Gerald K Biologfa Celular y Molecular. México: MacGraw-Hill Interameriricana; 1996.

Salamanca F. Citogenetica Humana, México. Panamericana, 1996.

Bryant P. Mechanisms of radiation-induced chromatid breaks

Lewin B, Genes VI N.Y. Oxiord University Press. 2000.

51




31
32
33

34

35,
36.
37.
38,
39.
40.
41,
42.
43,

44,
45,

46.

47.

48.

49,

50.
51

52

53.

54.

Singh N. A simple technique for quantitation of low levels of DNA darnage. Exp. Cell Res. 1986,
175:184-91.

Guizar ). Vézquez. Genética Clinica. Diagnostico y manejo de las enfermedades hereditarias.
México: Manual Moderno;2001.

Sirnger M, Berg P. Genes y genomas. Una perspectiva cambiante. Barceiona, Gmega. | 993.
Bobadilia M. Andlisis de inestabilidad cromosdmica inducida in vilro con mitomicina-C en linfocites
de pacientes con sindrome Seckel. Tesis de grado en maestria en genética humana. U de G,
México. 1999, -

Gardner E, Simmions M. Snustad P. Principios de gerética. Meéxico; Limusa.2000.

Guias para evaluar riesges de mutagenicidad. EPA 1988,

Partt W, Ruddon R, Ensminger W , Maybaum J. The Anticancer Drugs. New York: Oxford: 1994,
Trichopoulos D, Li F, Hunter 2. What Causes Cancer?. Scientific American:1996.

El Zein R, Conforti-Froes N, Au W, Interactions Between Genetic Predisposition and Environmental
Toxicans for Developrment of Lung Cancer. Environ Mol Mutagen: 1997,

Wei Q, Cheng L, Hong C, Spits M. Reduced ADN Repair Capacity in Lung Cancer Patients. Cancer
Res: 1996. .

Melnick R, Kohn M, Portier C. Implications for Risk Assessment of Suggested Nongenotoxic
Mechanisms of Chemical Carcincgenesis. Environ Healt Perspect: 1996,

Tice R, Agureli E, Anderson D. Single cell gel/comet assay: guidelines for in vitro and in vive genetic
toxicolegic testing. Environ mol. Mutagen 2000,35 (3):206-21

Savage J: Update on target theory as applied to chromoscmal aberrations Environ Mol. Mutagen.
1993; 22{4):198-207

Guias para evaluar riesgos carcinogenicos. EPA 1988.

Tucker D, Preston J. Chromosome Aberrations, Micronudlei, Aneuploidy, Sister Chromatid
exchanges and Cancer risk Assessment; Mutat Res. 1996,

Voisin P. Chromosome abberrations scoring for biclogical dosimeltry in a critical accident. Radiation
proteccion dosimetry 1997.

Edwards A. The use of chromosomal abberrations in hurnar iymphocytes for biological dosimetry.
Radiation Research 1997.

Doses in radiation accidents investigated by chromaosome abberration analysis XX,  1994-1996.
NRPBRZ91. 1996, UK.

Therman E. Human Chremosomes, Structure, Behavior Effects. Springer-VerlarN.Y. 1986

Fenech M. Morley. 1996

Savage R. Micronudlet: Pitfalis and Problems: Atas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and
Haematology:UK.2000.

Schlege!l R Assessment of cytogenetics damage by quantification of micronudlel in human
peripheral blood erythrocytes. Cancer research 1986. 46:3717-3721

Kirsh V. The in vitro micronucleus test: a multi-endpoint assay to detect simultaneously mitotic
delay, apoptosis, chromosome breackage, chromosome loss and nor-disfunciion. Mutat. Res,
1997. 392{1-2):19-30. .

Yamarnicto K, Kilachi L. Comparasion of Diametres of Micronuclei induced by Clastogens and by
Splinde Poisons. Mutat Res; 1980,

52




55.

56.
57.

58.

59.

60,

62.

63,

64.

65,

66.

&7

68.

69.

70.

71

72.

73.

74.

Sarto f, Finotto S, Giacomelii L, Mazzotti D. Tomanin R The Micronucleus Assay in Exfoliated Ceils of
Human Buccal Mucosa: Mutagenesis; 1987,

Torres B. Genotoxicidad de drogas antineoplasicas: Tesis Doctoral, U de G. Mexica; 2000.

Muflier W. Micronuclel: a biological indicator of radiation damage. Mutation research 1996, 366:
163-169.

