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l. RESUMEN

Introduccion: La Radiacion ionizante (RI) es ampliamente utilizada en el campo médico,
ofreciendo ventajas en técnicas imagenoldgicas y opciones de tratamiento, sin embargo, existe
evidencia sobre el dafio al material genético del Personal Ocupacionalmente Expuesto a RI,
denominado en esta investigacion como POERI por su acrénimo, conllevando a la activacion
de mecanismos de reparacion del DNA como el intercambio de cromatides hermanas (ICH) y
la modificacion del patron de expresion de miR-34a-5p, el cual regula la progresion del ciclo
celular y la formacion de ICH. Obijetivo: Determinar asociacion entre ICH y la expresiéon de
miR-34a-5p en el POERI. Materiales y Métodos: La poblacion de estudio estuvo conformada
por POERI y un grupo control. Se realiz6 caracterizacion bioquimica y hematoldgica, se
analizaron alteraciones citogenéticas mediante el ICH y se cuantificé la expresion de miR-34a-
5p en suero sanguineo mediante qPCR. Resultado: Se analizaron 24 individuos por grupo. Se
observo alteracion de la cantidad de ICH en el POERI comparado con el grupo control
(p=0.0001), presentdndose mayor reparacion genética en el grupo expuesto a RI, al igual que se
presenta diferencia de dafio genético de acuerdo con el sexo de POERI, presentando mayor ICH
los femeninos POERI (p=0.04). Los masculinos POERI muestran mas ICH comparado con los
masculinos controles (p=0.0001), de igual manera los femeninos POERI reportan mayor ICH
en relacion con los femeninos controles (p=0.0019). Se reporta relacion entre la cantidad de ICH
y los valores de basofilos (r=0.424, p=0.04). La expresion de miR-34a-5p no fue significativa
entre grupos (p=0.678), sin embargo, se observé asociacion entre el miRNA y los monocitos
(r=0.570, p=0.013). No se observo asociacion entre la cantidad de ICH y la expresion de miR-
34a-5p (r=0.136, p=0.576). Se identificd significancia estadistica respecto a la relacion del

tiempo de exposicion a Rl y los parametros bioquimicos de urea (r=0.435, p=0.03), nitrégeno

1



ureico (r=0.432, p=0.03), acido urico (r=0.486, p=0.01) y colesterol (r=0.543, p=0.007).
Conclusion: La exposicién a Rl aumenta la cantidad de ICH en el POERI sinaloense. La Rl
altera el DNA en distinta magnitud acorde al sexo, siendo mas afectados los femeninos POERI,
sin embargo, los masculinos presentan mayor reparacion de DNA. La expresion de miR-34a-5p

no se asocia con la cantidad de ICH en el POERI.

(Palabras clave: Radiacion lonizante, miR-34a-5p, Intercambio de cromatides hermanas).



ABSTRACT

Background: lonizing radiation (IR) is widely used in the medical field, offering advantages in
imaging techniques and treatment options; however, there is evidence of damage to the genetic
material of Personnel Occupationally Exposed to IR, referred to in this research as POERI by
its acronym, leading to the activation of DNA repair mechanisms such as Sister Chromatid
Exchange (SCE) and the modification of the expression pattern of miR-34a-5p, which regulates
cell cycle progression and ICH formation. Objective: Determine the association between ICH
and miR-34a-5p expression in POERI. Materials and Methods: The study population consisted
of POERI and a control group. Biochemical and hematological characterization was
performed, cytogenetic alterations were analyzed by ICH, and miR-34a-5p expression in blood
serum was quantified by qPCR. Result: 24 individuals per group were analyzed. An alteration
in the amount of SCE was observed in the POERI compared to the control group (p=0.0001),
presenting greater genetic repair in the group exposed to IR, as well as a difference in genetic
damage according to the sex of POERI, with POERI females presenting greater ICH (p=0.04).
POERI males show more ICH compared to control males (p=0.0001); likewise, POERIfemales
report greater ICH about control females (p=0.0019). A relationship is noted between the
amount of ICH and basophil values (r=0.424, p=0.04). The expression of miR-34a-5p was not
significant between groups (p=0.678). No association was observed between the amount of ICH
and the expression of miR-34a-5p (r=0.136, p=0.576), however, an association was observed
between the miRNA and monocytes (r=0.570, p=0.013). No association was observed between
the amount of ICH and the expression of miR-34a-5p (r=0.136, p=0.576). Statistical
significance was identified regarding the relationship between exposure time to IR and the

biochemical parameters of urea (r=0.435, p=0.03), urea nitrogen (r=0.432, p=0.03), uric acid
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(r=0.486, p=0.01), and cholesterol (r=0.543, p=0.007). Conclusion: Exposure to IR increases
the amount of ICH in POERI from Sinaloa. IR alters DNA in different magnitudes according to
sex, with female POERI being more affected; however, males present greater DNA repair. The

expression of miR-34a-5p is not associated with the amount of ICH in POERI.

