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Resumen

Las RIs son capaces de inducir un amplio espectro de tipos de dano al ADN, dentro de los
cuales se encuentra la formacion de MNs. En estudios radiobiolégicos, se utiliza la frecuencia
de MNs como biomarcador de dafio genético radioinducido.

La presente investigacion busco determinar la utilidad del MNBC como biomarcador de
dafio al ADN producto de la exposicién a distintos grados de radiaciones ionizantes. Se conté
con la participacion de 40 personas sanas, que formaban parte del personal de clinicas
veterinarias o negocios afines ubicados dentro del Valle Central.

Mediante un andlisis de regresion lineal multiple se observd que al menos un tercio (R? =
0,329) de la variabilidad de la frecuencia de MN de la muestra general pueden explicarse
mediante la influencia conjunta de la edad, el sexo y el nivel de exposicion ocupacional a R,
en concordancia con lo informado en la literatura. La edad es la variable con mayor importancia
relativa (3=0,543), seguido del sexo del participante (=-0,536) y por ultimo la cantidad de
radiografias tomadas por dia (3=0,347); la frecuencia de MN tiende a incrementarse conforme
aumenta la edad del participante, en mujeres y a medida que el participante realice una mayor
cantidad de radiografias.

Se concluye que el MNBC es una herramienta util en el monitoreo del dafio al ADN producto
de la exposicion ocupacional a Rl en personal veterinario. Gracias al trabajo realizado, ahora
se cuenta con la prueba de MNBC estandarizada, permitiendo su disponibilidad para futuras
investigaciones que se realicen en el Servicio de Dosimetria Bioldgica del Instituto de

Investigaciones en Salud de la Universidad de Costa Rica.
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1. Introduccién.

La practica clinica en veterinaria ha mostrado una tendencia hacia la adopcion cada vez
mayor de técnicas diagndsticas que faciliten el manejo y desenlace de las patologias animales.
Dentro de las técnicas adoptadas basadas en el diagnéstico por imagen se encuentra la
radiografia, la fluoroscopia, la tomografia computarizada y otras metodologias cimentadas en
el uso de radiaciones ionizantes (RI). En Costa Rica las técnicas de diagndstico por imagen
mas utilizadas en veterinaria que involucran el uso de RI, son la radiologia convencional y la
tomografia computarizada (Camacho, 2017).

Como agentes fisicos, las RI interactuan con la materia, y en especifico con sistemas
biologicos, a través de mecanismos especificos que consisten en una serie de eventos
sucesivos, los cuales pueden llevar a efectos directos e indirectos sobre las biomoléculas
organicas como peroxidacion lipidica y dafio oxidativo al ADN (Joiner, 2010; Wang et al., 2018).

El dafio oxidativo en el ADN participa en numerosas condiciones y patologias como el
envejecimiento y la carcinogénesis. Producto de la radidlisis del agua, los radicales «OH y otras
especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno pueden inducir rompimiento de las cadenas de
nucleotidos o modificaciones en las bases nitrogenadas, este mecanismo se conoce como
efecto bioldgico indirecto de las radiaciones (Giaccia et al., 2012). Ademas de los mecanismos
mencionados anteriormente, la Rl como agente genotdxico puede actuar también a través de
un mecanismo directo sobre las moléculas bioldgicas, causando un dafio en su estructura. En
el caso de las moléculas de ADN, sus bases nitrogenadas pueden absorber los fotones de
radiaciones electromagnéticas, generando rupturas de cadena simple (SB) o cadena doble
(DB) en la molécula de ADN (Cannan & Pederson, 2016).

La Rl es capaz de producir un amplio espectro de dafio al ADN dentro de los cuales se

encuentran: dafo a las bases nitrogenadas, roturas monocatenarias, roturas bicatenarias,
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puntos carentes de base, formacion de aductos entre el ADN y las proteinas, alteraciones
cromosomicas como la formacion de cromosomas dicéntricos, anillos céntricos, fragmentos
acéntricos y translocaciones, ademas de otros efectos como la condensacion prematura de los
cromosomas, la formacion de micronucleos (MN) y de puentes nucleoplasmicos (Organismo
Internacional de Energia Atdmica, 2014).

El propédsito de la presente investigacion es determinar la utilidad del ensayo de
micronucleos con bloqueo de la citoquinesis como biomarcador de dafio al ADN por exposicion
a Rl mediante el establecimiento de la frecuencia de micronucleos en personal con distintos
grados de exposicion a rayos X qué laboran en clinicas veterinarias o afines.

También pretende fomentar la capacitacion de este personal en buenas practicas de
seguridad radioldgica que permitan disminuir el dafio al ADN que se podria presentar durante
su practica laboral, ademas de concientizar al personal que ahi labora en temas de proteccién

radiologica y fundamentos de los efectos bioldgicos de las radiaciones.



2. Situacion actual del conocimiento.

2.1. Rayos X

Luego de su descubrimiento por Wilhelm Rontgen en 1895, los rayos X se han
investigado en funcién de sus multiples aplicaciones en el quehacer humano. Si bien en
medicina humana la aplicacion de la gran variedad de técnicas de imagen ha sido ubicua, en
veterinaria su aplicacion ha sido mas cauta. Los tres métodos por imagen mas empleados por
la medicina veterinaria a nivel mundial son la ecografia, la radiografia y la tomografia
computarizada (Kiessling & Pichler, 2017).

La ecografia es un método de imagen que utiliza ondas mecanicas, dénde las ondas de
ultrasonido son producidas de forma artificial mediante el efecto piezoeléctrico con una
frecuencia de entre 1-2 MHz en el ultrasonido terapéutico, y 2-12 MHz en el ultrasonido
diagndstico (Najera & Arribas, 2015).

Las técnicas radiograficas (radiodiagndstico convencional, radiologia digital,
fluoroscopia y la tomografia computarizada) hacen uso de RI, especificamente rayos X. En el
caso del radiodiagnéstico convencional, los rayos X luego de interactuar con la anatomia del
paciente o con la estructura del objeto a radiografiar, incide sobre una placa de celuloide
cubierta con una emulsion de bromuro de plata que cambia al recibir la RI (Huda, 2016). La
radiologia digital, tal como su nombre indica, permite la obtencion de imagenes directamente
a un formato digital mediante el uso de receptores o soportes de imagen que sustituyen los
chasis con placas con emulsion de bromuro de plata (Najera & Arribas, 2015).

La tomografia computarizada (TC) fue invencion de Godfrey Hounsfield en 1972. Las
bases de la TC se conducen bajo los principios matematicos desarrollados por Radén en 1917
que plantearon la posibilidad de crear una imagen de un objeto conocido teniendo un numero

infinito de proyecciones a través del objeto. De esta manera la TC adquiere un numero
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determinado de proyecciones desde distintos angulos mediante el uso de un juego de tubo de
rayos X y detectores, los cuales se mueven alrededor del sujeto u objeto a explorar. La Rl
emitida por el tubo interactua con el sujeto colocado sobre la camilla de estudio (y con la misma
camilla), experimentando una atenuacién proporcional a la densidad de los materiales con los

que interactuo (Bushberg et al., 2012).

2.2. Fisica basica de los rayos X.

Los rayos X son radiaciones electromagnéticas que pueden ser consideradas como
oscilaciones en los campos eléctricos y magnéticos y suelen ser descritas en términos de sus
propiedades de longitud de onda, frecuencia o energia. La velocidad (c), la longitud de onda
(1) y la frecuencia (f) son inversamente proporcionales y se relacionan mediante las ecuaciones

de Maxwell de la siguiente manera (Najera & Arribas, 2015):

c=Axf

Ecuacion 1. Ecuacion de Maxwell.

Las ondas electromagnéticas emitidas en forma de radiacion toman magnitudes
discretas llamados “cuantos” o “fotones” los que podrian considerarse como pequefos
“‘paquetes de energia”. La energia de un cuanto es proporcional a su frecuencia y la relaciéon

entre energia y longitud de onda esta descrita por la ecuacion de Planck (Huda, 2016):

hv
E=hxf= 7:1](]uli0)

Ecuacion 2. Ecuacion de Planck



En la ecuacion 2, E representa la energia de la onda electromagnética, “h” representa
la constante de Planck (h = 6.625 x 10734 Julios-segundos), “v” es la velocidad de propagacion
de la onda electromagnética (para el vacio es igual a 2.998x108 m/s) y A la longitud de onda
(Bushberg et al., 2012).

De esta manera, los diferentes tipos de radiacion electromagnética difieren entre si por
sus propiedades de frecuencia y longitud de onda, mientras que la velocidad es la misma
dependiendo solo del medio en el cual se propaguen. Las distintas categorias de las ondas
electromagnéticas que incluyen las ondas de radio, televisién, microondas, infrarrojo, visible,
ultravioleta, rayos gamma y rayos X, constituyen lo que se conoce como espectro
electromagnético. Las radiaciones que componen el espectro electromagnético pueden ser
clasificadas en dos grandes grupos Rl y no ionizantes (Najera & Arribas, 2015).

Las RI poseen energia suficiente como para producir la ionizacién de atomos y
moléculas con los que interactue, de esta manera induciendo cambios estructurales o
conformacionales que, en el caso de la biomoléculas y sistemas biolégicos, pueden favorecer
afecciones a la salud (Organismo Internacional de Energia Atomica, 2016).

En el caso de los rayos X, estos son producidos a través de dos fendmenos: radiacion
caracteristica y radiaciéon de frenado. En los equipos utilizados para la produccion de imagenes
radiograficas, los rayos X son generados a través de ambos fendmenos produciendo un
espectro caracteristico de los rayos X que corresponderia a la superposicion de los espectros
producidos por la radiacion de frenado y la radiacién caracteristica (Najera & Arribas, 2015).
De ambos, la radiacion de frenado (en aleman “Bremsstrahlung”) es el que produce la mayor
parte de los rayos X en equipos de uso médico. Este fendmeno involucra la interaccion de
electrones energéticos con los campos eléctricos de los nucleos de los atomos que componen

un blanco anddico. Los electrones son desacelerados por el campo eléctrico nuclear sufriendo
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deflexion, la energia perdida cuando el electron es desacelerado se emite en forma de un foton
de rayos X. La radiacion de frenado produce un espectro continuo de energias hasta un valor
maximo (Huda, 2016).

En el caso de la radiacion caracteristica, los electrones deben interactuar con electrones
del blanco anddico llevando a su excitacién y produciendo un espacio disponible o “hueco” en
el orbital el cual sera ocupado por un electrén de capas mas energéticas que luego emite el
exceso de energia en forma de radiacion X (Huda, 2016).

La radiacion emitida desde una fuente experimenta una atenuacion proporcional a la
densidad y ancho de los materiales con los que interactua. Si el haz de radiacion es
monoenergético o cercano a serlo, la transmisién de los rayos X a través de un objeto se

describe bajo la relacion matematica mostrada a continuacion (Bushberg et al., 2012):

[ = IyeZizakixi

Ecuacion 3. Ley exponencial de la atenuacién de un haz de fotones.

En donde | es laintensidad final del haz, 1o es la intensidad del haz previa a la interaccién
con el paciente y el términoZ].,;x;, es la sumatoria de los productos de los coeficientes de
atenuacion y el ancho de cada una de regiones del objeto con distinto coeficiente de atenuacion
linear (el cual refiere al porcentaje de radiacion incidente que es atenuada). De la ecuacion 3
se concluye que se observa una reduccion neta en el numero de rayos X que permanece en
un haz de rayos X luego de su penetracion a través de un espesor de material. A este fenomeno
se le conoce como atenuacion de los rayos X y depende de caracteristicas propias de cada

material (Bushberg et al., 2012).
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En el caso de la medicina veterinaria, la anatomia del animal provee de estructuras de
distintos coeficientes de atenuacion que produciran absorciones especificas de los fotones, los
rayos X atenuados luego de salir del animal llegaran a un receptor de imagen analégico o
digital que mediante procesos propios de cada tecnologia permitira la formacién de la imagen
radiografica.

Cuando un amplio haz de rayos X incide en cualquier tejido, algunos de los rayos X se
absorben, otros siguen su trayectoria y otros se dispersan. El personal veterinario, imagendlo-
gos o personal técnico a menudo sujeta al animal durante el procedimiento radiografico y pue-
den estar expuestos al haz principal de radiacién asi como a radiacion dispersa (Camacho,

2017).

2.3. Riesgo radiobiologico

El efecto bioldgico inducido por RI esta determinado por las propiedades fisicas de la
radiacion (carga eléctrica, energia, transferencia lineal energética) pero de igual forma influyen
otros factores como la tasa de dosis de exposicion y el tipo, volumen, oxigenacion,
vascularizacién, tasa de proliferacion celular del tejido irradiado (Kumar et al., 2014). A nivel
celular, podemos clasificar el dafio radioinducido al ADN en letal o subletal.

El dafo letal radioinducido al ADN es irreparable, comprometiendo de forma irreversible
la funcionalidad o viabilidad celular y llevando a muerte celular durante interfase o a la
incapacidad de la célula para dividirse (muerte mitética) (Sacristan, 2015).

El dafo celular subletal no conlleva a la muerte celular y no interfiere en la proliferacion
celular. Una célula que haya experimentado dafo subletal al ADN puede tener tres posibles
desenlaces (Giaccia et al., 2012):

1. Reparacion completa del dafo, llevando a la supervivencia celular.



2. Reparacion incompleta del dafio, las modificaciones seran retenidas en el
genoma celular y heredadas a la progenie celular.

3. No reparacion del dafio: varias lesiones subletales acumulativas pueden llevar a
un dafio no reparable de tipo letal.

Ahora bien, segun la naturaleza del dafo producido por la radiacion en las células, los
efectos bioldgicos pueden clasificarse en efectos deterministicos y efectos estocésticos. En el
caso de los efectos estocasticos, se considera que no existe un umbral de dosis para su
ocurrencia. Ademas, el dafio puede darse en un grupo de células o en una sola célula, por lo
que incluso una sola célula irradiada sobreviviente con una modificacién en su genoma tiene
potencial de transformacion maligna. La probabilidad de que un individuo padezca de cancer
como efecto estocastico aumenta de manera proporcionalmente lineal a la dosis de Rl a la que
es expuesto; comportamiento conocido como modelo lineal sin umbral (LNT, por sus siglas en
inglés: linear non-threshold model) (International Atomic Energy Agency, 2010).

Los efectos deterministas se producen por la muerte de un niumero elevado de células,
lo que se asocia a una pérdida de funcion segun el tejido u 6rgano afectado, la dosis y el
volumen irradiado. Para que se dé el dafio determinista, se requiere de un umbral minimo de
dosis de exposicion (Huda, 2016). Ademas, la severidad del dafio, aumenta con la dosis de
radiacion (International Atomic Energy Agency, 2010). En el cuadro 1 se muestran ejemplos de
efectos deterministicos para 6rganos especificos y segun su dosis umbral efectiva para una
exposiciéon unica.

Los limites de dosis se han determinado de acuerdo al peligro a la salud por efectos
estocasticos y en base a la dosis umbral (Hamada & Fujimichi, 2014). La respuesta clinica final
a una exposicion por encima de la dosis umbral varia segun el 6rgano, por ejemplo, pericarditis,

nefritis, tiroiditis, necrosis en sistema nervioso y en gran variedad de tejidos (Joiner, 2010),
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otros efectos tempranos a la radiacién, segun region u organo del cuerpo irradiada, se

muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Dosis umbral para efectos deterministicos en exposicion aguda a la

radiacion.
Organo Efecto Dosis efectiva unica (Sv)
. - 0.1 (temporal),

Godnadas Esterilidad 3.6 (permanente)
Ojos Cataratas 0.5
Meédula 6sea Depresion de médula 0.5

Eritema transitorio 2

Descamacion 2a10
Piel

Pérdida temporal de cabello 4

Necrosis dérmica 25

Fuente: Adaptado de Cronenwett, J., & Johnston (2018).

La ocurrencia de efectos biolégicos deterministicos y estocasticos producidos a altas
dosis de radiacién se encuentran ampliamente descritos, sin embargo, a bajas magnitudes
(exposiciones comunes en radiodiagnéstico meédico) la relacion dosis-efecto se vuelve mas
compleja de describir (Vaiserman, 2010). Es parte de la discusion actual si el modelo LNT (a
mayor dosis mayor probabilidad de riesgo) describe con precision los efectos a bajas dosis de
radiacion; incluso ciertos autores describen la posibilidad de un efecto “hormesis” en este tipo
de exposiciones (Doss, 2013). La hormesis se puede definir como todos aquellos efectos
fisiolégicos o bioquimicos que ocurren a bajas dosis y no pueden ser anticipados por
extrapolacion de los efectos toxicos ocurridos a altas dosis (Baldwin & Grantham, 2015).

Las dosis de radiacién involucradas en radiologia diagndstica, a excepcion de



10
procedimientos intervencionistas (basados en técnicas guiadas por fluoroscopia), son
raramente suficientes como para asociarse con efectos deterministicos. A estos bajos niveles
de dosis los riesgos radioldgicos se circunscriben a efectos estocasticos esencialmente de tipo
somatico, representados principalmente en un incremento a largo plazo en la incidencia de
cancer (Huda, 2016).

Los MN radioinducidos son resultado de un dafio subletal para la célula, permitiendo la
consecucion del ciclo celular hasta la mitosis y llevando a una mala segregacion de los
cromosomas o fragmentos cromosdmicos durante la anafase. Por lo tanto, los MN son
biomarcadores que pueden representar eventos tempranos radioinducidos (dafio al ADN e
inestabilidad gendémica) que a largo plazo pueden vincularse con un mayor riesgo de aparicion

de efectos estocasticos.