Titenko N, Jacob R Shang N, Balaramen A & Smith M. Micronuclei in Lymphocytes end Exfoliated
Bucal Cells of Postmencpausal Women with dietary changes in Foliate. Mutat Res. 1998.

Torres B, De Anda C Rarnirez MP, Sanchez J, Cantu UM, Zuniga G. Determination of diesel
Genotoxicity in Firebreather by Micronuciel and Nuclear Abnormalities in Bucal Mucosa.:Mutat
Res, 1998.

Feigelson H, Ross R Yu M. Coetzee . Reichard J. Hendersor B. Genetic susceptibility (¢ cancer

from exagenodus and endogenous exposures. -Cel-Biochem-Suppl 1996,25:15-22.

. Beaglehole R, Bonita R. Tord K. Epidermiclogia basica. Organizacion Panamericana de la Salud.

1994,

Facultad Nacional de Salud Publica. Vigilancia epidemioiGgica de los factores de riesgo
ambientales er ef mundo del trabajo. Universidad de Antioguia. Espara: 2003

Martin R, Hildebrand K, Yamamoto J, Rademarker A, Barmes M, Dougles G, Arthur K, Ringrose T,
Brown L Anincreased frecuency of hurnan sperm chromosomal abnormalities after radiotherapy.
Mutat Res 1986; 174:219-225.

Moran E. Environmert, cancer and molecular epidemiology: air poilution. J Environ-Toxicol-
Oncol. 1996;15:2-4:97-104.

Mdrgan W, Day J, Kaplan M, McGhee E, Limoli €. Genomic inestability induced by ionizing
raciiation. Radiat-Res. 1996;146,3:247-258. '

Poli P, Buschini A, Campanini N, Vettori M, Casseni F, Cattani S, Rosst C. Urban air poliution: Use of
different mutagenicity assays to evaiuate environmental genetic hazard. Mutat Res. 1992,298; 113-
123. .‘

Willett W, Coiditz G, Mueller N. Strategies for minimizing cancer risk. Scientific American. 1996:58-
63

Degrassi F & Col. Analysis of micronuclei and microtubule arrangement to identify aneuploidy-
inducing agents in cultured mammaiian ceil.

Suraites J, Autio K, Nyiund L. Molecuiar Cytogenetic Analisis of Bucal Cells and Lymphocytes from
Benzene-exposed Workers. Carcinogenesis Vol.18. 1997.4 .817-823.

Goodhead D, Thacker J, Cox R Weiss lecture effects of radiations of different qualities on cells:
molecular mechanisms of damage and repair. Int J Radiaf Biol. 1993,63:543-556.

Curso  de prdteccién radioldgica para  personai ocupacionalmente en  instalaciones  de
radioinmunoanalisis e investigacion. Medidores industriales y medicos, SA. de CV. México 2002,

Hagelstrom A, Gorla N, Larripa |. Chromosomal damage in workers occupationally exposed to
chronic low ievel ionizing radiation. Toxicology Letters. 1995 Mar76(2):113-7

Tolbert P, Shy €, Allen J. Micronuclei and other Nuclear anomalies in Buccal Smears. Methods
Development. Mutat Res. 1991.271: 69-77.
Titenko N, Jacob R, Shang N, Balararman A, Smith M. Micronudiel in lymphocytes and exfoliated

buccal cells of postmehopausa! women with dietary changes in folate. Mutat Res. 417 .1998. 101-
104,

53




75.

76.

77.

78.

79.

80.

81

82.

83.

84.

85.

86.

a7.

88.

89.

90.

Richard F, Muleris M, Dutrifiaux B. The Frecuency of Micronuciel with X Chromoscme increases

with Age in Human Females; Mutat Res; 1993.

Hando J. Nath J. Tucke J. Sex Chromesomes, micronucled and aging in woman Chromaosoma
1994 9 Jun 103!3); 186-62

Fenech M, Neville S, Rinaldi J. Sex is an important variable affecting spontaneous micronucleus
frequency in cytokinesis-blocked lymphocytes. Mutat Res 1994 Ccr-Dec313{2-3):203-7.

Thierens H, Vrai A, De Ridder L. A cytogenetic study of radiclogical workers. effect of age, smoking
and radiation burden on the micronucleus frequency. Mutat Res 1996 Jun 10;360(2):75-82

Bauchinger M. Quantification of low-level radiation exposure by conventional chromosome
aberration analisis. Mutat Res {995, 339: 177-189.

Tucker D. Automated micronucieus SCoring workshiop report. Environmental and molecular
mutagenesis 1989. 14: 62-63.