(Keywords: lonizing Radiation, miR-34a-5p, Sister chromatid exchange)



Il.  INTRODUCCION

La radiacion ionizante (R1) es un tipo de energia capaz de atravesar diversos materiales
incluido el cuerpo humano; esto ha permitido ser utilizado en el campo de la imagenologia
medica, asi como tratamiento dealgunos tipos de cancer (1, 2, 3, 4, 5). El personal especializado
que trabaja con estas técnicas puede ser nombrado como Personal Ocupacionalmente Expuesto
a Radiacion lonizante (POERI)y cuenta con un protocolo de seguimiento médico estructurado
por instituciones nacionales e internacionales en el que se evallan pardmetros bioquimicos y

hematoldgicos, asi como revision de aparatos y sistemas organicos (6, 7).

La RI es considerada como un agente genotdxico, que provoca inestabilidad genomica,
comprometiendo la estructura cromosoémica y en consecuencia dafio multiorganico (8, 9). Las
alteraciones cromosomicas pueden presentarse como rupturas de una o ambas hebras del DNA
aumentando el nimero de Intercambios de Cromatides Hermanas (ICH) que puede ser
considerado como biomarcador citogenético previo a la presencia de manifestaciones clinicas
como céncer o disminucion de produccion de células sanguineas en el POERI (10, 11, 12).
Asimismo, en los Gltimos afios se ha estudiado a los microRNAs (miRNAS) como potenciales
biomarcadores, los cuales son pequefias moléculas de RNA no codificante de entre 22 a 25
nucleétidos de longitud que estan involucrados en la regulacion postranscripcional (13). Aunado
a esto, miR-34a-5p es descrito como un posible candidato para orientar en el estado fisioldgico
o0 patologico en los POERI (13, 14, 15, 16). Debido a lo descrito anteriormente representa una
gran importancia estudiar biomarcadores citogenéticos y moleculares para deteccion de dafio al
DNA de manera oportuna en POERI y en su defecto, implementarlo como estrategia de

protocolo médico de seguimiento (17, 18).



I1l. REVISION DE LITERATURA

I11.1. RADIACION IONIZANTE (RI)

La radiacion ionizante (RI) es una fuente de energia fuerte capaz de ionizar atomos, si
bien, los &tomos presenta una carga neta igual a O de manera natural, existen distintos eventos
que puede provocar la pérdida o ganancia de electrones convirtiendo su carga en positiva o
negativa segun sea el caso (19), la ionizacion se refiere a que esta energia es capaz de excitar
los electrones de los orbitales de los &tomos mediante la alteracion de las uniones quimicas entre
estos provocando su remocion dando como resultado una carga positiva o ionizada, a lo que
también se le conoce como efecto fotoeléctrico (19, 20, 21), dichas radiaciones pueden ser
producidas de fuentes naturales como el uranio, alimentos y rayos césmicos, o bien, mediante

la intervencion humana como un reactor (19, 20).

La ionizacion puede afectar a tejidos vivos, por lo que se han estudiado sus efectos en la
salud humana, llegando a establecer una relacion entre la exposicion a este tipo de radiacion y
la aparicion de multiples patologias, por lo que se categoriza dentro de agentes genotdxicos (1,

3, 4, 20)

111.1.1. Tipos de RI

Existen 5 tipos de radiacion ionizante que puede inducir la ionizacion, estas son las
particulas a, particulas P, los rayos X, los rayos y y neutrones (2). Cada uno de los tipos de

radiacion tienen la capacidad de atravesar diversos materiales de acuerdo con la energia que

emiten y la distancia que esta recorre (2) (Figura 1).
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Figura 1. Tipos de Radiacién ionizante

Cadatipo de RI puede atravesar distintos materiales. Las particulas o rayos a es posible detener
su curso con unasimple hoja de papel, mientras que las particulas o rayos  ademas de atravesar
el papel también pueden pasar a través de un organismo como el humano pero es detenido por
una lamina de aluminio, ambas particulas son propuestas como terapia contra el cancer, en
cuanto a los rayos X y rayos y atraviesan con facilidad el cuerpo humano y permite obtener
imagenes del estado anatomico e incluso molecular deeste, requiriendo de una lamina de plomo
para interrumpir su trayectoria, por Gltimo los neutrones liberan altas cantidades de radiacion y
debido a que no cuentan con masa pueden penetrar facilmente muchos materiales, siendo
detenidos por agua o concreto. Tomado de Novusmed (2023) (22).



111.1.2. Tipos de exposicion a Rl
De acuerdo con las vias por las que se puede presentar la exposicion aradiacion ionizante

es que se clasifican en dos tipos: interna 'y externa (23).