2.4. Fundamentos de radiobiologia celular y molecular.

La radiobiologia estudia los efectos de la exposicién controlada de Rl en células y
modelos animales experimentales, asi como de informacidén recabada de los efectos en
humanos luego de exposiciones accidentales. Como agentes fisicos, las Rl interactuan con la
materia, y en especifico con sistemas bioldgicos, a través de mecanismos que consisten en
una serie de eventos sucesivos y que pueden ser divididos en tres etapas:

1. Etapa fisica: las interacciones iniciales de la radiacion con el material biolégico condu-
cen a eventos de ionizacion y excitacion, dentro de un rango de los 1071 — 1071* se-
gundos (Chapman & Nahum, 2015).

2. Etapa quimica: los electrones producidos por ionizacion tienen la capacidad de generar
radicales libres *H y *OH, mediante la radidlisis del agua. Estos radicales pueden gene-

rar especies reactivas basadas en el oxigeno (ROS) y en el nitrégeno, las que pueden
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generar dafo oxidativo en lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Las ROS se encuentran
con una serie de barreras antioxidantes que neutralizan su capacidad reactiva y finalizan
las reacciones de oxidacion. Estos eventos asociados a radicales libres finalizan apro-
ximadamente a 1 ms posterior a la exposicion (Joiner, 2010).

3. Fase bioldgica: el estrés oxidativo es definido como un “desbalance entre especies oxi-
dativas y antioxidantes, favoreciendo la oxidacion” y presenta un riesgo potencial de
dafio para distintas biomoléculas (Grether-Beck et al., 2000). Los eventos de la fase
bioldgica incluyen todos los procesos que inician posterior a ese dafio y que inician con

reacciones enzimaticas que actuan sobre el dafio quimico residual (Joiner, 2010).

La mayoria de las proteinas dafiadas por oxidacion son marcadas para degradacion
endogena, principalmente mediante ubiquitinacion dependiente de ATP, pocos mecanismos
celulares estan involucrados en proveer protecciéon especifica ante la oxidacién proteica o que
actuen en la reparacion de proteinas dafiadas. El reciclaje de proteinas oxidadas es un
mecanismo necesario para evitar la acumulacion de proteinas no funcionales; los aminoacidos
no oxidados son liberados para ser reutilizados en la sintesis de nuevas proteinas (Reisz et al.,
2014).

Por otro lado, la peroxidacion de lipidos es una causa importante de dafio y muerte celular
inducida por radicales libres y especies reactivas; ésta consiste en reacciones en cadena
donde oxidantes fuertes causan rompimiento de fosfolipidos de membrana que contienen
acidos grasos poliinsaturados. El dafio por peroxidacion lipidica a las membranas biolégicas
puede tener varios niveles de severidad dependiendo de la naturaleza y concentracion del
oxidante, pudiendo darse desde una disminucion en la fluidez de la capa hasta la ruptura de
la membrana celular (Reisz et al., 2014).

El dano oxidativo a la membrana puede tener numerosas consecuencias, un influjo
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descontrolado de Ca?* hacia el citoplasma provoca activacion o desactivacion inadecuada de
enzimas, aumento en los niveles de ONOO- mediante la estimulacién de la éxido nitrico sintasa
(NOS), dafo mitocondrial, alteracion del funcionamiento de la cadena respiratoria (asociada a
una produccién deficiente de ATP) y la pérdida de la permeabilidad selectiva de la membrana
celular (Grether-Beck et al., 2000).

La Rl como agente genotdxico puede actuar sobre el ADN (y demas biomoléculas) de forma
directa depositando su energia en los atomos de la molécula que interactua o indirectamente
a través de la produccion de radicales libres. La célula, como respuesta al dafio al ADN, inicia
una serie de mecanismos dirigidos a la activacion de puntos de control del ciclo celular,

reparacion del dafio, asi como sefiales de sobrevivencia o apoptosis (Joiner, 2010).

2.4.1. Respuesta al dano radioinducido del ADN.

El dafio radioinducido al ADN resulta en la activacién de vias moleculares que permiten
identificar los sitios de dafio (sensores moleculares) e iniciar una respuesta ante este estimulo
(efectores moleculares). El complejo MRN, la ATM, la ATR y las DNA-PKcs actuan como
principales sensores del dafio al ADN y tienen un rol fundamental en la activacién de
numerosas moléculas senalizadoras (YH2AX, MDC1, RAP80, 53BP1, KAP-1, BRCA1, CHK2,
p53, KAP-1, CDC25, entre otras), las cuales activan vias de moléculas efectoras que
determinan el desenlace que tendra la célula, las moléculas efectoras activadas perteneceran
a tres vias principales de respuesta: 1) Vias de reparacion del ADN, 2) Control del ciclo celular

y 3) Apoptosis.

2.4.1.1. Vias de las PIKKs en la respuesta al dafo radioinducido al ADN.

La respuesta al dafo radioinducido, es coordinado por PIKKs: la proteina ATM y las DNA-
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PKcs. Existe evidencia que sugiere la participacion de ERKs en los procesos de activacion
adecuada de los puntos de control, asi como en la reparacion del ADN (Lin et al., 2013).

En células de mamiferos, el complejo MRN se une a fracturas de doble cadena del ADN y
facilita la activacion de ATM. En el sitio de la lesidn, la ATM se autofosforila y posteriormente
fosforila el residuo de serina 139 (S139) de las histonas H2AX, llevando a la formacion de la
variacion histénica yH2AX (Vignard et al., 2013). La fosforilacion de S139 promueve el
reclutamiento de MDC1 que media el reclutamiento de MRN y ATM adicional, asi como en el
reclutamiento de las proteinas RAP80, 53BP1, KAP-1, BRCA1 (Reinhardt & Yaffe, 2013), lo
que lleva a una mayor fosforilacion de H2AX y a la acumulacién de estas proteinas en el sitio
de dafo. El reclutamiento y agregacion de estas proteinas forman focos que se extienden por
varias megabases en la cromatina (lvashkevich et al., 2012).

Estas vias de sefializacion conducen a la fosforilacion de las proteinas CHK2, p53, KAP-1
y CDC25, y promueven el arresto celular en G1 0 G2, lo que permite la reparacion del dafio
radioinducido (Reinhardt & Yaffe, 2013).

Existe otra via de sefalizacion capaz de fosforilar la histona H2AX en el residuo S139: la
via DNA-PKcs-KU (Vignard et al., 2013).

La DNA-PK esta compuesta de una subunidad catalitica (DNA-PKcs) y de una subunidad
de interaccion con las moléculas diana (el heterodimero, Ku70-Ku80). La subunidad catalitica
media la fosforilacion de las histonas H2AX. Ademas, esta quinasa es importante en la via de
recombinacién no homologa para la reparacion del ADN (Freeman & Monteiro, 2010). La via
de ATM podria considerarse la que presenta el papel de mayor importancia en la respuesta a
las fracturas de la doble cadena de ADN, siendo el regulador maestro en la respuesta del dano

a la radiacion (Joiner, 2010).



14
2.4.1.2. Rol de la proteina p53 en la respuesta al dano radioinducido al ADN.

La proteina p53 tiene un rol fundamental en la regulacién del ciclo celular y en el
mantenimiento de la estabilidad gendomica; es un factor de transcripcion normalmente
expresado a bajos niveles debido a su interaccién con la ubiquitina ligasa E3, MDM2. Multiples
factores genotoxicos pueden inducir la fosforilacion de p53 y la consecuente liberacion de
MDM2; de esta forma p53 es fosforilada poco después de la activacion de las vias de las PIKKs.
Una vez fosforilada, p53 tiene multiples genes diana, los cuales codifican para proteinas que
participan en mecanismos de arresto temporal del ciclo celular (quiescencia), permitiendo la
reparacion del ADN dafado, arresto permanente del ciclo celular (senescencia), o que
previene la transmision de mutaciones a células hijas y apoptosis (muerte celular programada)
(Campbell et al., 2013).

El dominio rico en prolina (PRD) de p53 se ha reportado como esencial en la induccion de
la apoptosis. Sin embargo, parece ser que estos dominios son importantes para que p53
responda eficientemente a algunos estimulos de estrés, pero no necesariamente a todos. De
esta manera, ciertos estimulos como la hiperoxia y la Rl activan a p53 mediante vias distintas,
siendo predominante la activacién radioinducida de p53 mediante la via de la ATM (Campbell
et al.,, 2013). La via intrinseca de la apoptosis inicia por la activacion radioinducida de p53
llevando a la activacion posterior de proteinas pro-apoptéticas como Bax y Bak, que inducen
a la liberacion del citocromo ¢ de la mitocondria, el cual forma el apoptosoma al formar un
complejo junto con APAF-1. ElI apoptosoma se une con la caspasa 9 iniciadora, que corta a la
caspasa 3; esta ultima es la responsable del proceso de apoptosis (Panayi et al., 2013).

Como se muestra en la figura 1, p53 también es capaz de inducir disfuncién mitocondrial
de manera directa o indirecta (mediante desregulacion de moléculas antioxidantes). Esta

disfuncion lleva a ciclos de dafio al ADN, activacion de p53, compromiso mitocondrial y
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aumento en la produccion de ROS (Sahin & Depinho, 2010).
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Figura 1. Rol de la proteina p53 en la respuesta al dafio radioinducido al ADN. Modificado de
Gaziev & Shaikhaeyv, (2012).

2.4.1.3. Vias de reparacion de rupturas radioinducidas en el ADN.

Se considera que el mecanismo predominante para la reparacion de rupturas de doble
cadena del ADN ante eventos radioinducidos es la recombinacién no homéloga. En células de
mamiferos, este proceso requiere del heterodimero Ku (Ku70/80) que reconoce la ruptura y

recluta a la subunidad catalitica de la DNA; este complejo se une a ambos extremos de la
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ruptura y a su vez recluta la nucleasa Artemis, la que procesa los extremos dafados
haciéndolos compatibles y ligables; posteriormente los extremos seran unidos por la ligasa
IV/XRCC4/XLF(Rassool & Tomkinson, 2010). Este mecanismo es susceptible a errores debido
a que la fractura no es reparada utilizando un molde homdlogo y por lo tanto se pueden producir
pequefias deleciones o inserciones, particularmente cuando los extremos de DSB son
modificados. Generalmente la recombinacién no homdloga permanece activa durante todo el
ciclo celular, pero predomina durante las fases G1 y fase S temprana (figura 3) (Mahaney et
al., 2009).

La reparacion a través de la via por recombinacion homologa actua en la segunda mitad
del ciclo celular, (S tardia y fase G2) y utiliza una cromatida hermana sin dafios como molde.
El complejo MRN y la exonucleasa CtIP facilitan la reseccion de cadenas en direccién 5°-3°
desde el extremo de la DSB, creando una cadena de ADN simple en la cual se formara el
filamento de nucleoproteinas RADS1, donde proteinas RPA son reclutadas lo que permite la
unién de los extremos de la cadena. De seguido las proteinas RPA son reemplazadas por
proteinas RAD51, formando el filamento nucleo proteico, el cual monitorea el ADN de doble
cadena en busca de secuencias homologas. Posterior, se utiliza el extremo 3" de la cadena
invadida como cebador, la extensidn del cebador se da por accién de polimerasas ny v. Luego
del apareamiento de secuencias homologas, los extremos son unidos mediante la accién de
una enzima ligasa (Kelley & Fishel, 2016).

Las respuestas celulares permiten por un lado la reparacion del dafo, pero en caso de que
estas respuestas sean ineficaces o insuficientes, la exposicion a Rl puede llevar a la aparicion
de efectos secundarios de diversa indole en el individuo pues dependen de la dosis, tipo de

radiacion y la zona del organismo que haya sido irradiada.
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Figura 2. Via canonica de reparacion del dafio radioinducido al ADN por union de extremos
no homaélogos. Modificado de (Bunting & Nussenzweig, 2013).

2.5. Ensayo de micronucleos en la evaluacion de la genotoxicidad de las radiaciones
ionizantes.

El dano radioinducido al material genético puede ser registrado mediante distintos

meétodos citogenéticos. Estos ensayos constituyen una herramienta auxiliar en la proteccion

radiolégica y un instrumento fundamental en la investigacion en el campo de la radiobiologia.

Muchos de estos ensayos son utilizados en la estimacidn de la dosis de radiacion que un
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individuo ha recibido, procedimiento conocido como dosimetria bioldgica. Sin embargo, para
tal estimacion es necesario conocer la relacién o curva dosis respuesta que se asocia a la
aparicion de los biomarcadores que seran utilizadas como biodosimetro (Suto et al., 2015a).
De manera general, los biomarcadores son parametros bioldgicos que brindan informacién
sobre el estado fisiologico o patoldgico de un individuo o poblacion (Torres-Bugarin et al., 2014).

Los principales ensayos utilizados para la deteccion de dafno cromosémico
radioinducido son el ensayo de cromosomas dicéntricos, el ensayo de MN con bloqueo de la
citoquinesis (MNBC), el ensayo de translocacion cromosémica por FISH, ensayo de focos y-
H2AX y de perfiles de expresion gendmica (Baeyens et al., 2011).

Los ensayos mencionados (a excepcion de perfil gendmico y los focos y-H2AX) se
basan en la descripcion del efecto de la radiacion en relacion a la frecuencia de una aberracion
cromosoémica inducida por la exposicion (Milosevié-Djordjevi¢ et al., 2010; Ozdal et al., 2016;
Wolff et al., 2011).

Se han propuesto numerosos biomarcadores para su aplicacion en modelos de
prediccidn y evaluacion del riesgo de cancer, el uso de estos biomarcadores podria ser una
oportunidad para la deteccién temprana y una disminucion de la morbilidad y mortalidad
asociada al cancer (Calzone, 2012).

Entre los diferentes biomarcadores que existen, la frecuencia de MN es ampliamente
utilizada en investigacién de genotoxicidad basica y aplicada, incluyendo el area clinica y la
dosimetria bioldgica, siendo muy utilizado en la evaluacidon de dafo genético como
consecuencia de riesgos ambientales u ocupacionales, también es utilizado como marcador
de inestabilidad gendémica (Torres-Bugarin et al., 2014). Como biomarcador de efecto temprano,
el MNCB permite la deteccién de dano genético incluso antes de que ocurran los posibles

desenlaces patoldgicos producto de este dano.
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Los MN son formaciones extranucleares que contienen fragmentos acéntricos,
fragmentos cromatidicos acéntricos o cromosomas enteros no incorporados en el nucleo de la
célula hija luego de la division celular, ya que no se unieron adecuadamente al huso mitético
durante la anafase. Se encuentran envueltos por una membrana nuclear, por lo que toman la
apariencia de un nucleo de un menor tamafo al nucleo principal, y estan ubicados en la
cercania de este ultimo. Agentes genotoxicos, como las R, son capaces de inducir MN (Luzhna
et al., 2013a).

Fenech y Morley (1985) describieron por primera vez el ensayo de micronucleos con
bloqueo de la citocinesis (MNBC), técnica citogenética que permite la identificacion de células
binucleadas con MN, las cuales se han dividido una vez. Las células son tratadas con
citocalasina B, agente inhibidor del ensamblaje de microfilamentos, permitiendo la cariocinesis
e inhibiendo la citocinesis durante la mitosis. Para este ensayo es comun obtener muestras de
linfocitos periféricos, células epiteliales (mucosa bucal y nasal) y fibroblastos (Falck, 2014).

El cuadro 2 muestra ejemplos de estudios de biomonitoreo con MNBC en personal
ocupacionalmente expuesto a radiaciones ionizantes (POE) a RI, que registraron un aumento

en la frecuencia de MN con respecto a grupos no expuestos:



Cuadro 2. Estudios de biomonitoreo de POE mediante el CBMN

Grupol/Caracteristicas N Edad promedio  Area de trabajo Exposicion MN Valor Referencia
*DE (afos) (afios) de p
Francia
No expuesto 69 442 +9.0 - - 143 0.011 Sari-Minodier
7.2* etal., 2007
Expuesto 132 436+8.4 Radioterapia, medicina nuclear, 16.5+8.5 17.0 £
cardiologia intervencionista, sala 9.9*
de operaciones pediatricas
radiodiagnéstico
Colombia
No expuesto 31 35 (32-40.5) - - 4 (2.4- <0.05 (Sierra, 2011)
8) *%
Expuesto 31 36 (31-41.5) Radiologia intervencionista 7 (5-12) 11(7.3-
(Ortopedia) 19.8) **
Iran
No expuesto 35 36.6+4.2 - - 118+ <0.01 (Farideh Zakeri
6.5 & Hirobe,
Expuesto 32 382137 Radiologia intervencionista 72158 215+ 2010a)
9.6***
36 37.3+54 Medicina nuclear 8.5+5.1 19.7 £
3.8***
33 35.7+4.2 Radiodiagnéstico 9.2+6.3 16.8 £
8.1***
Macedonia
No expuesto 20 18+2.2 - 45+ <0.05 (Velickova et
3.52% al., 2015)
Expuesto 20 4511.5 Radiodiagnéstico 15-35 145+
5.51*

*CMN/1000CBN: total de células micronucleadas por cada 1000 células binucleadas
**MNs/2000 CBN: total de micronucleos por cada 2000 células binucleadas
***MNs/1000CBN: total de micronucleos por cada 1000 células binucleadas



2.6. Causas de la induccion de micronucleos por radiaciones ionizantes.

Las RI interactuan con la materia y con sistemas bioldgicos, a través de una serie de
eventos sucesivos, los cuales pueden llevar a efectos sobre las biomoléculas como
peroxidacion lipidica y dafio oxidativo al ADN. Entre los dafios al ADN producto de las Rl se
encuentran: mutaciones, entrecruzamiento entre el ADN y proteinas, roturas bicatenarias,
alteraciones cromosémicas como la formacion de cromosomas dicéntricos, anillos céntricos,
fragmentos acéntricos, translocaciones y MN (Organismo Internacional de Energia Atdmica,
2014).