Vijalayaxmi P. Variabiilty in adaptative response to low dose radiation in human biood
lymphaocytess: consistent results from chromosome aberrations and micronudclel. Mutat. Res, 1995,
348[1995)45-50

Gourabi H, Mozdarani H A cytokinesis-Dlocked micranucleus study of the racdiio adaptive response
of lymphocytes. of individuals occupationaily exposed to chironic doses of radiatiorn. Mutagenesis
1998 Sep; i 3{5):475-80

Waidren C. Measurement of low levels of xrays mutagenesis in relation to hurman disease. Genetic
1986.83:4839-4843.

Bigatti P, Lamberti L, Ardito G, Armellino F .Cytogenetic monitoring of hospital workers exposed 1o
low-level ionizing radiation. : Mutat Res 1988 Feb;204(2):343-7

Barquinera J, Barrios L. Cabaliin M, Miro R, Ribas M, Subias A. Cytogenetic analysis of iymphocytes
from hospital workers occupationally exposed to low levels of jonizing radiation. Mutat Res 1993
ADr286(2):275-9.

Chang W, Hsieh W, Chen D, Lin Y, Hwang 4, Hwang J, Tsal M, Hwang B. Change in centromeric
and acentromeric micronucleus frequencies in human popuigtions after chronic radiation
exposure. Mutagenesis 1999 Jul; 14{4):427-32

Vral A, Thierens H, De Ridder L. In vitro micronucieus-centromere assay [0 detect radiation-damage
induced by low doses In human lympiocytes. int J Radiat Biol 1997 Jan;71{1):61-8

Piaja A. Variegated Aneuploidy Refated to Premature Centromere Division (PCD} Expressed in vive
and is Cabcer-prone Disease. Med Gener [998.

Moore L, Warner M, Smith A, Kaiman D, Smith M .Use of the ﬂuarescent micronucleus assay to
detect the genotoxic effects of radiation and arsenic exposure in exfoliated human epithelial cells.
Environ Mol Mutagen 1996;27(3):176-84

Thierens H, Vral A, de Ridder L Touii N, Kirsch-Volders M, Lambert V, Laurent C
Inter-laboratory  comparison of cytogenetic endgoints for the biomonitoring of radiological
warkers, int J Radiat Bic! 1999 Jan;751).23-34.

54




21. Fenech M, Pereperskaya G, Ludmila M. A more comprehensive application of the micreonucleus
rechnique for Biomonitoring of genetic darmage rates in human populatios- Experiences from the
Chernobyl catastrophe. Environmental and Molecular Mutagenesis 1997 300 112-118,

92. Bolognesi C. Merlo F, Rabboni R, Valerio F, Abbondandolo A: Cytogenetic biomonitoring in traffic
police workers: micronuclews test in peripheral biood lymphocytes NuclMed Biol. 1997
JuL24(5):413-6

93. Bullock L Adapatations and alterations in function Pathophisiology . Fourti edition 1996 editorial
Lippincott

94. Cebulska-Wasiiewska A, Correlation between DNA and cytogenetic damage induced after
chemical treatment and radiation. Mutat. Res, 1998.421{1}: 83-91.

95. Charles W, Laura C. Measurement of low levels of Xray mutagenesis in relation 1o human disease
Proc. Natl. Acad Sci Vol 83 Jul. 1983 ) 4839-4843. '

96. Fenech M. The advantages and disvantages of the cytokinesis-block micronucleus method Mutat.
Res- 392 1997.11-18

97. Fenech M. A mathematical mode! of the  in vitro micronucleous assay predicts false negative
results i rmicronuclei are not specifically scores in binucleated cells or in cells that have completed
one nudlear division Env.

98. Jostes R Genetic, cytogenetic, and carcinegeni effects of radon: a review. Mutat Res. 340
1996. 125-139.

99. Kirsh-Voiders M. Inclusion of micranuclei in non dividided maononuclear iymphocytes and necrosis/
dpotosis may provide a mores comprehensive cyiokinesis block  micronucieus  assay  far
biomonitoring purposes Mutagnesis vol 16 no. 1.2001. 51-58

10C. Kormos C., Koteles GJ. Micronuclei in X irraaiated numan lymphocytes Mutat Res. 199.1988. 31-35.