111.1.2.1. Via interna

Se produce cuando un radioisétopo entra en el organismo Yya sea ingerido, inhalado o a
través de una herida hasta en torrente sanguineo, pudiendo presentarse también por medio de
una inyeccion como lo seria un método de contraste (23, 24). Es posible que la exposicién ceda
mediante la eliminacién del material radioactivo del cuerpo a través del excremento o ya sea

con el uso de farmacos (23).

111.1.2.2. Via externa

La via de exposicion externa se refiere a que el agente radiactivo que se encuentra
suspendido en el aire en forma de polvo, aerosol o liquido se posa sobre las superficies, ya sea
ropa o directamente sobre la piel, para eliminar la radioactividad la mayoria de las ocasiones

con realizar un lavado es suficiente (23).

I11.1.2.3. Categorias de exposicion a Radiacion lonizante

Desde el inicio de los tiempos la exposicion radiacion ionizante ha sido parte del dia a
dia del hombre, sin embargo, actualmente se cuentan con mayores fuentes de Rl como los
dispositivos utilizados en telecomunicaciones o rocas naturales que rodean a algunas
poblaciones, por lo que es practicamente imposible estar exento de recibir dosis de RI, sin

embargo, es posible categorizar su exposicion de acuerdo con la situacién en la que suceden

(23).



La primera es la exposicion planificada, aplicable a un grupo heterogéneo de sectores,
como industrial, mineral o médico, donde se ha disefiado un plan de accion con un fin concreto,
incluyendo desde su extraccion o creacion dependiendo si es de origen natural o artificial,

pasando por el posterior tratamiento e incluso su descarte (23, 25).

La segunda categoria es la exposicién existente, donde se tiene identificada la fuente de

RI y es necesario tomar una decision sobre esta, sin llegar a ser una emergencia (23, 25).

La exposicion en situaciones de emergencia es la tercera categoria, que, como su nombre
lo indica, se alude a las eventualidades fuera de lo comin que involucran accidentes nucleares

o radiactivos que precisan de un actuar inmediato (23, 25).

111.1.2.4. Personal ocupacionalmente expuesto:

De acuerdo con la NOM-229-SSA1-2002, define al Personal Ocupacionalmente
Expuesto (POE) como que es aquel trabajador que en ejercicio y con motivo de su ocupacion
esta expuesto continuamente a la radiacién ionizante o a la incorporacion de material radiactivo.
No incluye a trabajadores que en algun punto puedan llegar a estar expuesto a Rl de manera

extraordinaria, al igual que define que por ley los POE deben de ser mayores de 18 afios, se le

llamard POERI a Personal ocupacionalmente expuesto a radiaciones ionizantes (7, 26).

111.1.2.5. Radiosensibilidad:

Es la capacidad o susceptibilidad presentada por una célula a mostrar alteraciones
bioldgicas a consecuencia de exposicion a radiacion ionizante, la radiosensibilidad cambia de
acuerdo al tipo celular del que se esté hablando, entre menos diferenciada este la célula presenta

una mayor radiosensibilidad (27).



I11.2. APLICACIONES DE LA RI EN MEDICINA

En el campo de la medicina se pueden dividir tres areas de uso de RI (5):

e Radiodiagnostico,
e Medicina Nuclear y

e Radioterapia, las cuales se describen a continuacion

111.2.1. Radiodiagnéstico

El diagndstico mediante el uso de radiacion ha permitido obtener imagenes anatémicas
sin la necesidad de ser totalmente invasivas como lo seria una cirugia, los rayos X son una forma
de radiacion electromagnética con la capacidad de atravesar objetos, como el cuerpo humano,
recabando en manera de fotografia distintas estructuras y tejidos, representando hasta el
momento la metodologia con mejor relacién costo/beneficio para observar de manera
relativamente rapida el estado del paciente (28, 29). Por otro lado, la fluoroscopia es una técnica
que utiliza rayos X para producir una radiografia en tiempo real, se utiliza durante
procedimientos quirargicos complicados donde se requiere una visualizacion precisa en vivo
debido a lo cual es posible recurrir a métodos de contraste que logren una mejor imagen, sin
embargo, los pacientes sometidos a este tipo de método pueden recibir altas dosis de radiacion
(28, 29, 30). La tomografia computada (CT, del inglés Computed Tomography) es una técnica
de imagenologia que utiliza la combinacion de rayos X y tecnologia computarizada para recrear
en dos dimensiones Grganos Y tejidos con sumo detalle mediante cortes seccionales, permitiendo

una visualizacion minuciosa (28, 29, 31).
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111.2.2. Medicina nuclear

Actualmente la medicina nuclear ha abierto una brecha en la medicina personalizada al
facilitar técnicas que permiten una atencion individualizada en medida de lo posible, como lo
es el uso de la radiacion que no ha sido limitado a exclusivamente observar estructuras como
Organos Y tejidos, sino ya se ha incluido analizar la funcionalidad bioquimica a nivel molecular
del organismo gracias a utilizar la radiacion de algunos elementos que funcionan como marcaje
especifico de moléculas de interés, como lo es la tomografia por emision de positrones (PET,
del inglés Positron Emision Tomography) que permite la obtencion de imagenes de la
biodistribucion de radiofarmacos que posibilita le seleccion de un tratamiento con mayor
probabilidades de éxito en un paciente en especifico, reduciendo costos, tiempo y posibles

efectos adversos (24).