La técnica de MNBC permite detectar el dafo producido tanto por sustancias quimicas
como fisicos, los cuales a su vez pueden tener efectos de tipo clastogénico o aneugénico. Los
clastégenos (como las Rl y radiaciones ultravioletas) inducen la formacion de MN que incluyen
fragmentos acéntricos cromosémicos o cromatidicos (centromero-negativos) (Kisurina-
Evgenieva et al., 2016). Mientras que los agentes aneugénicos (como la vincristina) llevan a
MN que contienen cromatidas o cromosomas completos (centrédmero-positivos) (Fenech et al.,
2011; Kirsch-Volders et al., 2011a; Kisurina-Evgenieva et al., 2016; Sabharwal et al., 2015). La
mayoria de MN radioinducidos se originan a partir de fragmentos acéntricos; mediante
variaciones del MNBC que incluyen el uso de sondas pancentroméricas, es posible discriminar
entre MN centromero negativo y positivo (Vral et al., 2011).

Existe una inclusion preferencial en MN radioinducidos de fragmentos producto de la
ruptura de los cromosomas humanos de mayor tamafo. Balajee y colaboradores (2014)
irradiaron muestras de sangre de sujetos sanos en un rango de dosis entre 5-10 Gy. Mediante
el uso de hibridacion fluorescente in situ multicolor registraron entre 3 a 6 sefales multicolor

en los MN. Del total de MN entre un 35-45% de las sefiales corresponden con cromosomas



del grupo A (1, 2, 3) y del grupo B (4, 5), en forma unica o combinados. Durante la interfase,
los cromosomas de los grupos Ay B constituyen el blanco de mayor volumen para las RI, de
tal forma que éstos tienden a tener una mayor cantidad de rupturas de doble cadena (RDC) vy,

por lo tanto, incluirse preferencialmente en los MN.

2.6.1. Rupturas de la molécula de ADN.

La Rl es capaz de producir rupturas de cadena simple (RSC) y cadena doble (RDC)
mediante la colision directa del fotdén o particula con la molécula de ADN. No obstante, ocurre
con mayor frecuencia un dano indirecto a raiz de la interaccion de especies reactivas del
oxigeno (principalmente radicales *OH producto de la radidlisis del agua) con el ADN, llevando
a la ruptura de los enlaces fosfodiéster (Giaccia et al., 2012).

La respuesta celular a la exposicion con RI incluye vias de reparacién que permiten
solventar gran proporcion de RSC y RDC radioinducidas en la molécula de ADN. Sin embargo,
la posibilidad de que algunos de estos eventos no se reparen correctamente, conduce a células
con danos que persisten hacia la mitosis. La presencia de una o dos RDC en una misma
molécula produce fragmentos de ADN, los cuales no seran segregados correctamente durante
la anafase y pueden conducir a la formacion de MN.

La formacion de RSC juega un papel relevante en la induccion de MN, ya que si estas no
son reparadas correctamente pueden derivar en RDC (Khoronenkova & Dianov, 2015). Si una
RSC se encuentra con una horquilla de replicacién durante la fase S, esto lleva al colapso de
la horquilla y a la formacion de una RDC (Joiner, 2010). Durante la fase S, la recombinacion
homodloga (RH) se considera el principal mecanismo de reparacion, existiendo la disponibilidad
de secuencias homologas complementarias provenientes de cromatidas hermanas cercanas

(Lieber, 2010). Las RI pueden inducir RSC principalmente a través de dafio oxidativo por



radicales libres, la coincidencia de dos RSC a una distancia de hasta 10 pares de bases puede
devenir en una RDC y por lo tanto en la disrupcion en la continuidad de la molécula de ADN
(Schipler & lliakis, 2013).

Las RDC son reparadas mediante dos vias principales: la unidén de extremos no homaologos
(UENH) y la RH, siendo la UENH el principal mecanismo de reparacion de las RDC (Lomax et
al., 2013).

A pesar de que las vias de respuesta al dafio radioinducido al ADN son capaces de resolver
gran parte del daino inicial, algunas células con RDC o con reordenamientos contindan hacia
la mitosis. Por lo tanto, la incapacidad de reparar adecuadamente multiples RDC
radioinducidas, pueden llevar a reordenamientos cromosomicos mediante intercambios
cromosomicos y cromatidicos de tipo simétrico o asimétrico, asi como a la formacion de
fragmentos acéntricos que luego no se unen correctamente al huso mitético durante la anafase
y son envueltos por una membrana nuclear, dando lugar a MN (Fenech et al., 2011). El

mecanismo de formacién radioinducida de MN se ilustra en la figura 3.
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Figura 3. Mecanismo general de formacién de micronucleos radioinducidos. a) Las RI (lineas negras onduladas)
pueden producir SSB (puntos rojos) y DSB (puntos rojos y azules) a través de un efecto directo y un efecto
indirecto mediado por radicales libres. b) SSB es reparado por escision de bases (BER) (enzimas azules) mientras
que las DSB son reparadas principalmente por NHEJ (enzimas rojas) y HR (enzimas verdes), algunos dafios
pueden permanecer sin ser reparados (puntos rojos y azules). c¢) La presencia de DSB puede conducir a la
formacién de fragmentos acéntricos cromatidicos o cromosdmicos (fragmento color rosa). d) Aquellos fragmentos
acéntricos (fragmento color rosa) que persistan hasta la mitosis no seran capaces de interactuar con los
microtubulos del huso mitético. e) Durante la anafase estos fragmentos (color rosa) quedaran rezagados mientras
que por accion de la maquinaria de segregacion el resto del material cromosémico se dirige a polos opuestos del
huso mitético. f) En la telofase la formacién de nuevas membranas nucleares lleva a la formacién de nucleos hijos,



cada uno con una copia del material genético completo a excepcién de los fragmentos acéntricos rezagados, los
cuales seran rodeados por su propia membrana, conduciendo a la formacioén de micronucleos (nucleo de menor
tamano de color rosa). Figura de elaboracion propia.

Parte de la susceptibilidad celular a la induccion de MN radioinducidos depende de su
capacidad para reparar RSC y RDC de forma eficaz. Se ha observado que polimorfismos en
algunos genes de sistemas de reparacion de ADN (XRCC3, XRCC1, XPD) han mostrado
contribuir en la susceptibilidad genética en individuos ocupacionalmente expuestos a bajas
dosis de radiacion llevando a un incremento en la frecuencia de MN con respecto a grupos no
expuestos (Angelini et al., 2005; Cho et al., 2009).

La interaccion de las Rl con el ADN y el acceso de las especies reactivas del oxigeno a los
posibles sitios de dafio estd determinada por la geometria de la molécula de ADN, la
compactacion de la cromatina, la posicion relativa de los nucleosomas entre si y la asociacion
del ADN a las histonas. Sitios con menor complejidad en su estructura organizacional
presentan un mayor numero de danos radioinducidos debido a que el ADN se encuentra mas
expuesto. Ademas del arreglo estructural de la cromatina, la transferencia lineal de energia
(LET) de la RI (LET, cantidad de energia depositada por la Rl unidad de distancia), determina
el patrén de distribucion espacial de las rupturas radioinducidas. Rl con bajo LET (rayos X,
rayos gama, particulas beta) inducen menor concentracion de eventos de ionizacién y por lo
tanto lesiones del ADN de menor complejidad que RI con alto LET (particulas alfa, protones)
(Lavelle & Foray, 2014). Schipler y lliakis (2013) proponen una clasificacion de las lesiones de
ADN, incluyendo las producidas por RI, segun una escala de complejidad. Con respecto al
dano radioinducido de menor a mayor complejidad encontramos:

1. RDC que incluyen modificaciones de sus extremos, frecuentemente un azucar-
fosfato dafiado en forma de fosfoglicolato-3" y un extremo OH-5",

2. Agrupaciones (“clusters”) de RDC y otros tipos de dafios como modificaciones o



pérdidas de bases,

3. Agrupaciones (“clusters”) de bases dafiadas que derivan en RDC por actividad
enzimatica,

4. Agrupaciones (“clusters”) de multiples RDC en concentracion suficiente como para

desestabilizar la cromatina (cromotripsis).

2.6.2. Cromotripsis.

La fragmentacion y reorganizacién aleatoria de cromosomas producto de un evento
catastrofico es conocida como cromotripsis.

Los mecanismos asociados con la ocurrencia de la cromotripsis no se encuentran
completamente descritos; sin embargo, se ha propuesto que estimulos tales como las Rl
(principalmente de alta LET) o los radicales libres pueden inducir una fragmentacion importante
de los cromosomas cuando estos se encuentran en anafase (Antonin & Neumann, 2016)
(Maher & Wilson, 2012) (Cannan & Pederson, 2016).

La cromotripsis es un fendbmeno que puede tener dos alcances:

a) Formacion de MN: Los fragmentos pueden ser unidos aleatoriamente por
mecanismos de reparacion del ADN (posiblemente UENH) para la formacioén de un
cromosoma sin centrémero o telémeros. Pueden existir fragmentos que no se unen
entre si quedando libres. Los cromosomas o fragmentos acéntricos producidos
serian rodeados por una nueva envoltura nuclear dando en ultima instancia la
formacion de MN (Korbel & Campbell, 2013) (Ly & Cleveland, 2017) (MacKinnon &
Campbell, 2013) (Morishita et al., 2016) .

b) Reincorporacién de los MN al nucleo principal: luego de formado el MN, el material

genético micronuclear puede experimentar fragmentacién y luego formar rearreglos.



Luego de subsecuentes ciclos celulares existe la posibilidad de que los cromosomas
o fragmentos cromosomicos dentro del MN sean incorporados en el nucleo principal
de las células hijas durante la telofase, pudiendo generar luego mayor cantidad de

rearreglos cromosomicos (C. Z. Zhang et al., 2015).

3. Justificacion.

La radiacion es energia que viaja a través del espacio o la materia. Los dos tipos de



radiacion utilizados en imagenologia diagndstica son de tipo particular y electromagnética
(Bushberg et al., 2012). Con respecto a las radiaciones electromagnéticas, los rayos X son

ampliamente utilizados en medicina veterinaria.

Poco tiempo después del descubrimiento de la radiacion por Wilhelm Rontgen (1896), la
radiacion empezo a ser utilizada en el area de la salud, desde entonces se han consolidado
diversos métodos de diagnostico por imagen y tratamiento con radiaciones, formando un crisol
de opciones que facilitan el manejo clinico del paciente. La radiologia veterinaria tuvo sus
primeras aplicaciones poco después del descubrimiento de la radiacién X, sin embargo,

estaban dirigidas principalmente hacia su uso terapéutico (Schnelle, 1968).

Desde el descubrimiento de la radiactividad (1898) y uso incipiente, se inicia el reporte
anecdotico de los efectos de la sobreexposicion a las radiaciones. Henri Becquerel
(descubridor de la radioactividad) se convirtié en el primer caso documentado de una reaccion
adversa a la radiacion. Pierre Curie utilizé el radio intencionalmente para crear una ulcera en
su antebrazo; en 1911 Jagic reporta la incidencia de leucemia en cinco trabajadores
ocupacionalmente expuestos (Pollard & Gatti, 2009). En 1927 se observan, por primera vez,

mutaciones inducidas por radiacion en Drosophilla (Muller, 1930).

Se requirid6 de muchos anos de estudios epidemioldgicos y clinicos para lograr tener la
suficiente evidencia que ligara la exposicién a Rl con un efecto negativo en la salud como
distintos tipos de cancer, sindromes y desordenes no malignos e incluso la muerte. Las
consecuencias a la salud por exposicion a altas dosis (mayores a 0.15 Gy) se encuentran bien
documentados; el caso mas conocido de exposicion accidental es el de Chernobyl, donde se
registraron altas dosis en mas de 200 trabajadores involucrados en la respuesta inicial a la
emergencia, de ellos 28 murieron a los dos meses de la exposicion inicial a causa de

enfermedad por radiacion. Muchas victimas iniciales de las bombas nucleares de Hiroshima 'y



Nagasaki también fallecieron por efectos de la radiacion (International Atomic Energy Agency,
2010). De 1980 al 2013 se tiene registro de 634 accidentes radioldgicos, los que involucraron

la sobreexposicion de 2390 personas de las cuales 190 fallecieron (Coeytaux et al., 2015).

Actualmente el LNT es la teoria predominante para la estimacion de efectos a altas dosis y
la mayoria de entes regulatorios recomienda la aplicacion de este modelo para la
estructuracién de protocolos de proteccion radiolégica, a pesar de que no existe consenso con
respecto a su aplicabilidad a bajas dosis (menores a 0.15 Gy) debido a la falta de evidencia

cientifica que lo avale (Cardarelli & Ulsh, 2018).

La extension del uso de las radiaciones en los ambitos de la investigacion basica y aplicada
(principalmente a nivel clinico) hace palpable la importancia de impulsar la ejecucion de
investigaciones en nuestro pais en referencia a los efectos bioldgicos de la radiacion a bajas
dosis, con el objetivo de la creacion de conocimiento y el perfeccionamiento de técnicas que
permitan optimizar los programas de prevencién y manejo de accidentes radioldgicos, ampliar
el conocimiento sobre los mecanismos celulares y moleculares de respuesta a la exposicion a
la radiacion, evitar al maximo efectos adversos u otras consecuencias que puedan afectar la
salud asi como las posibles implicaciones en materia de salud ambiental que puede tener el

uso de emisores y fuentes de RI.

En nuestro pais, el uso diagndstico de la radiacién X en veterinarias es muy comun, sobre
todo en la realizacion de imagenes para la identificacion de fracturas, ubicacion de objetos
extrafos y en la realizacion de cirugia ortopédica. Un sondeo entre las clinicas veterinarias del
area metropolitana evidencia que el personal veterinario, profesional y auxiliar, a menudo
sujeta al animal durante la exposicidén a radiacion X y que solamente en algunas clinicas se
utiliza el dosimetro fisico. Se desconoce por lo tanto el impacto que estas practicas puedan

tener en la salud del personal expuesto y el riesgo de desarrollar lesiones como eritema,



alopecia, eritropenia e incluso cancer en el largo plazo.

Las normas de proteccion radiolégica en medicina humana y veterinaria exigen el uso de
dosimetros personales para el POE, generalmente estos dosimetros son de tecnologia
termoluminiscente (TLD) y son utilizados a la altura del torax, aunque también existen de anillo.
El analisis de los dafios cromosdmicos radioinducidos por ensayos citogenéticos es una
herramienta sumamente valiosa en la estimacién de la dosis en individuos expuestos a
radiacion en accidentes radiologicos y nucleares, o cuando existe una ausencia completa del
uso de método de dosimetria personal fisica (Organismo Internacional de Energia Atomica,
2014).

En este sentido existen distintos tipos de marcadores que permiten el analisis de los
efectos radioinducidos al ADN, la prueba de cromosomas dicéntricos realizada con linfocitos
de la sangre es la técnica utilizada con mayor frecuencia. Sin embargo, existen otras técnicas
para la evaluacion de la genotoxicidad tales como el ensayo de analisis de translocaciones, el
analisis con condensacion prematura de cromosomas y la prueba de MNBC.

Las dosis de radiacion involucradas en radiologia diagndstica, a excepcion de
procedimientos intervencionistas, son raramente suficientes como para asociarse con efectos
deterministicos. Considerando que el umbral de dosis para algunos efectos deterministicos es
de 2 Gy, a bajas dosis los riesgos radiolégicos se circunscriben principalmente a efectos
probabilisticos esencialmente de tipo somatico (Huda, 2016). Como excepcidn a esta situacion
se debe mencionar la exposicidén prenatal accidental con umbrales de dosis de 0.3 Gy que
produce discapacidad cognitiva en el feto (Giaccia et al., 2012).

El método de MN se ha establecido como alternativa al ensayo de conteo de cromosomas
dicéntricos en el campo de la proteccién radiolégica como un biomarcador de los efectos de la

exposicion a radiaciones.



La cantidad de MN inducidos por Rl se encuentra correlacionado con la dosis y tipo de
radiacion a la que es expuesto el individuo (Vral et al., 2011). El MNBC es un método lo
suficientemente sensible para estimar dosis en un rango entre los 0.3 y 5 Gy, aunque con
modificaciones al método hacia un enfoque multiparamétrico es posible alcanzar un rango de
0.1 a 15 Gy (Rodrigues et al., 2014). Para estimaciones de dosis es necesario conocer la
relacién o curva dosis-respuesta, que asocia la frecuencia del biomarcador con una dosis de
exposicion (Suto et al., 2015b).

Los MN tienen una vida media de 342 dias, por lo que este ensayo podria ser utilizado en
la deteccion de dafio cromosdmico meses después de la exposicion, sin embargo se ha
observado que en pacientes de radioterapia a un afo posterior a la finalizacién del tratamiento
la frecuencia de MN decae en un 60% (Badie et al., 2016; Vral et al., 2011).

El MNBC puede ser usado en casos de exposicidn prolongada, reciente y aguda
(Organismo Internacional de Energia Atémica, 2014), ademas de ser funcional para aplicar en
situaciones asociadas a irradiaciones parciales del cuerpo (Purnami et al., 2017) asi como para
irradiaciones de cuerpo entero (Organismo Internacional de Energia Atdmica, 2014).

La dosimetria fisica de las RI es la técnica mas confiable para el registro de las dosis del
POE, sin embargo, su uso de forma incorrecta o exposiciones por debajo del limite de
deteccion puede llevar a subvaloraciones. Por supuesto, el no uso de estos dispositivos por
parte del personal, genera un completo desconocimiento de las dosis de exposicién (Sari-
Minodier et al., 2007). Considerando lo anterior, es util y necesario el uso de biomarcadores de
dafio genético radioinducido, tal como el MNBC, que ademas pueden brindar informacion
sobre los riesgos a largo plazo de la exposicion a Rl (Francesca Maffei et al., 2014).