101, Paflicle N, Vaoisin P. {s micronuclel yield varfability & problem for overexposure dose asessment o
icnizing radiation? Mutat. Res. 413 .1998. 47-56

102. Peace E. Spentaneous micronucleds frequency and age: what are normal values? Mut. Res. 475
1999.225-230.

103. Ramnirez M. Low persistence of radiatioonHndeced centromere positive and regative micronuctsi in
cuitured hurnan cells Mutat. Res. 440. 1999, 163-169

104. Strefier €, Muller W. Micronuclei- biclogical indicator for retrospective dosimetry after exposure to
jonizing radiation. Mutat. Res. 404.1998. 101-105

105. Surralés J. Antoccia A He effect of cytochalasinB concentration on he frequency of micronuclel
induced by four standard mutagens. Resuits from two laboratories. Mutagenesis vol 9 no. 4 .1994.
347-353,

106, Tailon |, Vershaeve L, Kirshh Volders M . Cell Cylcedependent aneuploidy indcution by X-Rays in
vitro in human lymphocytes. Micrasc. Res. Tech. 1998 Mar1,40{5)344-53

107. Thierens H. Cytogenetic monitoring of hospital workers occupationally exposed 10 jonizing
radliation using the micronucleus centromere assay. Mutagenesis, | 5{3]: 2000. 245-249.

i08. Tung-Kwang L. Effect of blood storage on radiatior-induced micronuciel in human iymphocytes.
Mutat. Res. 444.1999. 201-206. .

109.Uma D. A method to score micronuclei in vivo using cytochalasin Brinducd cytokinesis biock.
Mutat. Res. 401.1998. 33-37.

55




110. Vogel F. Motulsky A, Human Genetics. Problems and approaches. Springer-Verlag, Germany.
1997

111, Underger U. Use of atkaline comet assay to maoniior DNA damage in technicians exposed (© low-
dose radiation. J. Qccup. Environ. Med., 1999.41{8):693-8,

112 Lloyd . Chrormosomal analysis o assess radiation dose.  In radiation injury and the Chernobyl
catastrophe, Stem Cells 1997.15: 195-201.

113, Minissi S. Effect of cytochaiasin B on the induction of chromosome missegregation by conchicine

2l fow concentrations in hurmean iymphocytes mutagenesis Vol 14 No. 1.1999.43-49.

114, Bonassi S, Forni A, Bigatt P, Canevarallo N. De Ferrari M, Lando C, Padovani P, Bevegni M, Stella
M, Vecchio 12, Puntoni R .Chromosome aberrations in hospital workers: evidence from suiveillance
studies ir ltaly [1963-1993). Am Jind Med 1997 Mar;31{3):353-60

115. Pazy-Mino C. Leone P, Chavez M, Bustarnanie G, Cardova A, Gutierrez S, Peniaherrera M, Sanchez
M Foliow up study of chromosome aberrations in lymphocytes in hospital workers occupaticnally
exposed to low levels of ionizing radiation. Mutat Res 1995 DeC:335{3):245-51

116. Toull N, Elhajcuji A, Thierens H, Kirsch-volders M Analysis of chromosome icss and chromosame
segregation in cytokinesis-biockad human lymphocyies: non-disjunction is the prevalent mistake in
chromosome segregation produced by fow dose exposure to ionizing radiation. Mutagensasis
2000 Jar; 15{1):1-7,

117, MacGregor T. Clastogen- induced micronuclel in peripheral blood erythrocytes: The basis of an
improved micronucleus test Environmentai Mutagenesis 1980. 2.509-514.

1718.Schlegel R, MacGregor T .The persistence of micronuclei in peripheral blood erythrocytes:
detection of chronic chromosome breakage in mice. Mutat Res! 982, 104:367-369.

119 NOM-012-5TPS-1999 .

120. NOM-0 1 7-5TPS-1993 .

121, NOM-026-NUCL-1999.

56




GLOSARIO

1 Anatase rercera elapa de 3 mitosts o de la meiosis 1 o i) durante la cual 1os cromosomas migran haci
los polos opuestos de 13 cefuia.

e Aneuploidia: NUmero romosomiico e cual rno es multpio del numero hiaploide

- Aneuploidogeno: Agenie capaz de produci en 1a CElia quie Lrio O rhas Cromosomdas COompieios de ur
CONYLNED normal 1alen O se presernien mas ade wia vez,

M Awroscmas: Cromosomas que na sorn os sexudles. La especie humana liene 22 pares de autosomas )y
LI DAr T8 Cromosomels SEXUAes.

- Yo arcnogena. Lualquier agerie que prodhice cancer.

i Cariotipo.; Complernerito Cromosormico de un Individue.

M Cenromero: Pequeria masa de aomaiing situada en el iteror de wi Cromaosoma )y & Ia que se unen
[as dos crométides.  El centrdmero ocupa una posicion caracternfstica en todo cromasoma. 5 iz uitima
parte del cromosoma que se diide y por rmedio ae @ cual se fja al uso.

i kastogena: Agente capaz de induc Aberraciones Cromoscmicas.