La tomografia por emisién de foton dnico (SPECT, del inglés Single Photon Emission
Computed Tomography), también parte de la medicina nuclear, ofrece informacion metabdlica,
funcional y anatomica del organismo que utiliza radiois6topos, también conocidos como
radiofarmacos como tincion de las moléculas especificas de interés ya que por distintas
propiedades presentan afinidad por ciertos tejidos o moléculas, los radioisotopos utilizados son
Talio-201, Tecnecio-99, Yodo-123 Xendn-133y Xenon-127, todosestos emiten radiacion y que
es captada por una gamma camara rotatoria que muestra una amplia gama de imagenes de

distintos cortes a analizar (32).

111.2.3. Radioterapia

La radioterapia ha sido una opcion terapéutica para el tratamiento de distintos tipos de

cancer, llegando a la estimacion de que aproximadamente el 50% de los pacientes con dicho
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diagnostico recibirdn radioterapia como tratamiento, que, si bien ataca a las células neoplasicas
reduciendo el tumor, también dafia tejido sano circunvecino a éste, por lo que se presentan
efectos adversos (33). Se ha descrito el uso de la radioterapia FLASH que consiste en irradiar a
los pacientes con dosis mas altas de las estandarizadas para disminuir la citotoxicidad en las
células sanas, reportando que se observa el efecto FLASH favoreciendo el ataque al tumor pero

disminuyendo el dafid a las células vecinas, por lo que el campo de la radioterapia alin representa

enigmas en el campo de la investigacion (33).

I11.3. EFECTOS DE LA RI EN ORGANISMOS BIOLOGICOS

La RI representa grandes avances tecnoldgicos medicos, sin embargo, es posible que cause
efectos secundarios o patologias como el cancer debido a la exposicion de la persona a RI, por
lo que se determind una rama de la biologia para estudiar estos efectos: la radiobiologia, que

analiza la exposicion, asi como la relacion entre la magnitud del efecto y los pardmetros de

irradiacion (9).

Los efectos de la RI se dividen en somaticos, que son presentados exclusivamente por la
persona que estuvo expuesta a la radiacion como la aparicion de tumores o en hereditarios,
donde los efectos de la exposicion se reflejan en los descendientes de la persona irradiada;
ambos efectosestan dentrode una clasificacion mayor divididaen estocasticos y deterministicos

(0 no estocasticos) (9, 34)

111.3.1. Efectos estocésticos

De acuerdo con RAE el adjetivo “estocéstico” significa perteneciente o relativo al azar
(35). Los efectos estocasticos en cuanto a la exposicion a RI son aquellos que dependen de la
dosis de exposicion, ya que a mayor dosis recibida existe una mayor probabilidad de que
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aparezcan transformaciones a nivel celular, sin embargo la gravedad de los dafiosno se relaciona
con la dosis debido a que el dafio de este tipo en un individuo se considera como presente o
ausente, sin existir una dosis umbral (34, 36). Estos efectos pueden no presentar sintomatologia
de manera inmediata pues el tipo de dafio es gradual donde la célula no muere directamente,
sino que sufre unatransformacién en el material genético, es decir, el acido desoxirribonucleico

(DNA, del inglés Deoxyribonucleic Acid) (2, 37).

I11.3.1.1. Efectos estocésticos en la salud por exposicién a dosis cronicas

De acuerdo con los sistemas de proteccion radioldgica se ha establecido que no existe
un nivel “seguro” de radiacion, principalmente porque no se ha logrado establecer una dosis
umbral en el que la exposicion no cause ningun efecto (2). Se ha establecido como dosis baja
de radiacion lo equivalente a 0.1 Sv en todo el cuerpo, sin embargo, existen profesiones, como

los radidlogos, son expuestos a dosis minimas durante largos periodos de tiempo, aumentando

la probabilidad de aparicion de un efecto estocasticos como el cancer (2).

111.3.2. Efectos deterministas

Los efectos deterministas se presentan cuando se sobrepasa la dosis de radiacion por
encima del umbral establecido, por lo que mientras se esté por debajo del umbral no deberian
de presentarse dichos efectos, en este tipo de efectos la gravedad del dafio es en funcién de la
dosis recibida y provoca muerte celular de un nimero considerable de ejemplares (2, 21, 37,

38).

Los efectos deterministas por lo general son consecuencia de una alta dosis de radiacion
en un periodo relativamente corto de tiempo y suelen aparecer de manera inmediata posterior a
la exposicion o en periodo corto después de esta, un ejemplo seria los dafios provocados por las
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bombas atomicas de Hiroshima y Nagasaki (2, 21, 37). Por lo general, estos efectos no es comun
que aparezcan en los trabajadores de lugares donde se utiliza de manera normativa la radiacion,
ya que dentro de los manuales de practica se encuentran las guias necesarias para evitar recibir

dosis por encima del umbral (2).