ElI MNBC es una alternativa al ensayo de conteo de cromosomas dicéntricos en el campo

de la radioproteccion médica como biomarcador de los efectos de la exposicion a Rl, siendo



por lo tanto una herramienta valiosa en la estimacion del riesgo radiologico en el POE ante
bajas dosis de radiacion (exposiciones menores de 20 mSv/afo, limite de dosis para el POE
de acuerdo a la recomendacion internacional) (Organismo Internacional de Energia Atomica,
2016). Comparando distintos biomarcadores (prueba de aberraciones cromosomicas y la
prueba de sensibilidad a la bleomicina), Dias et al., (2007) concluye que la prueba de MNBC
es mas sensible para analizar la respuesta celular a bajos niveles de radiacion.

Parece ser que el personal en salud expuesto incluso a dosis bajas de radiacion esta sujeto
a incrementos en la frecuencia de MN. Dentro del POE, aquel que labora en secciones de
radiologia o cardiologia intervencionista se exponen mas consistentemente que otros grupos
(Thierens, Vral, Morthier, Aousalah, & De Ridder, 2000), en esta practica se da el uso de
equipos fluoroscopicos (tipicos en angiografia y cirugia ortopédica), esta mayor exposicion
podria llevar a mayor dafio cromosomico en comparacion al uso de otros equipos emisores de
radiaciones con fines médicos (tomografia computarizada, radioterapia, radiologia
convencional) (Dias et al., 2007; Sierra, 2011; Farideh Zakeri & Hirobe, 2010a).

El MNBC se ha propuesto como herramienta eficaz en evaluacién de accidentes
radiologicos a gran escala, siendo util en la deteccion de exposiciones graves (= 1 Gy) que
requieren de un tratamiento médico inmediato y oportuno. En este contexto, es posible utilizar
la frecuencia de MN como herramienta complementaria a la evaluacion clinica, en la
estimacion de dosis y categorizacién temprana de los individuos sobreexpuestos, permitiendo
determinar el manejo médico mas adecuado para cada caso (Organismo Internacional de
Energia Atdmica, 2014).

En estas situaciones, una respuesta rapida es esencial, en comparacion con el ensayo de
cromosomas dicéntricos, la técnica del MNBC es mas sencilla y rapida, por lo que lo hace una

opcion viable en el triaje en accidentes de exposicidn masiva. Rawoj¢ et al. (2015) sostienen



que no existe diferencia en los resultados producidos por distintos analistas entrenados,
teniendo un impacto importante en los tiempos de respuesta.

Los sistemas de analisis automatizado son herramientas utiles frente al analisis manual de
muestras (Willems et al., 2010). Incluso se ha considerado que el analisis automatizado puede
llegar a ser superior a la microscopia manual en términos de velocidad y objetividad vy
comparable en reproducibilidad (Shibai-Ogata et al., 2014).

En Costa Rica, los unicos ejemplos hasta la fecha de la aplicacion del ensayo de MN en el
monitoreo del dano genético (no radioinducido) son la investigacién de (Ramirez & Cuenca,
2001) quienes utilizaron el MNBC en linfocitos como biomarcador de dafio al material genético
por exposicion laboral a plaguicidas y el de Castro, Ramirez, & Cuenca (2004) aplicaron el MN
sin bloqueo de la citoquinesis en células del epitelio oral de trabajadoras del empaque del
banano.

Actualmente, el Laboratorio de Citogenética del Instituto de Investigaciones en Salud de la
Universidad de Costa Rica (INISA) cuenta con la primer curva de calibracién dosis-efecto para
rayos gamma, utilizando el ensayo de cromosomas dicéntricos, esto gracias a un proyecto
nacional de cooperacion técnica con el OIEA y el apoyo de Servicio de Radioterapia del
Hospital San Juan de Dios (HSJD). Esto lo constituye en el primer Servicio de Dosimetria
Bioldgica en el pais y en Centroamérica, que permitira la biodosimetria de personas expuestas
a RI en casos de accidentes radiolégicos, tratamientos médicos y en poblaciones
ocupacionalmente expuestas. Para el 2021 se Servicio de Dosimetria proyecta elaborar
nuevas curvas para rayos X utilizando el ensayo de MN y el de cromosomas dicéntricos para
altas dosis de radiacion.

A la fecha no existe ninguna publicacién o estudio finalizado sobre la aplicacion del MNBC

en el biomonitoreo de exposicion a Rl. Esta propuesta por lo tanto es innovadora en el area de



la radiobiologia, utilizando el MNBC como biomarcador de riesgo a la salud del personal
veterinario por su exposicion a rayos X.

La presente investigacion pretende resolver la siguiente interrogante:

¢ Existen diferencias significativas en la frecuencia de micronucleos entre un grupo de

personal veterinario expuesto a los rayos X y un grupo de personal veterinario no expuesto?

3.1. Objetivo General.

e Determinar la utilidad del ensayo de micronucleos con bloqueo de la citoquinesis como
biomarcador de dafno al ADN por exposicion a radiaciones ionizantes mediante el
establecimiento de la frecuencia de micronucleos en muestras de linfocitos periféricos
de personal expuesto y no expuesto a rayos X en clinicas veterinarias de San José

durante los afios 2017, 2018 y 2019.

3.2. Objetivos Especificos.
e Estandarizar el ensayo de micronucleos con bloqueo de la citoquinesis como método
para la deteccion de dafio radioinducido al ADN.
e Registrar la frecuencia de micronucleos en los grupos de estudio.
e Comparar la frecuencia de micronucleos en los grupos de estudio.
e Proponer oportunidades de capacitacion para el personal en veterinaria en buenas

practicas de seguridad radiolégica y efectos bioldgicos de las radiaciones.

4. Metodologia.
La presente investigacion se desarroll6 dentro del marco del proyecto “742-B6-325: Esti-

macioén del riesgo radiolégico del personal expuesto en clinicas veterinarias” a cargo de la



Licda. Luisa Valle Bourrouet como investigadora principal en el INISA (este proyecto contd con

la aprobacion del Comité Etico Cientifico segun oficio VI-8866-2015).

4.1. Poblacion de estudio
La investigacion contd con la participacion de 40 personas sanas, que forman parte del
personal de clinicas veterinarias o negocios afines ubicados dentro del Valle Central. Estos 40
participantes se distribuyeron de la siguiente manera:
Grupo A: 10 hombres y 10 mujeres expuestos a RI (veterinarios, asistentes y técnicos).
Grupo B: 10 hombres y 10 mujeres no expuestos a RI (veterinarios, asistentes, técnicos,
personal administrativo o aquel personal que laboraba dentro del ambito de la clinica
veterinaria pero no se exponia a RI).

El reclutamiento de los participantes se realiz6 mediante el contacto directo a los
encargados de las clinicas veterinarias, asi como mediante cooperacion con el Colegio de
Médicos Veterinarios de Costa Rica, en donde se brind6 una charla a cargo del Lic. Andrés
Chaves Campos sobre los detalles de la investigacion y sobre los fundamentos de
radiobiologia y radioproteccion, con el fin de motivar a personal en veterinaria de clinicas
especializadas en la atencion de especies menores (gatos, perros, conejos, aves de corral
entre otros). Otros métodos de reclutamiento utilizados fueron el anuncio de la investigacion
en redes sociales y contacto por via telefénica a clinicas veterinarias de especies menores.

Las variables de inclusion fueron:

1. Mayores de 18 afios,

2. Ser parte del personal de clinicas veterinarias o negocios afines del Valle Central.
Las variables de exclusion fueron:

1. Haber padecido o padecer de cancer en el momento de reclutamiento.



2. Haber recibido un examen radiolégico como parte de un chequeo médico en el altimo
afo previo a la toma de muestra.

3. Ser fumador activo o haber dejado de fumar en un periodo menor a un afo previo de la
toma de la muestra.

Se busco aparear los participantes de los grupos de estudio por edad aproximada, de tal
forma que no existiesen diferencias entre las medias de edad para cada grupo.

Se utilizé un instrumento de recoleccion de datos (ver Anexo 1) que permitio el registro y
control de variables personales, ocupacionales o de estilo de vida que pudieran afectar la
frecuencia de MN (Dhawa & Bajpayee, 2013).

Las variables que se consideraron para este estudio son:

1) frecuencia de MNs,

2) exposicion a Rl considerada como:

a. variable dicotdmica (si 0 no) en los analisis univariados
b. el numero de radiografias por dia para los analisis multivariados, la cual
dependiendo del grupo toma los siguientes valores:
I. grupo no expuesto el valor de esta variable es cero,
ii. grupo expuesto esta variable toma distintos valores dependiendo del nivel
de exposicion del participante,

3) afos de exposicion,

4) sexo (femenino o masculino),

5) edad; en afos cumplidos,

6) sustancias quimicas (en esta variable se incluye el uso de desinfectantes de uso

veterinario, plaguicidas, desparasitantes, quimioterapicos y otras sustancias con

potencial genotdxico), considerada como variable dicotdmica (si o no) en todos los



analisis (univariado y multivariado),
7) consumo de alcohol, considerada como variable dicotomica (si o no) en todos los
analisis.
Los participantes firmaron un consentimiento informado (ver Anexo 2), el cual dejaba
plasmado las condiciones bajo las cuales se utilizé la informacion obtenida y la anuencia del

sujeto de participar en la investigacion.

4.2. Unidades de analisis
La unidad de analisis del presente estudio fueron las preparaciones celulares obtenidas
mediante el ensayo de MNBC, de las cuales se registro la frecuencia de MN en 2000 células

binucleadas.

4.3. Recoleccion de muestras, estandarizacion del ensayo de micronucleos con bloqueo
de la citoquinesis y obtencion de las preparaciones cromosomicas

La estandarizacién del ensayo inicid en enero de 2017, tomando como base el protocolo
estandar simple propuesto por el Organismo Internacional de Energia Atdmica, (2014). Cuando
se inicio este proyecto y se implemento la técnica de MNBC, se tomaron fotografias de los MN
de las primeras preparaciones, las imagenes obtenidas, en octubre del 2016 fueron sometidas
a evaluacion por parte de los pares internacionales: M.Sc. Jorge Ernesto Gonzalez Mesa del
laboratorio de Dosimetria Bioldgica del Centro de Proteccion e Higiene de las Radiaciones de
Cuba (CPHR) y la Lic. Marina Di Giorgio del Laboratorio de Dosimetria Biolégica de la
Autoridad Regulatoria Nuclear de la Republica de Argentina (ARN). En el 2017, el personal
técnico del Laboratorio de citogenética del INISA recibié capacitacion en la técnica MNBC en

el Laboratorio de Dosimetria Bioldgica de la ARN, Argentina, permitiendo adquirir mayores



destrezas para el analisis de MN.

El periodo de recoleccion de muestras inicié en febrero 2017 y se extendié hasta agosto
del 2019. A continuacion, se describe el protocolo que fue utilizado para el procesamiento de
estas:

Se recolectdé una muestra de 5 ml de sangre periférica de cada uno de los participantes en
un tubo Vacutainer heparinizado. Para cada una de las muestras, se realizaron dos cultivos
separados, de tal forma que se agregaron 0,5 mL de sangre entera a dos tubos conicos de 15
mL con 4,5 mL de medio de cultivo (PB-MAX). Se cultivaron a 37°C, en una incubadora de CO2
en atmosfera humidificada. A las 24 horas se agregaron al cultivo 20 yL de citocalasina B (Cyt-
B) a una concentracion de 1,5 mg/mL (para una concentracion en volumen final de 6 ug/mL).

Dado que la Cyt-B se disuelve mal en una solucién acuosa, se preparé una solucion madre
de Cyt-B en dimetilsulféxido (5 mg Cyt-B en 3,3 mL de DMSO), y luego fue separada en
fracciones y conservada a -20 °C hasta su uso.

Alas 72 horas de iniciado el cultivo celular, se centrifugaron las células a 1200 rpm durante
10 min y se elimind el sobrenadante. Se sometieron las células a tratamiento hipoténico con 7
mL de KCI 0,075mol/L frio (4 °C) para lisar los eritrocitos y se centrifugaron inmediatamente a
1200 rpm durante 10 min. Posteriormente, se elimind el sobrenadante, que se sustituyo por 5
mL de fijador (metanol: acido acético (10:1) recién diluido 1:1 con solucion de Ringer (4,5 g
NaCl, 0,21g KCl, 0,12 g CaClz2 en 500 mL H20)). Se agreg6 el fijador agitando las células para
impedir que se formen grumos. Seguidamente, se centrifugaron las células de nuevo a 1200
rom durante 10 min.

Las células se lavaron dos o tres veces con fijador recién preparado sin solucién de Ringer,
se renovo el fijador cada vez, hasta que la suspension de células se aclar6. Seguidamente, se

retird el sobrenadante hasta 1 cm o menos por encima del botén celular (en funcién del tamafio



del botdn), se resuspendieron las células delicadamente, y se vertio la suspension gota a gota
sobre portaobjetos limpios, los cuales se dejaron secar al aire.

Para analisis al microscopio optico, las células se tifieron en Giemsa al 2—6 % (1 mL Giemsa
Steim en 40 mL de GURR Gibco a un pH de 6.8) durante 10 minutos a oscuras, seguido de un

rapido aclarado en agua destilada y secado al aire.

4.4, Analisis microscopico de las preparaciones obtenidas mediante el ensayo de
micronucleos con bloqueo de la citoquinesis.

El analisis microscépico de las preparaciones cromosomicas se realizé a un aumento de
40x, se verificaron las caracteristicas de las células binucleadas que aparentaban presentar
un micronucleo a un aumento de 100x. Se contaron 2000 células binucleadas de las
preparaciones obtenidas de cada participante, 1000 de cada uno de los dos cultivos.

Parte de la estandarizacion del proceso, requirio el establecimiento de criterios unificados
para que los analistas del Laboratorio de Dosimetria Biolégica pudieran incluir o descartar
células binucleadas con o sin MN dentro del registro. Para la presente investigacion el analisis
fue realizado por una sola persona, la Bach. Alejandra Vargas.

El Proyecto Colaborativo Internacional en la Frecuencia de MN en Poblaciones Humanas
(Proyecto HUMN) ha publicado numerosas investigaciones sobre las aplicaciones de este
ensayo en el analisis de distintas problematicas de la salud humana y ha brindado una
descripcion detallada sobre los criterios para el conteo y registro de células binucleadas en
linfocitos de sangre periférica, y que fueron utilizados en la presente investigacion (Fenech et
al., 2003):

1. Las células deben ser binucleadas.

2. Los dos nucleos en una célula binucleada deben presentar membranas nucleares



intactas y deben estar situadas dentro de los mismos limites citoplasmaticos.

3. Los dos nucleos en una célula binucleada deben ser aproximadamente similares en

tamano.

4. Los dos nucleos dentro de una célula binucleada pueden estar unidos por un puente

nucleoplasmico que no es mas ancho que un cuarto del mayor diametro nuclear.

5. Los dos nucleos en una célula binucleada pueden tocarse entre si, sin embargo lo ideal

es que no exista traslape entre ellos. Una célula con traslape de los nucleos puede

contarse solo si los limites nucleares son distinguibles entre si.

6. Los limites citoplasmaticos (membrana celular) de una célula binucleada deben estar

intactos y claramente distinguible de los limites de otras células

Con respecto a las células binucleadas con MN se tomaron en cuenta los siguientes

criterios (Fenech et al., 2003):

1.

2.

El diametro varia entre 1/16 y 1/3 del diametro de uno de los nucleos principales.
Son redondos u ovalados.

No son refractiles, por lo que pueden ser diferenciados de otros artificios tales como
particulas de tincién.

No estan unidos o conectados con los nucleos principales.

Pueden tocarse pero no traslaparse con los nucleos principales. Los limites del MN
deben distinguirse de los limites del nucleo.

Usualmente tienen la misma intensidad de tincidon que los nucleos principales, en

algunas ocasiones pueden tefirse con mayor intensidad (fig. 4).



Figura 4. Ejemplos de células binucleadas, a. Célula binucleada sin presencia de
micronucleos. b. Célula binucleada con presencia de un micronucleo (sefialado con una
flecha blanca) (100x, INISA 2018).

Las células binucleadas que presentaron MN fueron registradas utilizando un sistema de
calificacion, aquellas que cumplan con todos los criterios anteriormente mencionados fueron
consideradas como de grado 1, aquellas que no cumplieron con un criterio se consideraron de
grado 2, y las que no cumplian con 2 criterios 0 mas fueron clasificados de grado 3.

Las células inicialmente clasificadas como de grado dos y tres fueron evaluadas
nuevamente en conjunto con otros analistas del laboratorio, Licda. Luisa Valle y Lic. Andrés
Chaves, quienes en consenso recalificaron la célula como grado 1 (célula micronucleada

verdadera) o la descartaron del conteo.

4.5. Analisis estadistico.

La informacion recopilada fue tabulada en bases de datos para luego ser presentada en
tablas de frecuencias. Todo analisis estadistico presentado en esta investigacion se realizé
mediante el software IBM SPSS Statistics version 22.0.

Se hizo una estadistica descriptiva de la muestra en estudio. Para comparar las medias de
la variable edad entre los grupos expuesto y no expuesto, se utilizdé la prueba U de Mann
Whitney. Para conocer si existian diferencias con respecto al consumo de alcohol y a la

exposicion ocupacional a sustancias quimicas, se utilizo la prueba de chi cuadrado de Pearson.



En relacion con la frecuencia de MN inicialmente se aplicaron las pruebas de Kolmogorov-
Smirnov y de prueba de Levene. Debido a que la frecuencia de MN en el grupo no expuesto
no presenta una distribucion normal, se realizé una transformacion logaritmica, lo que permitié
realizar comparaciones de las medias de frecuencia de MN entre los grupos control y expuesto
(dos muestras independientes) mediante la prueba paramétrica de t-student (Banerjee et al.,
2016).