¥ Cromosoma: C UENPOS ConSHLidos por ADN incluido dentro de una trampa proteica Son 10s poriadores
de fa informacion genélica. Se hallan en e nudieo de la céiuia y pueden observarse Como estructuas
intersamente leridas en forma de Daston, durante I3 aivisidn celuiar.

Endorreduplicacion: Froceso por ef cual Ios cromosormas se cuplican st ocurrir diisidn celutar,

A Lspecificidad: Probabilidad de dasificar correctamente a aquellos que no tenen B4 caracterstica de
interes

M Genotaxico: Agente que daria al ADN.

. Haploide: Cariidad de material cromosdmico de un gameto. Fquivale  a la mitad de una célula
SOmAHca..

W (icronucleo: fragmento 0 romosoma Compieto que por 1o poseer Fuso mitolico 1o puede ser
iregrado al ndcleo, por lo que quieda erl &f CropIastnd CelLiar

| MIOGEND: SUSIANCIA GUE estilid 13 rmilosts de I3s celulas.

W piitosis Division ecuacional de una célula con Ia formacion de dos céluias hyas con 12 misma canticad
e Cromosarmas QUE3 CEuia macre.

8 Nutacion: Cambio permanente y heredable del material genético. Defirido comdnmente como uri
cambio en L S6I0 gen {muracion en url purka), aurn CUando e terminge se usa [ambien Dara aesignar
Ut CAMIbMo € €1 NUMerc: & Gisposicion de 1os cromosomas,

W Sensibiiciact Probabilidad de clasificar correctamente 8 aquelos quie tenen ia caracteristica cle inieres.

Radiacion: Fenomeno que Consisie &1 3 emision i propagacion de energla a lraves del espacio,
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.. Espectro electromagnétic
.+ Efectos corporaies provocados pordosis radiactivas agudas :
}_.-Aprobaoon del. Comrte tica.€ Vestlgaaon del Hospltal CMI
‘Hoja de captacion de datqs laborates del POE. * : IR
Hoja de captacion de datos’ eprdemnologlcos en la toma de muestras del POE
Hoja de captacion de datos eprdemlologlcos de los controles. - "
Hoja de- consenumrentode pamc:pac:on voluntarla tanto para POE como para
- ocontroles. ©
'8 Técnica'de Blometrra Hematfca
9. Técnica de Cromosomas.
lO Tecnlca de Mlcronucleos ;




Espectro electromagnético

Frecuencia Radiacion Energia
Hz del foton, eV

1022 —
1021 — Rayos Gamma — 107
oo B - 100
1019 — 108
1018 — 10
1017 - 3 o
1016 — Ultmvlg-c;leta 107
1015 - 10
1044 — Visible 1
1613 — Infrarrgjo ' — 101
1012 = 107
101 — 10
1010 — Microondas — 104
109
108
107

[ MHz —106
105
104 — Radiofrecuencia {— {10

1 KHz — 108 —

|- 101

ANEXO 1

Longitud de onda

m

— (-3
— {82
— 1~k
— 1010
— 109
108
- 10~7
| 106
- 105
— 104
— 103
L 1072
L 1g-1
- 100

10t

— 102

— 103

104

- 1 Unidad X, UX

- 1 Angstrom

- 1 Nanometo

- 1 Micra

- 1 Centimetra -

- 1 Metro

_ 1 Kildbmetro

Esquema correspondiente al espectro electromagnético, donde se observa el

gradiente de las frecuencias y la longitud de onda.
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ANEXO 3

Agosto 04, 2000.

SUBDIRGCCION
DE ENSENARZA
i INVESTIGACION
ANTIGUG HOSPITAL
CIVIL DE
AUADALAJARA

A QUIEN CORRESPONDA:

‘Per el presente me permito comunicar a usted que e Camits de Elica esta Integrado por Ta siguiente persanal
una vez analizade e Protocolo, “Identificacién de Dafio Genético Mediante Micronucleos y Dosimetria
Cromosomica en Personal Expuesto 2 Radiaciones lonizantes del Hospital Civil de Guadalajara®, por el
Comité de Efica e Investigacién de este Hospital Civil de Guadalajara ha tenido la aprobacién sin modificaciones
para e se reslice dicho Protocolo de Investigacisn. el Comité de Etica e Investigadion de aste Hospital Civil de
- Guadalajara integrado por 25 personalidades: Dr. Oscar Aguirre JatGregui Director det H.C.G, {Cirujano Pediatra), |
Dr. Martfn Vargas Magaiia Subdirector de Servs, Auc. de Diag. Trat. y Paramédico, (Ciryjane General}, Dr. Antonio
Luévanos Velizquez Subdirector de Ensefianza, (Pediatra infectologe) Lic. Jorge Cervantes Lépez Subdirector
Administrativo (Contador Piiblico), Dr. Fernando Petersen Aranguren Jefe de la Divisién de Medicina, (Médico
Cardidloge), Dr. Herario Padilia Mufioz Jefe de [a Divisidn de Pediatria, (Cirujaho Pediatra), Dr. Francisco Alfate
Baeza Jefo de la Divisidn de Gineco-Obstetricia, {Gineco-Obstetricla), Dr, Mario Rivas Souza Jefe de Medicina
Forense, {Médico Forense), Dr. Francisco Sandoval Virgen Jefe de fa Division de Cinugfa, {Cirujane de Térax y
Cardio Vascular); Dr. Héctor Macias Reyes Jofe de la Divistén de Paramédicos, {Médico Ctorrinolaringologe), Sor
_Esthela Primero Hernsndez Jefe de Enfermeria, {Enfermera General), Padre Macario Torres Gonzélez Vocat,
(Sacerdote), Ma. Eugenia Quezada de Martinez Patronato de Damas del Voluntaria, (Ama de Casa).

Sin otre particular por el rmomento, me despido de.usted envidndole un cordial saludo y feficitdndole a su vez por su
participacién en la realizacidn de esta investigacién,

Atentamente

UEBLO ES LASUPREMALEY" 5
~2000:, ARGYDELA THCACION DELA coef s "U:R\A

P

. DR A EVANOS VELAZQUEZn i'c"'").,..,. OF ERGERAIA

SUBDIRECTOR. £ BMVESTIGACION

cp. Aichivo,
“bHr.

Hespital No. 278
Guadalajara 44280
Jatisco Méxnica
Teltfono:
6132451
Cenmutadas

G14-7501




“ATOS GENERALES

ANEXO 4

Nombre

Registro #
Direccion:
Teiéfono del trabajo Particular
Edad Peso Sexo Hi{) M{ )

Nivel de estudios v area de desempenic profesional

DATOS LABORALES

Servicio o drea de adscripcion:
{ ] Medicina Nuciear

{ } Radioterapia

{ ) RayosX

] 1Otra
(especificar)

A partir de
Fecha):

Su desempeiio es comao:
() Especialista

{ ] Médico general

[ ) Técnico

[ ) Auxiliar
{ ) Enfermero
{
0

ro

Favor de especificar brevemerte sus labores

Turno;
{ )} Mattino
{ ) Vespertino
{ | Noctumo
{ ] Ofro
(especificar)

Horario

Fechas del ulimo pericda vacacional,

Actividades de capadtacic’m laboral en los Ulimos tres anos.

Nombre del cursc, evento o actividad. | Fechas

Duracion {dias)

Especificar




ANEXC

Nombre,

CoRerhe

PERFIL EPIDEMICLOGICO
Favor de especiticar siha recibido alqun Lpo G diagnadslico o atanientos en los Glimos seis
mieses [ce ser posible menconar Hempo, inicio vy esquema);

Radio-diagnaosico S Nno_ -
{bservaciones . .
2achoterapia S o
Observaciones

Quirmioterapa 5 no
Observaciones 3

Favor de senalar si es consurnidor de lo siguiente:

Medicamentos si o
ANticonceptivos Rormanales {En caso de ser mujer) Si no
Especificar tipo y dosis:

Bebidas alcoholicas. 5f no
Fspecificar frecuencia, cantidad por semana y edad de inicio.

Tabaco S no

Especificar cajetiilas por semana y edad de inicio (ya sea de consuma D exposicion)

Cafeina Si no

especificar a cuanto asciende el consumo por semana y edad de inicio

Viaminas y/0 complementos alimenticios Si no
Especificar tipo y cantidad

Favor de senalar si tiene contacto constante con algunos solventes, pesticidas, fertifizantes
y/0 combustibles Si no

Especificar tipe y frecuencia de exposicion

Sefale con una X la frecuencia en la que consuime Jos siguientes alimentas Y Droductos:
Minimia Moderada AbLndante

Enlatados
Embutidos
Frutas y verduras
Carne

Observaciones o comentarios.