Es posible diferenciar lo que significa “muerte celular” en una célula no proliferativa y
enuna que tiene la capacidad dedividirse, en cuanto a las células diferenciadas que no proliferan
la muerte celular se presenta cuando la célula ha perdido la capacidad de funcion para la que
esta especializada, y, el mismo proceso para las células que pueden dividirse significaria la

pérdida de capacidad para llevar a cabo la proliferacion (37).

Los sistemas de renovacion rapida son los que por lo general presentan efectos
deterministas, estos incluyen la piel y el tejido hematopoyético, de ahi que las primeras

manifestaciones clinicas sean en la piel y leucemias (21).

111.3.3. Tipos de accién de la R
La accion que puede ejercer la RI varia de distintos factores como el tipo de tejido o
célula que es irradiado, el tipo de radiacion utilizada, el tiempo de exposicion a esta al igual que

la dosis administrada (34).

Laradiacion afecta principalmente la molécula de DNA, debido a que la energia emitida
perjudica tanto a pirimidinas como a purinas, siendo estas Ultimas las mas sensibles a la
exposicion (39). Las regiones del genoma con alto porcentaje de nucledtidos CG son las
porciones mas propensas a sufrir lesiones por la Rl a causa de que forman un surco de mayor
tamafio, permitiendo la entrada de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés Reactive

oxygen species) y especies reactivas de nitrogeno (RNS, del inglés Reactive nitrogen species)
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no obstante, los dafios no se limitan a solo material genético, sino que también puede estropear
estructuras celulares como la mitocondria, la membrana plasmatica, el citoesqueleto y cualquier

organelo que componga la célula (9, 39).

EI DNA al ser una molécula clave en el correcto funcionamiento y metabolismo de una
célula, es imprescindible que se mantenga en éptimas condiciones, por ende, al verse afectada

por la RI se presenta un desajuste de la homeostasis celular (9).

Lostiposdeaccion dela RIsobre el DNA es posible clasificarlo en dos tipos deacciones,

la directa y la indirecta (34, 40).

111.3.3.1. Accion directa

En la que por medio de la excitacion de electrones propia de la ionizacién, se produce la
ruptura de una molécula de forma irreversible, dando lugar a dos moléculas, como el DNA
nuclear (34). El principal dafio que puede sufrir el DNA es la ruptura de doble cadena (DSB del
inglés Double Strand Breaks) por la interaccion directa con la Rl o los dafios a enzimas y

proteinas estructurales (9, 41, 42).

111.3.3.2. Accion indirecta

La accion indirecta afecta al citosol y a las moléculas suspendidas en este (43). La RI
provoca la alteracion de otro tipo de moléculas diferentes al DNA y su modificacion puede
resultar en otra molécula diferente con capacidad citotoxica, como la transformacion del agua
en especies reactivas de oxigeno, atomos de hidrogeno y electrones hidratados ya que pueden

difundirse por el espacio y causar dafio al DNA de manera indirecta (Figura 2) (34, 43).
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Figura 2. Tipos de accion que puede ejercer la radiacion ionizante en el DNA.

Cuando una célula es expuesta a radiacion ionizante el material genético de esta puede sufrir
alteraciones ya que la radiacion ionizante golpea la membrana celular llagando a permitir la
permeabilidad de la energia que luego golpea moléculas y organelos celulares produciendo
radicales libres que llegan al ndcleo y posteriormente al material genético, a este tipo de accién
se le conoce como accidn indirecta, debido a que la radiacion ionizante no golpea directamente
el DNA, caso contrario de la accion directa, en el cual la radiacion ionizante incide directamente
sobre el DNA causando dafios. Tomado de Jeong y col (2017).
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111.4. REGULACION DE RADIACION EN MEXICO

111.4.1. NOM-012-STPS-2012

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-012-STPS-2012, que habla sobre las
condiciones deseguridad y salud en los centros detrabajo donde se manejen fuentes de radiacion
ionizante, estableciendo que el encargado del centro de trabajo debe proporcionar al POERI el
equipo de proteccion personal (EPP) adecuado para el tipo de trabajo que se esta realizando,
capacitarlos para llevarlo a cabo, asi como mantenerlos actualizados con los manuales de
manejo y desecho de material radioactivo, informar a todo el personal los riesgos que conlleva
trabajar expuestos a RI, realizar una evaluacion médica antes de comenzar a trabajar y cada 12

meses repetirla (26).