Para conocer la influencia de las variables en estudio sobre la frecuencia de MN, se
realizaron distintos modelos de regresion lineal multiple. Los modelos finales propuestos
son para la muestra general, asi como para cada grupo de estudio (expuesto y no
expuesto). Para llegar a estos modelos, inicialmente se realizaron regresiones lineales
multiples preliminares (ver anexos), que incluian todas las variables recopiladas en el
estudio. Los modelos fueron evaluados en base al factor de inflacion de la varianza (VIF,
por sus siglas en inglés) para encontrar posible colinealidad entre las variables
predictoras. En base al valor del VIF y en funcion de la variable que tuviese un mayor
significado bioldgico, se escogio las variables que iban a incluirse en los modelos finales.
Posteriormente se efectud otra modelizacion de las regresiones; se compararon los R?
ajustados de los modelos realizados y se seleccionaron como modelos finales los que

presentan el mayor valor de R? ajustado.

4.6. Alcances del disefio propuesto
4.6.1. Validez interna
Antes de iniciar la recoleccion de muestras, se realizé una prueba del ensayo de MN para
asegurar la obtencion de preparaciones adecuadas que cuenten con células binucleadas para

su analisis.



Los datos obtenidos mediante la consulta directa al participante y registrados en el
instrumento de recoleccién 1, asi como los datos obtenidos mediante el analisis de las
preparaciones cromosomicas, permanecieron dentro del marco de la confidencialidad de la
informacion del participante, de manera que durante la presentacion de datos no se incluyeron
los datos personales del individuo. Como medio de seguridad se identificaron los datos con un
sistema de codificacién, de forma que no es posible relacionarlos directamente con la identidad
del participante, sin embargo, es posible el acceso a los datos sin procesar por parte de la
investigadora principal (hojas de recoleccion de datos) si fuese necesario corroborar las
observaciones.

Con el fin de minimizar el sesgo del observador y que sus expectativas influyan sobre el
resultado observado, la fase de analisis se realiz6 bajo la técnica de enmascaramiento de ciego
simple, de tal manera que el analista, ignora el grupo al que pertenecen las preparaciones que

analizo.

4.6.2. Validez externa
La presente investigaciéon (innovadora en nuestro pais en el uso del MNBC como marcador
radiobioldgico) tuvo un impacto indirecto sobre la salud del personal veterinario que utiliza
equipos emisores de Rl en temas de radiobiologia y proteccion radioldgica. Asimismo, el
conocimiento y caracterizacién de los efectos radioinducidos en la salud tiene relevancia en
los procesos en los que se utilicen Rl (tanto en medicina humana y animal, asi como en la
industria), por estas razones esta investigacion se perfila dentro de la imagen de la UCR como

una imagen de universidad vanguardista y preocupada por la salud de la poblacion.



5. Resultados.

5.1. Capacitacion de participantes

Previo al inicio del reclutamiento de los participantes en el estudio, el miércoles 16 de
noviembre del 2016 se realizé exitosamente una actividad de capacitacién, en la que participé
impartiendo los temas de efectos biologicos de las Rl y de proteccion radiolégica (principios de
tiempo de exposicion, distancia de la fuente y blindaje de fuentes; fundamentos de optimizacion,
justificacion y limite de dosis, unidades de medicion de las radiaciones, dosimetria de las
radiaciones). Esta actividad se llevd a cabo en colaboracion con el Colegio de Médicos
Veterinarios de Costa Rica, se contod con la asistencia de aproximadamente 20 participantes.

Como parte de los objetivos de investigacion y para el fomento de la capacitacion del
personal veterinario, se realizd una propuesta programatica para un curso de proteccion
radiolégica con énfasis al personal en veterinaria. Los contenidos fueron seleccionados en
base a los requisitos del Ministerio de Salud para obtener la licencia de operador de equipos
emisores de radiaciones ionizantes junto con contenido desarrollado en base a la presente

investigacion (ver anexos).

5.2. Estandarizacién del ensayo.
El analisis de calidad por imagenes realizado por los pares internacionales, arrojaron que
las preparaciones celulares para analisis microscopico fueron de excelente calidad, siendo que

la evaluacion obtuvo valores superiores al limite minimo de aceptacion de -2,27 (ver Anexo 3).

5.3. Caracterizacion de la muestra: variables ocupacionales, personales y de estilo de
vida.

Las clinicas veterinarias y negocios afines donde laboraban los participantes en el estudio



se especializaban en la atencidn de especies menores. La distribuciéon de la muestra con
respecto a la profesion o cargo ocupado se muestra en el cuadro 3, en el rubro de “otros” se
incluyen profesiones como peluquero veterinario, chofer de transporte de animales para la

clinica o dependiente de farmacia veterinaria.

Cuadro 3. Distribucion de la muestra segun profesiéon o cargo ocupado en la clinica
veterinaria o negocio afin (n=40)

Profesién o cargo Cantidad (n=40) Expuesto No expuesto
Profesional en veterinaria 13 (32,5%) 11 (27,5%) 2 (5%)
Asistente en veterinaria 11 (27,5%) 6 (15%) 5 (12,5%)
Profesional en imagenologia 1 (2,5%) 1 (2,5%) 0 (0%)
Personal administrativo 6 (15%) 1 (2,5%) 5 (12.5%)
Otros 6 (15%) 1 (2,5%) 5 (12.5%)
No indica 3 (7,5%) 0 (0%) 3(7,5%)
Total 40 (100%) 20 (50%) 20 (50%)

Los procedimientos radioldgicos, se ejecutaban en recintos cerrados y de acceso
controlado. El personal veterinario en estudio se encontraba expuesto solamente a rayos X,
eminentemente a través del uso de equipos de radiografia convencional; solo en una de las
clinicas donde laboraban los participantes se contaba con un equipo de tomografia
computarizada (que también es un emisor de rayos X).

En cuanto la edad de los participantes, el rango de edades entre los grupos expuesto y no
expuesto se aproximan a los 31 afios, no existiendo diferencias estadisticamente significativas

entre sus valores respectivos (p=0,892) (cuadro 4).

Cuadro 4. Distribucién de la muestra segun edad en afios cumplidos (n=40)

Grupo de estudio x+DE R Valor de p

Expuesto
Hombres (n=10) 33,8112, 8 20-59



Mujeres (n=10) 27,8+7,1 20-45

Total (n=20) 30,8+£10,5 20-59 0,892
No expuesto

Hombres (n=10) 37,0+£12,9 20-58

Mujeres (n=10) 26,7+7,9 19-49

Total (n=20) 31,9+11,7 19-58

X: promedio. DE: desviacion estandar. R: rango

Se hizo consulta sobre el habito y frecuencia del consumo de alcohol de los
participantes. Sobre la distribucion de esta variable, el 95% de los participantes indic6 tener un
consumo bajo o no consumir del todo (cuadro 5). El valor de p para la prueba de Chi-Cuadrado
de Pearson indica que no existen diferencias entre el consumo de alcohol en los grupos de

estudio (p=0,056).

Cuadro 5. Distribucion de la muestra segiin consumo de alcohol (n=40)

Exposiciéon a RI

Consumo de alcohol . Total (%) Valor dep
Si No

No consume 0 5 5(12,5)

Menos de 5 tragos a la semana 19 14 33 (82,5) 0.056

5- 10 tragos a la semana 0 0 0 (0) '

Mas de 10 tragos a la semana 1 1 2 (5)

Se consulté a los participantes sobre el uso de sustancias quimicas durante sus labores,
algunos de los productos mencionados en el cuestionario fueron el formaldehido, el glifosato,
el Gramoxone (dicloruro de de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo), el fipronil y la cipermetrina. Tal como
se muestra en el cuadro 6, la variable exposicion a sustancias quimicas se distribuye de

manera similar entre los grupos de estudio (p=0,337).



Cuadro 6. Distribucion del grupo en estudio segun exposicion a sustancias quimicas

(n=40)
Exposicion a sustan- Exposicion a Rl
cias quimicas Si No Total (%) Valor dep
Si 10 7 17 (42,5%) 0,337
No 10 13 23 (57,5%)

Dentro del grupo de individuos expuestos a RI, se deben considerar los afios de
exposicién ocupacional (6,6+6,5 afos, Rango (R): 1,5-29 afos), la cantidad aproximada de
radiografias realizadas por dia (10,3+5,3 radiografias/dia, R: 4-25 radiografias/dia) y las
medidas de proteccion que utilizan las personas expuestas a RI (cuadro 7). En el grupo
expuesto a RI, 12 participantes (60%) laboran con radiaciones hace menos de 5 afnos, 6
participantes (30%) tienen trabajando con radiaciones entre 5 y 10 afos, mientras que solo 2
participantes (10%) tienen mas de 10 afos laborando (15 y 29 afos). Con respecto a la
cantidad de radiografias realizadas al dia por el POE, un 40% del POE (8 participantes)
realizan menos de 10 radiografias al dia, un 50% (10 participantes) realiza entre 10 y 15

radiografias y solo un 10% (2 participantes) realiza mas de 15 radiografias al dia.

Cuadro 7. Caracteristicas ocupacionales del grupo expuesto a radiaciones ionizantes

(n=20)
Caracteristica | Si | No | NR*
Uso de dosimetro 6 (30%) 14 (70%) 0
Uso de indumentaria de proteccion 20 (100%) 0 0

¢, Ha recibido capacitacion en proteccion ra-
diolégica?

¢ Esta interesado en recibir capacitacion en
proteccion radioldgica?

8 (40%) 12 (60%) 0

19 (95%) 0 1 (5%)

X: promedio. DE: desviacion estandar. R: rango
*NR: No responde



5.4. Pruebas de normalidad de los datos de frecuencia de MN
La frecuencia de MN del grupo expuesto presento una distribucién normal, mientras que
en el grupo no expuesto la frecuencia de MN no tiene una distribucién normal. En el cuadro 8
se muestran los resultados de las pruebas de normalidad Shapiro-Wilk para las frecuencias de

MN, antes y después de aplicar una transformacion logaritmica.

Cuadro 8. Pruebas de normalidad Shapiro-Wilk para la frecuencia de MN en los grupos
estudiados (sin y con transformacion logaritmica)

Frecuencia de MN Transformacién log10 de frecuen-

ciade MN
Medida estadistica Expuesto No expuesto Expuesto No expuesto
Promedio 9,5 7,5 0,95 0,80
Desviacion estandar 6,1 6,5 0,27 0,38
Valor de p 0,095* 0,018 0,793* 0,333*

*p > 0.05 (no se rechaza la hipétesis nula (Ho), por lo que podemos afirmar que los datos se
distribuyen de forma normal).

En los graficos 1 y 2 se aprecia la distribucion de los datos de los grupos de estudio,

antes y después de aplicar la transformacion logaritmica.

Grafico 1. Histogramas de frecuencia de MN para el grupo expuesto (sin y con
transformacioén logaritmica)
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Grafico 2. Histogramas de frecuencia de MN para el grupo no expuesto (siny con
transformacion logaritmica)
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5.5.  Frecuencia de MN en la muestra estudiada.

En el cuadro 9 se indican los promedios de las frecuencias de MN observadas en los grupos
de estudio en la presente investigacion, luego de haber realizado la transformacién logaritmica.
Independientemente del sexo, los promedios de las frecuencias de MN son ligeramente
mayores en los grupos de personal expuesto con respecto a los no expuestos, sin embargo,

estas diferencias no son estadisticamente significativas.

Cuadro 9. Frecuencia de MN por cada 2000 células binucleadas expresada en log10
para los expuesto y no expuesto (n=40)

Sexo Grupo expuesto Grupo no expuesto

N %+DE R N %+DE R valor de p
Mujeres 10 1,01+0,24 0,602-1-398 10  0,90+0,17 0,602-1,176 0,278
Hombres 10 0,89+0,30 0,301-1,301 10 0,69+0,50 0-1,398 0,298
Total 20 0,95+0,27 0,301-1,398 20 0,80+0,38 0-1,398 0,157

X: promedio. DE: desviacién estandar, R: rango



Sin considerar la variable de exposicion a Rl y agrupando la muestra en base a su sexo,
las mujeres tienden a mostrar promedios de frecuencias de MN expresadas en log10
ligeramente superiores a los hombres, sin que estos valores sean estadisticamente

significativos (cuadro 10).

Cuadro 10. Frecuencias de MN por cada 2000 células binucleadas (expresadas en
log10) seguin el sexo del participante (n=40)

Sexo n X+DE R Valor de p
Mujeres 20 0.95+0.21 0,602-1,398 0,117
Hombres 20 0.79+0.42 0-1,398

X: promedio. DE: desviacion estandar. R: rango

5.6. Regresion lineal multiple de las variables de estudio.

Se escogieron como modelos finales, aquellos que tienen un mayor R? ajustado. En los
cuadros 11 y 12 se muestran los detalles para el modelo de regresion lineal multiple
seleccionado para la muestra total.

El modelo propuesto para la muestra total es estadisticamente significativo, las variables
edad en afos cumplidos, sexo y exposicidon a RI, explican alrededor de un 33% de la

variabilidad de la frecuencia de MN expresadas en log10 (cuadro 11).

Cuadro 11. Resumen del modelo de regresion lineal para la muestra total (n=40)

R cuadrado Error estan-
R R cuadrado . dar delaes- valordep
ajustado . !
timacion

0,617 0,381 0,329 0,275 0,001




En base a los coeficientes 3 para cada uno de los parametros del modelo, se deduce que
(cuadro 12):

a. La edad es la variable con mayor importancia relativa, seguido del sexo del participante
y por ultimo la cantidad de radiografias tomadas por dia.

b. Conforme aumenta la edad de los participantes aumenta la frecuencia de MN: por cada
ano de vida, aumenta en 0,017 la frecuencia de MN.

c. La frecuencia de MN es menor en hombres que en mujeres: una participante mujer
tendra 0,355 mas de frecuencia de MN, en comparacion a un participante hombre.

d. Conforme aumenta la cantidad de radiografias tomadas por dia aumenta la frecuencia
de MN: un aumento de una unidad en la cantidad de radiografias realizadas por dia

lleva a un aumento de 0,017 en la frecuencia de MN.

Ninguna de las variables incluidas en el modelo muestra colinealidad entre si (VIF < 10).

Cuadro 12. Variables seleccionadas en el modelo de regresion lineal para la muestra

total (n=40)
.. Coeficien- Intervalo de
Coeficientes no tes estan- confianza (95%)
) estandarizados :
Varia- darizados i valor de
bles Error p Limite Limite  VIF
B estan- Beta inferior supe-
dar rior
Cons- 5292 0,161 - 4913 0,000 0465 1118
tante
Radio-
gra- 0,017 0,007 0,347 2,543 0,015 0,003 0,030 1,080
fias/dia
Sexo -0,355 0,097 -0,536 -3,650 0,001 -0,552 -0,158 1,255

Edad 0,017 0,004 0,543 3,794 0,001 0,008 0,025 1,190




El resumen del modelo de regresion lineal multiple para el grupo expuesto se encuentra
en los cuadros 13 y 14. En este caso el modelo propuesto (cuadro 13) es significativo y las
variables que se incluyeron en conjunto explican el 45% de la variabilidad de la frecuencia de

MN.

Cuadro 13. Resumen del modelo de regresién lineal multiple para el grupo expuesto a
radiaciones ionizantes (n=20)

R cuadrado Error estandar

R R cuadrado . ! o,
ajustado de la estimacion
0,733 0,537 0,45 0,202 0,005

valor de p

El sexo y la edad del participante influyen de forma significativa en la frecuencia de MN
del grupo expuesto. Sin embargo, el parametro de cantidad de radiografias esta por encima

del valor de significancia estadistica.

Al igual que en el modelo global, los coeficientes 3 para cada uno de los parametros del
modelo del grupo expuesto (cuadro 14), indican que:
a) La edad es la variable con mayor importancia relativa, seguido del sexo del participante
b) Conforme aumenta la edad aumenta la frecuencia de MN: un aumento de una unidad
en la edad lleva a un aumento de 0,019 en la frecuencia de MN.
e. La frecuencia de MN es menor en hombres que en mujeres: una participante mujer

tendra 0,357 mas de frecuencia de MN, en comparacion a un participante hombre.

Ninguna de las variables incluidas en el modelo muestra colinealidad entre si (VIF < 10).



Cuadro 14. Variables seleccionadas en el modelo de regresion lineal para el grupo

expuesto a radiaciones ionizantes (n=20)

. Coeficien-
Coeﬂ(ijlen.tesdno tes estan- Inft-ervalo(g;/)
Varia- estandarizados . valor contianza 0
bles darizados dep . . Limite VIF
Error es- Beta Limite supe-
tandar inferior :
rior
Cons- 5690 0,179 - 3857 0,001 0,311 1,069 -
tante
Radio-
gra- 0,020 0,010 0,427 2,027 0060 -0,001 0,041 1,529
fias/dia
Sexo  -0,357 0,117 0,673 -3,059 0,007 -0,605 -0110 1,672
Edad 0,019 0,005 0,717 3,926 0,001 0009 0,029 1.153

En los cuadros 15 y 16 se muestra lo correspondiente al modelo de regresion lineal
multiple para el grupo no expuesto. El modelo propuesto para el grupo no expuesto no fue

significativo (cuadro 15), por lo que las variables incluidas en el modelo no explican la

frecuencia de MN observadas en este grupo (cuadro 16).

Cuadro 15. Resumen del modelo de regresion lineal multiple para el grupo no expuesto
a radiaciones ionizantes (n=20)

Error estandar

R R cuadrado R quadrado de la estima- valor de p
ajustado cion
0,508 0,258 0,171 0,346 0,079




Cuadro 16. Variables seleccionadas en el modelo de regresion lineal para el grupo no
expuesto a radiaciones ionizantes (n=20).