AN 2L

Nombre: - . Jecha - I
Direccior___ S _ ——
Tetéforio det rabajc i - o Pattevdey
Cdad  Peso_ SERCE = M

Vo

PERFIL ERPIDEMIOLOGICO
Favor de especificar st ha recibido algun lipo de diagndsiico o fratamientos en ios Uitmos ses
meses {de ser posibie menaanar (empo, INIKio Y esGueima);

Radio-dagnastico Si__ . NG

Observaciones . - —
Radiclerapia Sl _ o

Observaciones _
Quimicterapia i No

Observaciones

Favor de sefalar sies consurnidor de Io siguiente;

Medicarmentos St no
Anticonceplivos hormonales {En caso de ser muger) S no
Especificar tipo y dasis:

Bebidas alcohdlicas. Si no

£specificar frecuendia, cantidad por semana y edad de inicio.

Tabaco Si no

Especificar cajetilias por semana y edad de iniio {ya sea de consumo O EXPosicion)

Cafeina Sl no
Especificar a cuanto asciende el consumo por semana y edad de inicio

Vitaminas y/c complementos alimenticios S no
especificar tipo y Cantidad

Favor de sefalar si tiene contacto constante con algunos solventes, pesticidas, fertilizantes
y/0 combustibles i ale}

Especificar tipo y frecuencia de exposicion

Sefvaie con una X iz frecuencia en la que consume 05 siguientes alimentos y productos:
Mirirma Moderada Abundante

Enfatados

Embutidos :
Frutas y verduras

Carne

Observaciones o comentarnos.




ANFXC 7

UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

M EN C DE LA SALUD AMBIENTAL
CUCS-CLCBA

LABORATORICO DE GENETICA HUMANA

CLls

Guadalgjara, Jal. a _ de de

CONSENTIMIENTO DE PARTICIPACION VOLUNTARIA

Tituio del proyecto de tesis: "Analisis y determinacion del dano genético-ambiental
de las radiaciones lonizantes en ei persenal ocupacionalmente expuesto del Hespital
Civil de Belén en Guadalajara, Jal., 2000-2001",

Por este conducto acepto mi participacion de manera voluntaria en el estudio antes
mencicnado, habiendo sido informado de fos beneficios y riesgos que esto impiica
en el entendido que:

al

=)

cl

d

fl

gl

La evaluacion de los metodos de micronucleos de mucosa oral y de dano
cromasomico, tenen como proposito fundamental analizar su utiizacion
para su posible validacion como metodo de biomonitoreo complementarios
a la disimetria fisica.

En este estudio, a las muestras no les someterd a ningun estudio donde se
vicle {a integridad genética

Acepto donar al menos una muestra de células de mucosa oral y de sangre
periférica, ya sea como parte del perscnal expuesto a radiaciones ionizantes
0 comao individuo control.

El maximo dano recibido es bajo y corresponderia a los riesgos inherentes a
uNa puNCion venosa de rutina para la obiencion de sangre periférica.

La infarmacion otargada y los resultados de las pruebas es confidencial con
fines de investigacion cientifica.

Padré ser informado al final de la investigacion respecto a los resultados de
las pruebas de blomonitoreo evaluadas y sus implicacicnes preliminares.

Los resuitados de fa presente investigacion no pueden ser utiizados con
fines laborales 0 de otra indole que no sea el conocimiento y validacion de
los métodos de biormonitoreo considerados.

Es probable que se requiera realizar mas de una toma de céluias de mucosa
bucal y/o de sangre periférica para confirmar las pruebas.

No obstante sus beneficios, podré libremente y en cualguier momento
abandcnar mi participacion en el presente estudio previa notificacion.
Acepto que los resultados de fa presente investigacion pueden ser utilizados
con fines de ensenanza y/o divuigacion centifica.

ATENTAMENTE

Nombre y firma del participante
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ANEXO 8

TECNICA DE BIOMETRIA HEMATICA

Antes de tomar la muestra se impia la zona a puncionar con  una rorunda cor
alcohol, se obiiene sangre por venopuncion (4 mlj en un tube con EDTA (En este
trabajo se utiizo el equipo ABX PENTRA 120). Donde se introducen las muesiras y
se obtienan los resultados  correspondientes a:

- Hemoglobina.

- Hematocrito.

- Concentracion media.

- Plaguetas

- Reticulocitos.

- Diferencial.