De acuerdo con el Reglamento General de Seguridad Radioldgica se establece que en 1
afo la exposicion a radiacion ionizante en el POERI no debe exceder la dosis limite para efectos
estocasticos de 50 milisievert (mSv) y la dosis anual para efectos no estocasticos se establece
en 500 mSv incluyendo todos los tejidos a excepcion del cristalino donde el limite se disminuye

a 150 mSv (44)

111.4.2. NOM-026-NUCL-2011

La NOM-026-NUCL-2011 referente a la Vigilancia médica del personal
ocupacionalmente expuesto a radiaciones ionizantes, hace mencion que es fundamental
monitorear la salud de los POERI ya que pueden presentar cambios en su estado de salud a
consecuencia de la exposiciéon a RI, por lo tanto, esta norma establece los parametros médicos

que son necesarios evaluar y la periodicidad de éstos (45).
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Se comienza el proceso con el registro de los datos personales delcandidatoa trabajador,
asi como sus antecedentes de exposicion a RI (45). Posteriormente se realiza un examen médico
del candidato antes de ser contratado, incluyendo antecedentes familiares y analisis

hematolégico y bioquimico (Tabla 1) (45).

Se establece que la evaluacion médica se debe realizar de manera anual incluyendo un
registro exhaustivo de signos vitales, exploracion de aparatos y sistemas, también repetir los
examenes de laboratorio (Tabla 1), asi como incluir el historial dosimétrico del POERI y el tipo

de radiacion al que esta siendo expuesto (45).
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Tabla 1. Exdmenes hematol6gicos realizados al POERI

Se establecen los analisis hematoldgicos que se deben realizar tanto a los candidatos a trabajar
en un centro que utilice radiaciones como a POERI, segin la NOM-026-NUCL-2011.

a) Grupo sanguineo y Rh
Serie roja
e Recuento de Hematies
Cifra de Hemoglobina
Valor Globular
Valor Hematocrito
Alteraciones Morfoldgicas de la
Serie Roja

Serie blanca

e Recuento de Leucocitos
e Formula Leucocitaria
e Alteraciones morfoldgicas

e Presencia de formas jovenes

Examenes de laboratorio que comprendan:

Serie trombocitaria

e Recuento de Plaquetas

b) Pruebas bioquimicas

e Urea
. (}Iucosq
e Acido Urico

e Creatinina
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111.4.3. Biodosimetria

Para lograr comprender los efectos que puede tener la Rl en los POERI es necesario
definir el término de dosimetria que consiste en estimar la dosis recibida de R1 por un individuo
en un evento accidental, de modo similar que es utilizado en los trabajadores que dentro de su

labor son expuestos a radiacion (46).

111.4.3.1. Dosimetro

El dosimetro es usado de manera individual, de manera que cada trabajador cuenta con
uno exclusivamente para su uso personal, este es un dispositivo utilizado para medir la cantidad
de radiacion a la que estan expuestos el POERI durante su jornada de trabajo (47). Estos
dispositivos tienen un tiempo de vida aproximado de un mes, pasado ese tiempo son enviados
para su posterior andlisis, comparando la dosimetria registrada con los niveles relativamente

seguros propuestos de manera internacional (47, 48).

De acuerdo con la Comision Internacional de Proteccion Radiol6gica (ICRP, del inglés
International Commission On Radiological Protection) se ha establecido un limite de dosis
efectiva de: 20 mSv/afio; promediado en 5 afios y que la dosis efectiva no llegue a superar los

50 mSv en un afio (48).

I11.5. EFECTOS DE LA RI EN LA SALUD DE POERI

La RI es una de las herramientas mas utilizadas en el campo médico para diagnostico,
donde el POERI, es expuesto a la radiacion de manera crdnica, en atencion a la cual se han

disefiado estrategias para minimizar la irradiacion y la identificacion de marcadores bioldgicos

que pueden ser utilizados como indicadores del estado de salud de POERI (49, 50, 51, 52).
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Algunos pardmetros utilizados como indicadores del estado de salud de POERI son los
parametros hematoldgicos como la biometria hematica completa debido a que existe evidencia
sobre los efectos de la exposicion a Rl a nivel hematopoyético, no obstante, estos cambios se
han estudiado principalmente en individuos involucrados en accidentes radiolégicos (52). Con
el paso del tiempo se plante6 la probabilidad de que la exposicion a bajas dosis de Rl de manera
cronica como el POERI podria ocasionar dafiosen la salud, debidoa esto se analizaron variables
hematolGgicas para monitorear el estatus de salud debido a la radiosensibilidad que presenta el
tejido hematopoyético, debido al dafio sufrido en la medula dsea, bazo y ganglios linfaticos (9,

38, 52, 53, 54).

De la misma manera las pruebas bioquimicas se analizan mediante una quimica sanguinea
(52, 55). El parametro acido urico (AU) se utiliza como un indicador de funcionamiento renal y
metabolico, al igual que para orientar el diagnostico de diversas patologias como leucemia, fallo
renal o psoriasis, asi como para monitorear la respuesta ante un medicamento (56). Se ha
reportado que la exposicién a RI causa un incremento en la cantidad de AU, llegando a colegir
que dicha exposicion provoca un incremento de ROS, que a su vez, aumenta los valores de &cido
arico en un intento de controlar el estrés oxidativo mediante su actividad antioxidante, siendo

propuesta la variable de &cido Urico como el méas representativo en cuanto a caracteristicas

bioguimicas medibles en el POERI (56).