. Coeficien-

Coeficientes no tes estan- Intervalo de con-
.. estandarizados : fianza para B
Error es- P Limite — Limite
B . Beta inferior supe-

tandar )

rior
t‘;‘r’]rt‘j 0.866  0.275 ; 3.153 0.006 0,287 1,446

Sexo -0.371 0.174 -0.501 -2.138 0.047 -0,737 -0,05 1.258

Edad 0.015 0.008 0.469 1.999 0.062 -0,01 -0,031 1.258




6. Discusion

6.1. Analisis de variables ocupacionales de los participantes.

La medicina veterinaria involucra el manejo de animales de multiples especies, lo que
conlleva a que la radiologia veterinaria contemple escenarios de diversa indole, siendo muy
distintas las condiciones en que se realiza un procedimiento radiolégico sobre animales de
especies mayores al procedimiento en especies menores. La radiologia de especies mayores,
por ejemplo, un caballo, puede presentar ciertas dificultades, como que la adquisicién de las
imagenes deba realizarse en ambientes no controlados que carezcan de la infraestructura
necesaria para asegurar la calidad del procedimiento y la proteccion del personal expuesto.
En el caso de especies menores, deberia de contarse con una sala de procedimientos con
equipo instalado y blindajes adecuados que permitan minimizar la exposicion ocupacional
(Camacho, 2017).

Si bien, la adquisicion de imagenes diagndsticas que involucran el uso de RI, es una
practica comun en la veterinaria, la aplicacion integral de la proteccion radiolégica (uso correcto
del dosimetro, indumentaria plomada, capacitacion continua, etc.) es limitada en la muestra en
estudio. En primera instancia podemos mencionar, la ausencia del uso de dosimetros
personales en la mayor parte del POE de la muestra estudiada. Es importante mencionar, que
la dosimetria fisica personal por tecnologia termoluminiscente (TLD) es el método mas
utilizado para el calculo o estimacion de dosis equivalente personal recibida por exposicion
ocupacional a RI (International Atomic Energy Agency, 2018). Su uso por parte del POE es
obligatorio a nivel nacional segun el Reglamento Sobre Proteccion Contra las R, lo que incluye
al POE de aquellas instalaciones de medicina veterinaria que utilicen equipos emisores de Rl

(Decreto Ejecutivo 24037- S, 1994). Las razones por las cuales parte del POE de la muestra



no utiliza la dosimetria personal no fueron documentadas en el presente trabajo y podrian ser
objeto de futuras investigaciones, sin embargo, multiples autores han expresado la importancia
que el POE en veterinaria porte este método de monitoreo (Hernandez-Ruiz et al., 2012; Hupe
& Ankerhold, 2011). Como consecuencia de la falta de uso de dosimetros personales, parte
del POE de la muestra no conoce la dosis de radiacion que recibe como consecuencia de su
practica laboral.

Junto con la ausencia de dosimetria personal, otro aspecto ocupacional relevante es la
falta de capacitacién por parte del POE en el area de la proteccién radiolégica. En nuestro pais,
segun la legislacion vigente, para la operacion de equipos emisores de Rl es necesario la
obtencion de una licencia por parte del Ministerio de Salud. Parte de los requisitos solicitados
para lograr dicha licencia es “Haber realizado un curso basico sobre proteccion radioldgica,
cuyo programa esté previamente aprobado por la autoridad competente”, siendo el Ministerio
de Salud de Costa Rica el ente que aprueba y regula estos cursos (Decreto Ejecutivo 24037-
S, Reglamento Sobre Proteccion Contras Las Radiaciones lonizantes, 1994). No se
documento la razon por la que parte del POE no contaba con capacitacion en radioproteccion,
aunque con certeza se conoce que no es por despreocupacion, pues la mayoria del grupo
expuesto expreso interés en ser instruidos en esta area (a excepcion de un participante que
dejé esta pregunta en blanco). Esto demuestra la conciencia del POE sobre la relevancia de
la proteccion radioldgica en su quehacer profesional, de igual forma es importante rescatar el
uso regular de indumentaria plomada de proteccién, la cual todo el POE reporté utilizar durante

la realizacién de radiografias.

6.2. Analisis de las frecuencias de MN.

La media de las frecuencias de MN en la poblaciéon en estudio se comporta de varias



maneras. Este comportamiento en la frecuencia de MN en los grupos estudiados podria
explicarse por distintas razones:
1. Tipo de analisis realizado:
1.1. Analisis univariado
1.2. Analisis multivariado
1.2.1. Edad del participante.
1.2.2. Sexo del participante.
1.2.3. Exposicion a R
1.2.3.1. Relacién entre los mecanismos celulares de respuesta ante el dafio
radioinducido y la frecuencia de MN observada en estudios de biomonitoreo.
2. Limitaciones del ensayo de micronucleos con bloqueo de la citoquinesis.

3. Variables no incluidas en los modelos finales de regresion lineal multiple.

A continuacion, se realizara un analisis de la influencia de estas situaciones sobre el
resultado observado, a manera de entender de forma mas amplia la formacién de MN

radioinducidos a la luz de investigaciones actuales del campo.

6.2.1. Analisis univariado
En base a los resultados de comparacion de medias, se obtiene que las frecuencias de MN
en la poblacidn expuesta son ligeramente mayores que en la poblaciéon no expuesta, sin que
estas diferencias sean estadisticamente significativas. Segregando los grupos en estudio
basados en su sexo, se registré una mayor frecuencia de MN en mujeres, sin que la diferencia
con respecto al grupo de hombres fuese de significancia estadistica. Este comportamiento en
la frecuencia de MN en los grupos estudiados podria explicarse por limitaciones propias del

analisis univariado como:



1. Efecto del tamafio de la muestra sobre el poder estadistico del analisis univariado.

2. Efecto de variables no consideradas en el analisis univariado.

3. Considerar la variable exposicién a Rl como dicotémica sin tomar en cuenta la
exposicion gradual a Rl en base a la cantidad aproximada de radiografias
realizadas por dia.

Estudios similares, generalmente tienden a tener tamafos de muestra superiores a los
utilizados en el presente estudio (Sari-Minodier et al., 2007; Sierra, 2011; Zakeri & Hirobe,
2010). Aunque no se tienen datos especificos, se considera que la poblacion de personal
veterinario expuesto a Rl del area metropolitana parece ser de tamafio reducido, limitando
la disponibilidad de sujetos con interés de participar en la investigacion. Esta limitacion
podria explicar las no diferencias de la frecuencia de MN entre hombres y mujeres, a pesar
de que la distinta frecuencia basada en sexo se encuentra ampliamente documentada
(Fenech & Bonassi, 2011; Jones et al., 2012; Nefic & Handzic, 2013; Sommer et al., 2020)

Por otro lado, debido a la naturaleza del analisis univariado, se valoran individualmente
las variables, de manera que se desconoce el efecto de multiples variables sobre la frecuencia
de MN.

Diversos estudios muestran que la variacion de la frecuencia de MN es dependiente de
la dosis de Rl a la que un individuo es expuesto, consistente con el hecho de que la cantidad
de RDC aumenta con la dosis de RI (Baeyens et al., 2011; Kang et al., 2016; Pajic et al., 2014;
Rastkhah et al., 2016; Ryu et al., 2016). El analisis univariado realizado, no considero el efecto
gradual de la dosis de exposicion ocupacional, al contrario, se utilizé una categoria dicotémica
para segregar la muestra y comparar los valores promedios en la frecuencia de MN. Esta
limitacion para poder evaluar el efecto proporcional de la dosis sobre la frecuencia de MN

podria explicar los resultados obtenidos mediante este analisis estadistico.



Por estas razones, también se realizd un analisis de regresion lineal multiple, que
considera el efecto gradual del nivel de exposicidn a Rl sobre la frecuencia de MN asi como el

efecto de otras variables.

6.2.2. Analisis multivariado.

Esta documentado que la exposicién a Rl puede asociarse con un aumento en la frecuencia
de MN con respecto a su valor basal; sin embargo, variables como la edad, el sexo, los factores
de estilo de vida (consumo de alcohol y tabaquismo) u ocupacionales (exposicion a sustancias
quimicas) también generan variabilidad en la frecuencia basal de estos (Fenech & Bonassi,
2011).

En la presente investigacion al menos un tercio (R? = 0,329) de la variabilidad de la
frecuencia de MN de la muestra general pueden explicarse mediante la influencia conjunta de
la edad, el sexo y el nivel de exposicion ocupacional a R, lo cual concuerda con lo informado
en la literatura. Sari-Minodier et al. (2007) observaron una influencia del sexo, la edad y el nivel
de exposicion a Rl sobre la frecuencia de MN, siendo el sexo femenino y la mayor edad los
factores con mas impacto en la frecuencia de MN de POE de distintas especialidades
(medicina nuclear, radiologia, hemodinamia, intervencionismo). Siama et al. (2019) registraron
influencia tanto de la edad como de la cantidad de pacientes atendidos por dia en la frecuencia
de MN de personal de imagenologia de servicios de rayos X. Terzic et al. (2015) encontraron
que en un grupo de 56 trabajadores de medicina nuclear, los profesionales en imagenologia
de sexo femenino, con mayor edad, con mayores dosis de exposicion anuales y mayor numero
de afios de exposicion ocupacional, tienen a presentar mayor frecuencia de MN. Qian et al.
(2016) registraron un aumento significativo en la frecuencia de MN del POE que labora a nivel

hospitalario con respecto a personal no expuesto, al igual que una asociacion positiva entre la



frecuencia de MN y la dosis acumulada de exposicion a RI.

En el caso del grupo expuesto a RI, el modelo propuesto arroja que las variables edad y
sexo son significativas, explicando alrededor de un 45% (R? = 0,45) de la variacion en la
frecuencia de MN; lo que esta de acuerdo con lo informado en la literatura. Sobre la exposicion
a RI, esta variable queda justo por encima del valor de significancia estadistica (p= 0,060)
establecido como aceptable. Un efecto similar de la edad en la frecuencia de MN del grupo
expuesto fue observado por Maffei et al. (2002); la falta de asociacion estadistica entre la
frecuencia de MN y el sexo puede deberse a la baja cantidad de participantes mujeres dentro
de la muestra estudiada. La pérdida de asociacion entre la frecuencia de MN y la RI, podria
deberse a la induccion de enzimas reparadoras hasta que se alcanza la saturacion. Otro
mecanismo podria referirse a la eliminacion fisioldgica de linfocitos con dafio cromosdémico. El
modelo propuesto para el grupo no expuesto no es significativo. Resultados similares para el
grupo no expuesto fueron reportados por (Eken et al., 2010), en donde las variables estudiadas
de sexo y edad no influyeron en la frecuencia de MN. La frecuencia de MN encontradas en
este grupo, pueden ser explicadas por variables que no fueron incluidas en el presente estudio.
Es necesario generar informacion a nivel pais sobre la frecuencia basal de MN de Costa Rica
en la poblacion general; asi como estudiar las variables que expliquen la variabilidad en la
frecuencia de MN a nivel basal.

A continuacion se hara referencia a las variables en estudio para los modelos de regresion

lineal multiple de la muestra total y del grupo expuesto.

6.2.3. Edad del participante.
La edad fue la variable que mayor influencia mostré en la frecuencia de MN en los

modelos de regresion lineal multiple para la muestra total (CE p= 0,543) y el grupo expuesto a



RI (CE B= 0,717). Se ha reportado con anterioridad que la mayor proporcion de MN con la
edad se produce por mecanismos aneugénicos asociados principalmente a la segregacion
aberrante de los cromosomas X y Y (Fenech & Bonassi, 2011; Guo et al., 2019; Norppa &
Falck, 2003). Con la edad, los mecanismos de reparacion son menos eficientes, de manera
que se podrian acumular mutaciones, que a su vez podrian causar inestabilidad genética lo
que se reflejaria en un aumento de la frecuencia de MN (Ferraz et al., 2016).

Se profundizara en este tema en la seccion sobre la relacidon entre los mecanismos
celulares de respuesta ante el dafo radioinducido y la frecuencia de MN observada en estudios

de biomonitoreo.

6.2.4. Sexo del participante.

En el andlisis de regresion lineal multiple el sexo resulté ser un factor que influencia la
frecuencia de MN tanto en el modelo propuesto para la muestra total (CE =-0,536) como para
el modelo del grupo expuesto a RI (CE p= -0,673), siendo mayor la frecuencia de MN en
mujeres que en hombres. Otros estudios han observado que las mujeres presentan una
frecuencia significativamente mayor de MN en linfocitos periféricos con respecto a los hombres,
las diferencias se pueden explicar por mecanismos aneugénicos, principalmente debido a
defectos en el cinetocoro, que conducen a una tendencia del cromosoma X de quedar
rezagado en anafase y ser incluido con mayor frecuencia en MN en comparacion a autosomas
y al cromosoma Y (Catalan et al., 2000; Ferraz et al., 2016; Luzhna et al., 2013b). Estudios en
seres humanos han mostrado poca o nula asociacion del efecto de hormonas sexuales
femeninas con la mayor frecuencia de MN observada en mujeres (Baeyens et al., 2005; Kayani

& Parry, 2008).



6.2.5. Exposicién a RI

En el modelo de regresion lineal multiple para la muestra total, la exposicién a Rl es un
factor que influye en la frecuencia de MN (CE B= 0,347). Confirmando lo descrito en la literatura
de que el dafo radioinducido al ADN es un fendmeno estocastico cuya probabilidad aumenta
con respecto a la dosis de RI, por tanto, la cantidad de MN inducidos por Rl se encuentra
correlacionado con la dosis (y tipo de radiacion) a la que es expuesto el individuo (Baeyens et
al., 2011; Duncan et al., 2018; Durante & Formenti, 2018; Kang et al., 2016; Pajic et al., 2014,
Rastkhah et al., 2016; Ryu et al., 2016). Es importante considerar que en este modelo
contamos con personas que no toman ninguna radiografia por dia, caso contrario al del modelo
de expuestos, donde el valor de comparacion es de alrededor de 5 radiografias por dia.

En el presente estudio se consultd al participante por la cantidad de radiografias que
realizaba por dia, esta variable fue considerada como indicador de exposicion a RI. Y si bien,
una mayor cantidad de radiografias adquiridas podria asociarse con una mayor exposicion a
RI, es importante reconocer que este no es un parametro ideal para estimar el nivel de
exposicion a Rl debido a que este parametro no considera circunstancias que pueden influir
en la exposicion como el tipo de tecnologia utilizada (radiologia digital o analégica), niveles de
radiacion de fuga del equipo de rayos X, dosis o técnica radiolégica utilizada, cantidad de veces
que el participante tuvo que sostener directamente al animal, incidencia del haz primario o
disperso con respecto a la posicion del personal y presencia de blindaje en la consola de
control del equipo de rayos X. Este parametro fue utilizado como tal a causa de la falta de uso
de dosimetros personales en un porcentaje del POE que componia la muestra del grupo
expuesto.

La posible imprecisidon con que el parametro de cantidad de radiografias realizadas estima

el nivel de exposicion ocupacional, podria explicar en parte la no significancia de la variable



‘exposicion a RI” en el modelo de regresion lineal multiple para el grupo expuesto. De igual
forma podria pensarse que la exposicion dentro del grupo expuesto es lo suficientemente
homogénea como para que la prueba no pueda detectar pequefios cambios en la exposicion
(esto se discutira con mas detalle posteriormente: en el apartado de limitaciones del ensayo
de micronucleos con bloqueo de la citoquinesis). Por lo tanto, la aparente no influencia del nivel
de exposicidén a Rl sobre la frecuencia de MN en este grupo, puede deberse a poca diferencia
interindividual en el grado de exposicion entre los participantes, asi como una imprecision en
el uso de cantidad de radiografias promedio por dia como estimador del nivel de exposicion
ocupacional.

El efecto gradual de la exposicion a Rl sobre la frecuencia de MN podria reflejarse mejor
utilizando el registro de dosimetria fisica como parametro de exposicién, asi como aumentando

el tamafo de la muestra con los mismos criterios de inclusion y exclusion del presente estudio.

6.2.5.1. Relacion entre los mecanismos celulares de respuesta ante el dafo

radioinducido y la frecuencia de MN observada en estudios de biomonitoreo.

A la hora de analizar datos sobre frecuencias de MN en el contexto del biomonitoreo del
personal expuesto a Rl, debe tomarse en cuenta la capacidad celular de respuesta ante los
distintos niveles de complejidad de dano radioinducido al ADN en relacion con la LET de la RI
a la que se expone el individuo. La relacién entre la capacidad de respuesta al dafio y la
frecuencia de MN se ha observado con anterioridad, basandose en el hecho de que el genotipo
de un individuo puede influir sobre la frecuencia de MN observada. Especificamente,
polimorfismos en distintos genes de sistemas de reparacién de ADN (XRCC3, XRCC1, XPD)
demuestran influir en la formacién de MN, aumentando su frecuencia cuando el individuo es

expuesto a distintas dosis de RI (Angelini et al., 2005; Cho et al., 2009; Dhillon et al., 2011;



larmarcovai et al., 2008; F. Zakeri et al., 2017).Solo aquellos fragmentos cromosémicos o
cromatidicos que no sean reparados, son los que quedaran rezagados durante la anafase y
posteriormente formaran parte de MN (Fenech et al., 2011). Por esta razén, los mecanismos
de reparacién del ADN pueden influir en la frecuencia de MN observada, pues no todas las
lesiones radioinducidas podrian traducirse en MN. Sin embargo, existe la posibilidad de que
algunos fragmentos acéntricos sean unidos por accion de los mecanismos de reparacion del
ADN en una posicion cromosémica diferente a la original, resultando en reordenamientos
cromosomicos (Deriano & Roth, 2013).