Apexo Y

TECNICA DE PREPARACION DE CROMOSOMAS,

Aligual que el anterior se limpia la zona a puncionar Con isodine espuma y una
torunda con alcchol {esta. se realiza en un area libre, no contaminada por corrienies
de aire y cerca de un mechero] donde se cbtienen de 5 mi de sangre con jeringa
heparinizada [0.1ml de heparina estéril].  En este estudio las muestras de cada
indmduo se dividieron en dos partes. una de ellas se mantuve siempre en su estado
basal y la otra se indujo a radiacion mediante un Theratron Phonix  cobalto 60

[NPTT Neutron Products Inc.) posteriormente, a ambas partes se les preparo para su
respectiva siembra.

La siembra se reaiiza en una campana de fliyjo famnar [Vecs SM), a cada wibo de
cultivo esteril de vidrio o paiipropilenc, se les agrega 6 a 8 mide 1/2 de cultivo RPM!
1640, Sigma, previamente adicionado fitohemaglutining con las concentraciones
finales por cultivo de .25 ml y una gota de soiucion de trabajo de  antibidtico. Al
tubo con el medio, se le agrega el medio 8 gotas de sangre total, descartando las 7
primeras gotas de sangre. Posteriormente, se sella el tubo y se agita suavermnente y se
incuba en la estufa {ShekLab 2100) de cuitivo a 37°C durante 72hrs.

Al concluir 1as 77 hrs. de cultivo, se procede a sacar los tubos de 1a estufa de
incubacion, para comenzar con la cosecha. Se agita suavemente cada cultivo y se
anaden 0.1 ml de colchicina Sigma {2 gotas) se agita y se incuba por 45 minutos a
37°C. Los cultivos se vierten a tubos conicos vy se cenirifugan a 1000 rpm durante 10
min. Donde se decanta el sobrenadante.

Se resuspende el botdn golpeando suavemenie y se agrega 4 ml de solucion de
KCL 0.075 M a 37°C , inmediatamente se coloca una pipeta Pasteur hasta el fondo
del tubo para generar burbujas con suavidad y se afora a 10 ml. Se deja reposar la
suspension durante 18 min. & 37°C. Se vierte una fase superior a 1 ml de solucion
fjadora de Carnoy y nuevamente se centrifuga a 1000 rpm. durante 10 min.

Se decanta y se resuspende ef boton y se agita en el vortex, agregandose gota a
gota solucion de Carnoy hasta aforar a 10 mi se degja reposar ia suspension de 15-
20 min. a temperatura ambiente, se centrifuga 10 min. a 1000 rpm.  Se repite el
anterior paso hasta obtener un botén blanco nuboso y finalmente se decanta y se

agrega solucion de Carnoy en proporcion al tamano de! botén de celulas {0.5-1.5
mi].

En la preparacion de laminillas, estas se limpian  previamente en solucion de etanol
al 70%, desiizandalas en 7 ocasiones a través de una gasa limpia. Se coloca sobre

papel humedo y se depositan 2 gotas de 1a suspension en diferentes sitios, se deja
secar a temperatura ambiente.

Se observa al microscopio OpLco en contraste de fases con fa finalidad de ver la
calidad del cultivo y postenormente se cubren (Se preparan & laminillas por
caso).Una vez secas, se colocan en una gradilia y se protegen del polvo, sin‘exceder
de 7 dias para realizar bandeo QTG. Al boton sobrante se le agrega una solucion

fiadora y se conserva en refrigeracion, para la preparacion posterior de mas
laminillas.




Anexe

TECNICA DE MICRONUCLEOS MUCOSA BUCAL

Cada persona participante se enjuaga la boca enérgicamente Con agua, con un
portacbjete se raspa la mucosa bucal {derecha e izquierda) y se realizan los
extendidos sobre dos poriaobjetos. Los frotes se aean secar al aire, se filan con
metanol al 8096 par 48 haoras parda proceder 4 1a tnaon.

Utlizando el kit de tncon de Grifold, las laminillas se introducen en la solucion
acida durante 3 minutes, de igual forma  se inroducen al agente de tincGon ¢

colorante DAsICo por dos MINUtos y se erjuagan con agua corrente para eliminar el
exceso de colorante.

Las laminilias se inspeccionan Con un Mmicroscopio optico {Zeiss Axioiab HBOS0) con
el ohjetivo de 100X (El analisis de laminillas lo realizd una persona para reducir 1os
sesgos en la observacion] se abserva hasta alcanzar un ndmero de 2000 células
por indwiduo y se registran ias celulas con las siguientes caracteristicas {figl9,20.2 1.

Células micronucleadas

Picnosis.

Cariorrexis.

Carioilisis.

Cromating anormaimente condensada.
Ndicleo lobulade

Binucleacion.

SO N