Otros parametros analizados en la quimica sanguinea son la creatinina (Cr) y el nitrdgeno
ureico en sangre (BUN, del inglés Blood urea nitrogen) porque la exposicion a RI puede alterar
los valores séricos de la Cral igual que los niveles de BUN como resultado de un dafio al tejido
renal y la generacion de mayor cantidad ROS en comparacion con los antioxidantes provocando

la aparicion de estrés oxidativo, representando la probabilidad de lograr generar modificaciones
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histoldgicas y fisiologicas a causa de la respuesta celular ante la exposicion al genotédxico (57,
58, 59). Ademas, el exceso de triglicéridos en conjunto con etiquetas epigenéticas funcionan

como desencadenante para la produccion de ROS (60).

Asimismo, se evalla la cantidad de colesterol sérico, debidoa que cuando existe un exceso
de este lipido a nivel hepatico disminuye la actividad enzimética de ciertas proteinas como p53,
ATM y H2HX, permitiendo la acumulacion de dafios al DNA; por otro lado, el aumento de ROS
provoca almacenamiento de colesterol (61, 62). Ademas, se analizan los niveles de glucosa en
sangre, ya que la RI puede alterar el metabolismo de la glucosa, este fendmeno se presenta
cuando el material genético de las células madre del tejido adiposos o de células
musculoesqueléticos se dafiaa causa de las ROS producidas por la R1; el mecanismo por el cual
la RI afecta dicho equilibrio sigue en discusién, sin embargo se ha hipotetizado que la lesion
provocada por la exposicion a este tipo de energia se produce a nivel epigenético al cambiar el
patron de metilacion del DNA dado que disminuye la expresion de la DNA metiltransferasa

(63).

Otra area ampliamente utilizada es la citogenética como el analisis de Intercambio de

Crométidas Hermanas (ICH) (64).

Al ser el DNA la molécula con mayor registro de dafio se cuenta con evidencia de que
la ruptura de una o las dos hebras puede alterar los cromosomas del POERI, por consiguiente,
el analisis citogenético de los trabajadores se propone como una metodologia factible para saber
si la exposicion cronica en baja dosis a las que son sometidos han causado alguna alteracion
(42). Las alteraciones citogenéticas han fungido como un biomarcador que permite estimar la

dosis de radiacion a la que fue expuesto un individuo (46).
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111.6. INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS (ICH)
El intercambio de crométides hermanas es resultado de un proceso de reparacion de

DNA por medio de recombinacion de extremos homdlogos presentado durante el ciclo celular

(39, 65).

111.6.1. Ciclo celular

El ciclo celular es la serie de pasos que una célula debe experimentar para lograr la
division celular y es rigurosamente regulado por distintas moléculas y modificaciones
epigenéticas (66, 67). EI proceso del ciclo celular es divido en dos fases generales conocidas
como: interfase, que a su vez incluye 3 fases (G1, Sy G2) y la Mitosis también conocida como
Fase M (67, 68). Existe la fase GO, conocida también como estado quiescente, ya que la célula
se encuentra en estado de “reposo” en cuanto a la division celular, es decir, no se encuentra en
division, aunque esté realizando las funciones de acuerdo con su estirpe celular y mantiene un
metabolismo activo, sin embargo, en caso de que el microambiente sea favorable y sea

necesario, la célula puede regresar al ciclo celular (67, 68, 69, 70)

Fases del ciclo celular

e Fase Gl. Sele llama fase “G” del inglés gap ya que se considera como una brecha entre
la mitosis y fase S, que permite la preparacion de la célula para dividirse debido a
estimulos extracelulares y factores de crecimiento que crean el microambiente necesario
para pasar a la sintesis de material genético, ya que en este punto la célula es diploide
(2N) (67, 68).

e Fase S. Durante la fase S se duplica el DNA de la célula utilizando las cromatides de los

cromosomas como moldes para la formacion de nuevas cromatides, asegurando asi que
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ambas células hijas tendran la misma cantidad y calidad de material genético que permita
su supervivencia (67, 68). Durante esta fase la célula es posible encontrar como 2N o
4N, puesto que la cantidad de material genético varia dependiendo del estadio de
replicacion en el que se encuentre la célula (67). Durante la fase S es posible que se
presenten errores en la replicacion y uno de los mecanismos utilizados para revertir estos
dafios es la union o recombinacion de extremos homologos (HR, del inglés Homologous
recombination) que proporcionan una reparacion sin pérdida de DNA (71).