De forma general, las Rl son capaces de producir dafios aislados al ADN como RSC, sitios
carentes de base, dafio oxidativo en las bases nitrogenadas y a la cadena de desoxirribosa-
fosfato pero también dafios como RDC, entrecruzamientos entre ADN y proteinas y lesiones
agrupadas. La distribucién del tipo y complejidad de las lesiones producidas en el ADN es
influenciada por la LET de la RI (Carter et al., 2018; Nikitaki et al., 2016; X. Zhang et al., 2016).
Se han realizado estimaciones con respecto a la distribucidén de tipos de lesiones inducidas
por Rl de baja LET, por cada 1 Gy de RI se inducen alrededor de 1000 RSC, 2000 dafos de
bases, 250 sitios abasicos, 40 RDC, 150 entrecruzamientos entre proteinas y ADN (Sage &
Shikazono, 2017).

La complejidad de las lesiones radioinducidas al ADN no solo se describe por el tipo de
lesion (RSC, RDC, etc.) sino también por la cercania entre si con que ocurren, pudiendo ser
entonces lesiones aisladas o agrupadas. Lesiones aisladas como RSC y bases oxidadas son
resueltas con eficiencia y precision a través del sistema de reparacion por escision de bases
(BER) y producidas preferentemente por Rl de baja LET. Estimaciones realizadas en cultivos
de monocitos humanos expuestas a rayos X (Rl de baja LET) indican que este tipo de lesiones

representan alrededor del 80% del total de lesiones radioinducidas; y son de 3 a 4 veces mas



frecuentes que las lesiones agrupadas como las RDC (Sage & Shikazono, 2017).

Las lesiones agrupadas (dos RSC separadas por menos de 10 pares de bases, constituyen
una RDC), por su distribucién espacial y posible alteracion en la secuencia de nucledétidos,
tienden a representar un evento cuya resolucion es de mayor complejidad y cuya probabilidad
de ser reparado, es menor que en el caso de lesiones aisladas (Forster et al., 2019).

En el caso de las RDC, existen varios mecanismos de reparacion involucrados, los cuales
presentan precisidn de reparacion y cinéticas de accion distintas, influyendo en el desenlace
final para la célula dafada (Hagiwara et al., 2019; Sage & Shikazono, 2017).

El principal mecanismo de reparacion de RDC radioinducidos que preferentemente se vera
involucrado, depende en primera instancia, de la fase del ciclo celular en la que se encuentre
la célula expuesta. En células de mamiferos, la UENH repara RDC a lo largo del ciclo celular
y la RH participa en las fases S/G2 (Shibata, 2017). Considerando que las células humanas
(incluyendo linfocitos periféricos) se encuentran generalmente en un estado de quiescencia
(GO) (Organismo Internacional de Energia Atdmica, 2014), el principal mecanismo de
reparacion de RDC es la UENH candnica e intervienen en menor medida la recombinacion
homodloga y la UENH alternativa (en humanos parecen no contribuir de forma significativa
durante las fases G0/G1) (Forster et al., 2019).

Se considera que la UENH canénica tiene dos componentes con cinéticas distintas: 1) un
componente rapido (2-4 horas) que no se asocia con reseccion de los extremos dafiados, con
menor tendencia a inducir errores en la secuencia dafada y 2) un componente lento (mas de
8 horas), que involucra la reseccion de los extremos dafiados y mas propenso a inducir errores
(Forster et al., 2019). La proporcion de accién de cada componente de la UENH depende de
la complejidad de la lesion radioinducida, RDC de mayor complejidad son reparadas

preferentemente a través de vias lentas y las RDC simples o de menor complejidad a través



de vias rapidas. Es relevante mencionar que las Rl inducen lesiones cuyos extremos deben
experimentar reseccion debido a que contienen bases oxidadas o dafios en el esqueleto de
desoxirribosa antes de que sean reparadas (lliakis et al., 2015).

Las Rl a las que se expone la muestra de personal veterinario estudiado se tratan de rayos
X de bajas energias y de baja LET, radiacidén asociada con la formacion preferente de lesiones
aisladas (RSC y bases dafiadas), que son reparadas eficazmente por BER; y en menor medida
se producen RDC que se asocian con la formacion de fragmentos cromosomicos y
cromatidicos, que son reparadas por el componente lento de la UENH candnica (Sage &
Shikazono, 2017; Timm et al.,, 2018). Aunque los fragmentos radioinducidos sean unidos
nuevamente a un cromosoma y no lleguen a formar parte de MN, durante la reparacion
mediante UENH, debe considerarse el impacto que pueden tener cambios en el marco de
lectura de secuencias biologicamente relevantes por errores generados durante los
mecanismos de reparacion, ya sea por traslocaciones cromosémicas o por pérdida de
segmentos de la secuencia de nucleétidos de ADN (Deriano & Roth, 2013).

A pesar de que algunas de las células con dafos pueden ser eliminadas de forma selectiva,
a niveles de exposicion para diagnéstico radioldgico, las células sobrevivientes cuyos dafios
no hayan sido reparados pueden portar mutaciones que podrian superponerse con aquellas
preexistentes por herencia, metabolismo, radiacion de fondo o exposicion a otros agentes

genotoxicos (Deriano & Roth, 2013; Martincorena & Campbell, 2015).

6.2.6. Limitaciones del ensayo de micronucleos con bloqueo de la citoquinesis.
El procedimiento de MNBC utilizado en la presente investigacién puede ser modificado
brindandole mayor sensibilidad a la prueba. En primera instancia pueden incluirse otros

biomarcadores como los puentes nucleoplasmicos, brotes nucleares y células necréticas o



apoptoticas. Con estas variaciones, el ensayo se conoce con el nombre de micronucleos-
citoma y brinda informacion adicional al dafio al ADN como su reparacion, citostasis y
citotoxicidad (Sommer et al., 2020). En el presente estudio si se registro la presencia de
puentes nucleoplasmicos, sin embargo, solo fueron observados en dos ocasiones, por lo que
no fueron incluidos en el analisis estadistico.

Los MN pueden formarse por mecanismos clastogénicos o aneugénicos. Factores como
la edad, sexo y consumo de alcohol pueden influir en la frecuencia de MNs que contienen
cromosomas completos (centroméricos) y asociados con mecanismos aneugénicos (Fenech
et al., 2011; Luzhna et al., 2013a; Sommer et al., 2020). Por otro lado, las Rl se consideran
agentes principalmente clastogénicos, de tal forma que induce la formacion de rupturas en la
molécula de ADN y la formacion de fragmentos acéntricos que seran incluidos en MNs
(Durante & Formenti, 2018; Luzhna et al., 2013a; H. Thierens et al., 2000). En el presente
estudio no se diferenciéo el mecanismo que dio origen a los MNs observados. Una mejor
clasificacion del origen del MN podria afinar la contribucion de las Rl en la formacion de MNs
(Baeyens et al., 2011; Balajee et al., 2014; Fimognari et al., 1997; Kirsch-Volders et al., 2011b;
F. Maffei, 2000; Suto et al., 2015b; Hubert Thierens & Vral, 2009).

Si bien estos son puntos a considerar para el mejoramiento del MNBC, la utilidad de la
prueba descrita y empleada en la presente investigacién se haya ampliamente documentada

(Sari-Minodier et al., 2007; Sierra, 2011; Velickova et al., 2015; Farideh Zakeri & Hirobe, 2010).

6.2.7. Variables no incluidas en los modelos finales de regresion lineal multiple.
La asiduidad con que se consume alcohol es un factor que puede influir en la frecuencia
de MN. Un consumo excesivo o habitual de alcohol se ha asociado con un aumento en la

frecuencia basal (Castelli et al., 1999; Ishikawa, Miyatsu, Kurihara, & Yokoyama, 2006; F. Maffei,



2000; Francesca Maffei, Forti, et al., 2002). El alcohol induce la formacion de MNs
principalmente mediante mecanismos aneugénicos (Parry et al., 2002). De igual forma, en
estudios in vitro se ha observado que el alcohol etilico es capaz de inducir MN en distintas
lineas celulares, incluidos linajes de la linea linfoide (Benassi-Evans & Fenech, 2011). Segun
los modelos de regresion lineal preliminares del presente estudio (ver anexos) no se observo
influencia del consumo del alcohol en la frecuencia de MN, lo que podria reflejar el hecho de
que la mayoria de la muestra registra consumo bajo de alcohol, tal vez lo suficientemente bajos
como para no influir en la frecuencia de MN.

En la muestra estudiada se registré el uso de sustancias quimicas en los que se ha
documentado con anterioridad aumentos en la frecuencia de MN, a través de mecanismos
clastogénicos como el formaldehido (Speit et al., 2011), el paraquat (dicloruro de 1,1'-dimetil-
4,4'-bipiridilo) (Jovtchev et al., 2010) el fipronil (Badgujar et al., 2017) y la cipermetrina
(Kocaman & Topaktas, 2010). Existe poca evidencia de que el glifosato produzca MN, tanto in
vitro como in vivo (Williams et al., 2016). En los modelos de regresion lineal preliminares (ver
anexos), no se observo influencia de la exposicién de sustancias quimicas en la frecuencia de
MN. No se consultdé al participante sobre la frecuencia con la que utilizaba estas sustancias
quimicas ni sobre las precauciones que tomaba durante su manipulacién. Una baja dosis de
exposicion, por debajo de un posible umbral, podria explicar los resultados obtenidos (Kirkland

& Mdller, 2000; Speit et al., 2011).

7. Conclusiones

En respuesta a los objetivos planteados y el analisis realizado sobre los resultados

obtenidos, se ha llegado a las siguientes conclusiones:



. EI MNBC es una herramienta util en el monitoreo del dafio al ADN producto de la
exposicion ocupacional a Rl en personal veterinario.

. Se cuenta con la prueba de MNBC estandarizada, permitiendo su disponibilidad para
futuras investigaciones que se realicen en el Servicio de Dosimetria Bioldgica del
Instituto de Investigaciones en Salud de la Universidad de Costa Rica.

. El analisis univariado presenta limitaciones para la determinacion de las variables
que influyen en la frecuencia de MN en la muestra estudiada.

. La variabilidad en la frecuencia de MN observada en la muestra total se encuentra
influenciada por la edad, sexo y nivel de exposicion a RI del participante.

. En el grupo expuesto, la variabilidad esta influida por la edad y el sexo del
participante.

. Lavariabilidad en la frecuencia de MN en el grupo de no expuestos estaria explicada
por factores no considerados en el presente estudio.

. Bajo la metodologia utilizada en el presente estudio, no es posible identificar
aquellos MNs de origen meramente clastogénico inducidos por RI.

. Se cumplié con el objetivo de brindar una charla informativa sobre los principios de

proteccion radioldgica y radiobiologia a POE.

8. Recomendaciones

. Se recomienda el uso de biomarcadores citogenéticos en el biomonitoreo
ocupacional del POE, tanto en medicina veterinaria como en otras areas del
quehacer humano en donde se utilicen RI.

. Para futuras investigaciones se recomienda el aumento del tamafo de la muestra,



asi como la inclusién de parametros bioldgicos adicionales en el MNBC como el
registro de brotes nucleares y células necroticas o apoptéticas. Ademas del uso de
sondas pancentroméricas para lograr identificar MN originados a partir de
fragmentos acéntricos, tales como los producidos por Rl. Estas modificaciones en el
ensayo podrian aumentar la sensibilidad de la prueba para detectar dafio al ADN
inducido por exposicion a RI.

Se debe incentivar la realizacidon de estudios experimentales in vitro que permitan
fortalecer la técnica del MNBC y ampliar nuestro conocimiento sobre la respuesta
celular al dafio radioinducido al ADN a bajas dosis de exposicion. Una de las
interrogantes que podrian impulsar estos estudios es conocer cual es la minima
dosis de exposicion a la que el MNBC puede ser utilizado para biomonitoreo.

Se deben realizar estudios de biomonitoreo del POE con el MNBC, en areas de la
medicina humana donde la dosis podria considerarse mayor a las que podrian haber
ocurrido en el presente estudio, tales como radiologia intervencionista y la medicina
nuclear, para lograr determinar el posible riesgo ocupacional en estas poblaciones.
Deben fortalecerse las buenas practicas de proteccion radiolégica en la practica
veterinaria, mediante el uso de dosimetros personales, la integracion de personal
debidamente entrenado en la adquisicion de imagenes radiograficas vy
radioproteccion.

Debido a que el POE debe usualmente sujetar al animal para lograr una determinada
posicion y por ello podria elevarse la exposicion a extremidades, se deberia
considerar si es suficiente el uso de dosimetros de cuerpo entero para lograr una
estimacion de la dosis recibida, o por si al contrario deben utilizarse dosimetros

especificos de extremidades.



7. Deben propiciarse espacios de capacitacién continua para el POE en principios y
fundamentos de la proteccion radiolégica, optimizacidn en el posicionamiento y
adquisicién de imagenes radiologicas, asi como en los efectos biologicos de las RI.
Incluso podria considerarse a futuro el desarrollo de estrategias de entrenamiento
en proteccién radioldgica para el personal veterinario.

8. Se considera necesario revisar y reforzar la normativa vigente sobre proteccidn
contra RI, con el objetivo de la estandarizacion y optimizacién de la practica
radiolégica en la veterinaria y lograr el menor impacto sobre la salud del POE y del
publico general como consecuencia del uso de las RI.

9. Para futuras investigaciones se recomienda que el instrumento de recoleccion de
datos sea una entrevista. Esto podria evitar confusiones en preguntas que puedan
ir dirigidas exclusivamente al POE y no al participante no expuesto, también evitaria
la posible pérdida de datos relevantes.

10.Es importante aumentar la informacion sobre la frecuencia basal de MN en la

poblacién general, asi como estudiar las variables que expliquen su variabilidad.
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10. Anexos.

10.1. Instrumento de recoleccion de datos

INSTRUMENTO No. 1 Cédigo

Estimado participante los datos recopilados en este formulario son importantes en el momento de
analizar los resultados y aumentar la exactitud de la investigacion. Los datos recopilados en este
formulario son confidenciales y se utilizaran solo para efectos de la investigacion.

L. Identificacion del participante.
1.1. Fecha de nacimiento (dia/mes/afio): / /
1.2. Edad en afios: 1.3. Sexo: 1.Fem. 2. Masc.
1.4. Peso aproximado (kg): 1.5. Altura (m):

II.  Variables de estilo de vida.
2.1. ;Usted fuma actualmente o fue fumador? (en caso afirmativo indicar la cantidad de cigarrillos

diarios)

Si No

éCuantos cigarrillos consume por
Si fuma
dia? cigarrillos
actualmente

¢Durante cuantos anos ha fumado? anos

¢Cuantos cigarrillos consumia por
Si ha fumado
dia? cigarrillos
en el pasado

¢Durante cuantos anos fumo? anos

Nunca ha

fumado




2.2. ;Usted consume alcohol actualmente o lo ha consumido en el pasado?

Si

No

menos de 5

tragos

5-10 tragos

mas de 10

tragos

Si consume

alcohol

actualmente

é¢Cuantos

tragos consume

alasemana?

I11. Exposicion a agentes quimicos.

Si ha ¢Cudntos

consumido tragos

alcohol en consumia ala

el pasado semana?
¢Hace cuanto tiempo dejo de consumir alcohol?:
(afios)

Nunca ha

consumido

alcohol

3.1. ;Trabaja usted con agentes quimicos, 0 ha estado expuesto(a) plaguicidas? (si fuese posible,

mostrar al investigador el empaque o contenedor de la sustancia)

Si | No Nombre del o los agentes quimicos




¢éTrabaja con agentes

guimicos?

¢Ha estado expuesto(a)
a plaguicidas o

pesticidas?

IV. Historial de enfermedades.
4.1. ;Ha padecido de cancer? En caso afirmativo, indicar el tipo de enfermedad y los tratamientos

que recibio.

En caso de responder si, responda las siguientes
Si No
preguntas:
¢Ha padecido de éQué tipo de
cancer? cancer?
éRecibid
Si No
guimioterapia?
éRecibid
Si No
radioterapia?

4.2. Marque con una equis si padece alguna de las siguientes enfermedades en la casilla que

corresponda.

Si (ver pregunta 4.2)
Condicién No No sabe
Tipo 1l Tipo 2




Diabetes

Mellitus

4.3. En caso de ser diabético, ;Hace cuantos afios fue realizado el diagndstico? afos

V. Historial de exposicidn a radiacion.

5.1. (Trabaja usted con fuentes emisoras de radiaciones?

Si | No |En caso de responder si, responda las siguientes preguntas:

éTrabaja usted con
fuentes emisoras de ¢Desde hace cuanto tiempo? anos

radiaciones?

¢En cudntos procedimientos
al dia
radioldgicos participa por dia?

¢Qué puesto desempeiia en la

clinica veterinaria?

¢Qué modelo de equipo radiolégico
utiliza? (en caso de ser posible

mostrarlo al investigador)

5.2. ¢ Utiliza equipo de proteccidn durante los procedimientos radioldgicos?



Si

No

En caso de responder si, especificar el

equipo utilizado

¢Utiliza equipo de proteccion
durante los procedimientos

radiolégicos?

Equipo

Si

No

Chalecos plomados

Guantes plomados

Lentes plomados

Mamparas

plomadas

Otros (especifique)

Si

No

¢Ha recibido capacitacion en el area

de la proteccidén radioldgica?

¢ Estd interesado en recibir
capacitacién en el drea de la

proteccién radiolégica?

5.3. ¢ Utiliza dosimetro durante su jornada laboral?




En caso de responder si, responder las
Si No
siguientes preguntas:

¢Utiliza dosimetro durante su
Si No
jornada laboral?

¢Tiene acceso a su

historial dosimétrico?

éComprende la
informacion contenida en

su informe dosimétrico?

5.4. ¢Esta de acuerdo con brindar al investigador los datos de su historial dosimétrico?

Si (ver punto 5.5) No

5.5. En consecuencia, DOY MI CONSENTIMIENTO para la entrega al investigador de los datos de mi
historial dosimétrico. Para estos efectos, firmo a las horas del de

del afo dos mil diecisiete.



10.2. Formula de Consentimiento Informado

UNIVERSIDAD DE COSTA RICA

VICERRECTORIA DE INVESTIGACION

COMITE ETICO CIENTIFICO

Teléfonos:(506) 2511-4201  Telefax: (506) 2224-9367

FORMULA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Numero de proyecto: 1400. “Estimacion del riesgo radiologico en el personal expuesto en clinicas

veterinarias” Nombre del Investigador

Principal:

Nombre del participante:

A. PROPOSITO DEL PROYECTO: En la practica veterinaria el uso de la radiografia con rayos X es muy
comun, sobre todo en la identificacion de fracturas, de objetos extrafios que es posible que el animal haya
consumido y en la cirugia ortopédica. Un sondeo entre las clinicas veterinarias del area metropolitana, ha
descubierto que el veterinario(a) o el técnico(a), a menudo sujeta al animal durante la exposicion a rayos X y
que, por el momento, solamente en algunas clinicas se identificé que utilizan el dosimetro fisico. Se desconoce,
por lo tanto, el impacto a la salud del veterinario(a) que estas practicas puedan tener y el riesgo de desarrollar
incluso cancer en el largo plazo. El objetivo de esta investigacion es, por lo tanto, estimar el riesgo a la salud
que se puede producir en la practica de la medicina veterinaria, por exposicion a rayos X, para concientizar a
esta poblacion en temas de proteccion radiologica. Vamos a utilizar un marcador biologico de dafio cromoso-

mico, producido por la exposicion de la persona a la radiacion X, a dosis bajas. El ensayo que usaremos se



llama micronucleos, el cual esta debidamente validado. Este es un estudio tipo caso — control, donde los casos
son 30 veterinarios(as) o técnicos en veterinaria, que hacen uso habitual de la radiografia y el grupo control
son 30 personas que no estan expuestas a la radiacion X. Si la diferencia en la frecuencia de micronucleos no
es significativa entre ambos grupos, esto quiere decir que los casos no tienen aumento de riesgo pese a trabajar
con rayos X, pero si la frecuencia es mayor en los casos, esto significa que el personal veterinario que toma
radiografias, tiene aumento del riesgo de tener consecuencias adversas para su salud y se deben tomar previ-

siones para disminuir al médximo este riesgo.

ZQUE SE HARAZ?: se va a extraer una inica muestra de 5 ml (una cucharadita) de sangre del antebrazo, tal

y como lo hacen en los laboratorios para hacer examenes rutinarios. Esta muestra de sangre se va a trasladar
al laboratorio de Citogenética, del Instituto de Investigaciones en Salud (INISA) de la U.C.R., para su proce-

samiento antes de que pasen 24 horas.

RIESGOS: La participacion en este estudio puede significar cierta molestia para usted por el dolor de la
punzada y se le puede formar un pequefio moretén como consecuencia, pero esto es pasajero. Todo el material

para la extraccion de la muestra es estéril y desechable, de manera que no ofrece riesgo para el participante.

BENEFICIOS: Como resultado de su participacion en este estudio, el beneficio que obtendra sera conocer
si tiene aumento del riesgo de sufrir consecuencias desfavorables para su salud debido a la exposicion a rayos
X. Si usted pertenece al grupo control, como resultado de su participacion en este estudio, no obtendra ningiin
beneficio directo, sin embargo, es posible que las investigadoras aprendan més acerca del ensayo de micronti-
cleos en la reconstruccion de la dosis absorbida de rayos X, por el personal que los utiliza y este conocimiento

beneficie a otras personas en el futuro.

Antes de dar su autorizacidn para este estudio usted debe haber hablado con Luisa Valle o con Melissa Abarca
y ellas deben haber contestado satisfactoriamente todas sus preguntas. Si quisiera mas informacion mas ade-

lante, puede obtenerla llamando a Luisa o a Melissa al teléfono 2511-2140, 2511-2129 o 2511-2150 en el



horario de 8:00 am a 5:00 pm. Ademas, puede consultar sobre los derechos de los Sujetos Participantes en
Proyectos de Investigacion a la Direccion de Regulacion de Salud del Ministerio de Salud, al teléfono 2257-

2090, de lunes a viernes de 8 a.m. a 4 p.m. Para cualquier consulta adicional puede comunicarse a la Vice-

rrectoria de Investigacion de la Universidad de Costa Rica a los teléfonos 2511-4201 ¢ 2511-5839, de lunes a

viernes de 8 a.m. a 5 p.m.

F. Recibird una copia de esta formula firmada para su uso personal.

G. Su participacion en este estudio es voluntaria. Tiene el derecho de negarse a participar o a discontinuar su

participacion en cualquier momento, sin que esta decision afecte su estado laboral.

H. Su participacion en este estudio es confidencial, los resultados podrian aparecer en una publicacion cientifica

o ser divulgados en una reunion cientifica, pero de una manera anoénima.

I.  No perdera ningtn derecho legal por firmar este documento.

CONSENTIMIENTO

He leido o se me ha leido, toda la informacion descrita en esta formula, antes de firmarla. Se me ha brindado la
oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido contestadas en forma adecuada. Por lo tanto, accedo a participar

como sujeto de investigacion en este estudio

Nombre, cédula y firma del sujeto (nifios mayores de 12 afios y adultos) fecha



Nombre, cédula y firma del testigo fecha

Nombre, cédula y firma del Investigador que solicita el consentimiento fecha

NUEVA VERSION FCI-APROBADO EN SESION DE COMITE ETICO CIENTIFICO (CEC) NO. 149
REALIZADA EL 4 DE JUNIO DE 2018.

CELM-Form.Consent—Inform 06-08

10.3. Resultados de evaluacion de las preparaciones celulares del MNBC para analisis

microscopico



Fwd: Fw: Rv: MN fotos

Luisa Valle B <luisavbourrouet@gmail.com>
19/08/2020 12:48 p. m.

Para: ANDRES CHAVES CAMPOS; VANESSA RAMIREZ MAYORGA

Guardar todos los datos adjuntos

Estas son las fotos que se enviaron a evaluar, reenvie respuestas de marina y Jorge Ernesto

-—--——- Forwarded message —-—------

De: luisa valle bourrouet <vallebourrouet@yahoo.com>

Date: mié., 19 ago. 2020 a las 12:40

Subject: Fw: Rv: MN fotos

To: Andrea Chaves <andreachaves.biol@gmail.com>, luisa valle bourrouet <luisa.valle@ucr.ac.cr>, VANESSA RAMIREZ MAYORGA <vanessa.ramirez@ucr.ac.cr>

Esta fueron las fotos que se enviaron, puedes poner anexo, implementacién o estadarizacion de la técnica

-—- Mensaje reenviado -

De: luisa valle bourrouet <vallebourrouet@yahoo.com:>

Para: Radl Analia <aradi@arn.gob.ar>; Digiorgio Marina <mdigiorgio@arn.gob.ar>; Omar Francisco Garcia Lima <omar hr.edu.cu>; cphrromar@ceniai.inf.cu
<cphrromar@ceniai.inf.cu>; Jorge Ernesto Gonzalez Mesa <jorgee@cphr.edu.cu>

CC: Luisa Valle Bourrouet <vallebourrouet@yahoo.com>

Enviado: martes, 11 de octubre de 2016 6:01:28 p. m. CST

Asunto: Rv: MN fotos

respuesta de marina

[

@ Luisa Valle B <luisavbourrouet@gmail.com>
01/09/2020 09:21 p. m.

Para: ANDRES CHAVES CAMPOS

El miércoles, 19 de agosto de 2020 12:36:14 p. m. CST, luisa valle bourrouet <vallebourrouet@yahoo.com> escribio:

Esta fue la Respuesta de Marina

-——- Mensaje reenviado —--

De: Digiorgio Marina <mdigiorgio@arn.gob.ar>

Para: luisa valle bourrouet <vallebourroueti@yahoo.com>; Radl Analia <aradl@arn_gob.ar>; Jorge Emesto Gonzélez Mesa
<jorgee@cphr.edu.cu=; Omar Francisco Garcia Lima <oma hr.edu.cu>

CC: LUISA VALLE <luisa.valle@ucr.ac.cr>

Enviado: martes, 11 de octubre de 2016 7:37:46 p. m. CST

Asunto: RE: MN fotos 2

Hola Luisa,

Recibi bien las imagenes de tus dos correos. Las preparaciones son muy buenas. Es un excelente material para
realizar el scoring.

Carifios, Marina

I



De: Jorge Ernesto Gonzalez Mesa <jorgee@cphr.edu.cu>

'luisa valle bourrouet' <vallebourrouet@yahoo.com>

: Digiorgio Marina <mdigiorgio@arn.gob.ar>; Radl Analia <aradl@arn.gob.ar>; 'Omar Garcia Lima' <emar@cphr.edu.cu>
Enviado: Martes, 18 de octubre, 2016 9-38:49

Asunto: RE: MN fotos

Hola Luisa ,

Te adjunto resultado de analisis de calidad de las imagenes, se confirma que son de excelente calidad, incluso tomando en cuenta
que fueron guardadas como jpg. El valor es superior en todos los casos al limite de aceptacion.

FileName_MN ImageNumber ImageQuality_PowerLoglog5lope_MN PathName_MN
10 40x.jpg 1 -1.703515446 DAMMNA\CRC
11 40x.jpg 2 -1.66054342 DAMN\CRC
12 40x jpg 3 -1.652000341 DAMN\CRC
13 40x jpg 4 -1.414946156 DAMNCRC
14 40x jpg 5 -1.351097566 DAMMNA\CRC
15 4x.jpg 6 -0.546588475 DAMN\CRC

4 4x jpg 7 -0.71368982 DAMN\CRC
5 10x.jpg 8 -0.828667526 DAMN\CRC
6 10x.jpg 9 -0.788924506 DAMMNA\CRC
7 10x.jpg 10 -0.8756739551 DAMMNA\CRC
8 10x.jog 11 -0.847724762 DAMN\CRC
9 10x.jog 12 -0.990475459 DAMN\CRC

Valor limite -2.27




10.4. Propuesta programatica: Curso basico sobre proteccion radiolégica para personal

ocupacionalmente expuesto de servicios de medicina veterinaria

Objetivo

Al final de este curso el participante debera conocer los conceptos basicos de fisica de las
radiaciones ionizantes, magnitudes y unidades, efectos bioldgicos, principios y fundamentos
de proteccién radioldgica, las medidas para la manipulacion segura de equipos radiologicos y

aplicacién de procedimientos especificos para el area de la radiologia veterinaria.
Duracién: 24 horas.
Metodologia

El curso se desarrollara bajo una metodologia que incluye clases magistrales, resolucion de

casos Y pruebas escritas.

Presentacion del programa.

El curso tiene un programa disefiado con el objeto de cumplir con los requisitos para la obten-
cion y renovacion de la licencia de emisor de radiaciones ionizantes del Ministerio de Salud de
Costa Rica, segun lo descrito en el “Reglamento Sobre Proteccion Contra las Radiaciones
lonizantes”. Ademas, busca que el participante logre aplicar sus conocimientos en su ejercicio
profesional con la intencion de proteger los intereses del paciente y garantizar una seguridad

laboral en el uso de los Rayos X.

La practica clinica en veterinaria ha mostrado una tendencia hacia la adopcién cada vez mayor
de técnicas diagndsticas que faciliten el manejo y desenlace de las patologias animales. Dentro
de las técnicas adoptadas basadas en el diagndstico por imagen se encuentra la radiografia,
la fluoroscopia, la tomografia computarizada y otras metodologias cimentadas en el uso de
radiaciones ionizantes (RI). Esto hace obligatorio que el personal en veterinario sea incluido
en un programa de capacitacion que le permita obtener conocimientos basicos de imagenolo-

gia, radiofisica, radiobiologia y de normas minimas en proteccién radiolégica.

El material didactico sera proveido por el instructor, quien se encargara de realizar la



investigacion del material a partir de la bibliografia de referencia y otra adicional que considere

necesaria.

Contenidos.

Introduccion.

Tema # 1: Nociones de radiofisica para veterinaria.

¢ Introduccion a las ciencias radiologicas.

e Radiaciones ionizantes.

e Modelos atdbmicos e inestabilidad nuclear.

e Radiaciones electromagnéticas y corpusculares

e Interacciones de la radiacion X en radiologia veterinaria

e Produccion de rayos X en radiologia veterinaria

Tema # 2: Equipos de radiologia veterinaria
e Equipos convencionales (analdgicos y digitales), fluoroscopicos y tomograficos.

e Factores que controlan la formacion del haz de rayos X en los equipos de uso veteri-

nario.
e Caracteristicas generales de la radiografia analogica.
o Caracteristicas generales de la radiografia digital.

e Control de calidad en radiologia veterinaria.



Tema # 3: Magnitudes y unidades en proteccion radiolégica para los servicios de veterinaria.

e Unidades de dosimetria radioldgica.

e Medidas empleadas en radiologia veterinaria.

Tema # 4: Principios de radiobiologia.

o Efectos bioldgicos de las radiaciones ionizantes.

e Efectos deterministicos y probabilisticos.

o Respuesta celular, tisular y sistémica a la exposicion a radiaciones.
e Tolerancias tisulares.

e Signos y sintomas de la sobreexposicion a las radiaciones ionizantes.

Tema # 5: Deteccion y medicion de la radiacion ionizante

¢ Instrumentos de medicidn y deteccion de las radiaciones ionizantes.

e Dosimetria biologica.

Tema # 7: Buenas practicas de proteccion radioldgica en veterinaria.

e Principios de la proteccién radiolégica
e Fundamentos de la proteccion radiologica.

¢ Clasificacién y monitoreo de areas.



e Reportes y registros de dosimetria personal.

e Implementacion de programas de control de calidad en radiologia veterinaria.

e Impacto del correcto posicionamiento del animal durante la adquisicion de la imagen.
¢ Principales proyecciones y posiciones en radiologia veterinaria.

e Elementos necesarios de proteccién para el personal ocupacionalmente expuesto, el

paciente y el publico.
¢ Blindaje de las radiaciones ionizantes.

e Monitoreo ocupacional del personal expuesto.

Tema # 8: Aspectos legales, normativas y regulaciones nacionales e internacionales en mate-

ria de proteccion radioldgica.

e Normas internacionales en materia de proteccién radiolégica.

e Leyes y normativas nacionales en materia de proteccién radiolégica.
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10.5. Versiones preliminares de los modelos de regresion lineal multiple

10.5.1.

Muestra total

Resumen del modelo

Error estandar

R R cuadrado unadrado de laestima- valordep
ajustado cion
0,634 0,401 0,271 0,305108 0,014
Variables seleccionadas
Coefi- Intervalo de
Coeficientes no cientes confianza
. estandarizados estanda- (95%)
Varia- . valor
bles rizados t de p
Error Limite Limite VIF
B estan- Beta infe-  supe-
dar rior rior
tcacr’]rt‘j 0,505 0.345 . 1.465 0.153 -0,197 1,207 ]
Edad 0,015 0.006 0.499 2.691 0.011 0,004 0,027 1.883
Sexo -0.428 0.116 -0.646  -3.697 0.001 -0,663 -0,192 1.674
Radio-
gra- 0.022 0.013 0.455 1.764 0.087 -0,003 0,048 3.644
fias/dia
Sustan-
cias qui- 0.138 0.104 0.207 1.338 0.190 -0,072 0,349 1.311
micas
Alcohol 0.021 0.096 0.037 0.223 0.825 -0,174 0,216 1.490
Exposi-
clon 0.006 0.013 0101 0463 0647 -0021 0033 2601
(anos) a
RI
Grupo 0.110 0.181 0.152 0.555 0.582 -0,268 0,468 4.086
10.5.2. Grupo expuesto



Resumen del modelo

R cua- R cua- Error estandar de
drado 'drado la estimacién valor de p
ajustado
0.74 0.548 0.386 0.213265 0.032
Variables seleccionadas
Coeficientes Coeficien- Intervalo de
no estandari- tes estan- confianza
Variables zados darizados ¢ valor (95%)
Error dep Limite Limite VIF
B estan- Beta inferior supe-
dar rior
Constante 0.595 0.266 - 2.235 0.042 0,024 1,166 -
Edad 0.02 0.01 0.781 2.03 0.062 -0,001 0,042 4.582
Sexo -0.367 0.131 -0.692 -2.798 0.014 -0,649 -0,086 1.895
Radiogra- 50y 001 0436 1952 0071 -0,002 0,043 1542
fias/dia
Exposicion
(afios) a -0.003 0.017 -0.065 -0.159 0.876 -0,040 0,034 5.138
RI
sustancias 5,5 10g 0.09 0.444 0664 -0,184 0,280 1.286
guimicas
10.5.3. Grupo no expuesto



Resumen del modelo

R cua- R cua- Error estandar
R drado ajus- delaestima- valordep
drado g
tado cion
0.580 0.337 0.160 0.348295 0.162

Variables seleccionadas

Coefi- Intervalo de con-
Coeficientes cientes fianza (95%)
no estandari- estan-
. zados dariza- valor
Variables dos t de p
Error Limite Limite VIF
B estan-  Beta inferior  supe-
dar rior
Constante 0.632 0.330 - 1.915 0.075 -0,072 1,337 -
Edad 0.014 0.008 0.433 1.733 0.104 -0,003 0,031 1.408
Sexo -0.505 0.202 -0.682 -2.497 0.025 -0,937 -0,074 1.688
Alcohol 0.074 0.131 0.130 0.563 0.582 -0,205 0,353 1.209
Sustan-
cias qui- 0.249 0.194 0.320 1.281 0.220 -0,165 0,662 1.413

micas