Fase G2. Esta fase es una brecha entre la Fase Sy la Mitosis (68). La fase G2 permite
continuar con el crecimiento celular mediante la formacién de organelos y organizacion
del material genético (67).

Fase M o Mitosis. La Mitosis es la fase donde la célula comienza activamente con la
division celular, estd dividida en 6 fases: profase, prometafase, metafase, anafase,
telofase y citocinesis (72). Durante la mitosis la cromatina es condensada para que el
material genético no sufra dafio durante el proceso de separacion necesario para dividir
el material genético entre las dos células hijas, otorgandole una crométide a cada célula

resultante (Figura 3) (72).
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Figura 3. Ciclo celular de células de mamifero

Los mamiferos comparten el mecanismo y ciclo de divisién celular, el cual esta divido en dos
fases generales: interfase y mitosis, al mismo tiempo estas fases cuentan con etapas que las
conforman. Interfase (color lila claro) donde la célula es 2N, comprende fase G1 (en color
amarillo), S (en color rojo) y G2 (en color verde) donde la célula ya tiene duplicado el ADN por
lo que es 4N, por lo que refiere a la Mitosis (en color azul) la célula comienza a repartir el
material genético de manera equitativa entre las dos células hijas, donde cada una tendrd un set
cromosémico 2N. Se indican los checkpoints entre las fases al igual que las ciclinas y CDKs
involucradas en su progresion. Tomado de Ligasova y col (2019).
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111.6.1.1 Regulacion del ciclo celular

El mecanismo de ciclo celular y su regulacién es compartido por las células eucariota que
conforman distintos organismos, este proceso es regulado de manera estricta por una variedad
de moléculas que de manera secuencial activan o desactivan otras moléculas y etiquetas
epigenéticas que permiten la progresion del ciclo (67). Las moléculas mayormente descritas
como encargadas de la regulacion del ciclo celular son las ciclinas y las cinasas dependientes de
ciclinas (CDKs), al igual que la fosforilacion de estas; existen distintas ciclinas denominadas
con letras A, B, C, D y E, al igual que varias CDKs, como la CDK1, CDK2, CDK4y CDKG®,
gue ayudan a la célula a completar todas las fases gracias a las diferentes concentraciones

presentadas de estas proteinas (67, 68, 72).

Dentro del ciclo celular existen distintos puntos de evaluacion entre una fase y la siguiente,
conocidos como ‘“checkpoints”, donde las ciclinas y CDKs realizan una revision de las
condiciones celulares y el estado del material genético, inmediatamente después de confirmadas

las cualidades adecuadas se avanza en el ciclo celular (Figura 3) (68, 72).

111.6.1.2 Reparacion de material genético en el ciclo celular

El proceso de la division celular representa un evento de sumo estrés para la célula, lo
que la hace susceptible a cometer errores en cualquiera de las fases, siendo la fase Sy la fase M
las més criticas ya que se duplica el material genético, se condensa y se separa en las células
hijas, ademas el genoma se puede ver afectado por la exposicién a factoresexternos genotdxicos
como la R1, quimioterapia e infecciones virales o por la interaccion de factores end6genos como
ROS o RNS, resultantes del metabolismo celular o la accion indirecta de la R1, debido a esto es
fundamental que la célula cuente con mecanismos de reparacion de DNA para mantener la

estabilidad gendmica (39, 43, 73, 74).
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Es estimado que al dia cada célula humana esta expuesta a 10° eventos que pueden
lesionar el DNA (74). Existe un sistema de reparacion conocido como Respuesta del dafio al
DNA (DDR, del inglés DNA Damage Response), el cual es finamente regulado por medio de
distintas vias de sefializacion durante los checkpoints del ciclo celular con el objetivo de salvar
a la célula que sufrié la destruccion de DNA 'y permitir su subsistencia (39, 74). En caso de que
el DDR falle puede provocar apoptosis celular o comienza la acumulacion de mutaciones en la
célula, desestabilizando el ciclo celular y aumentando el riesgo de desarrollo de neoplasias (74,

75).

El procedimiento realizado por DDR para la reparacion del DNA esta orquestado por la
presencia de receptores, transductores de sefial y efectores; en caso de existir anormalidades se
activan distintas vias de reparacion, que son parte de DDR, adecuadas para el insulto biolégico

reportado y llegar a su restauracion durante distintos eventos celulares dentro del ciclo celular

como la duplicacion de DNA (74).

Se hadocumentado que la estructura de doble hélice de DNA es susceptible a la ruptura
de una de las cadenas que lo conforman, generando roturas de una sola hebra (SSB, del inglés
Single-Strand Breaks) que, si bien requiere reparacion, es relativamente sencillo lograrlo, por
otro lado, si el dafio se presenta en ambas hebras del DNA, se crea una DSB que compromete la
supervivencia de lacélula (73, 74). El estrés oxidativo altera la estructura de diversas molecular
como proteinas, lipidos y acidos nucleicos, una de las alteraciones provocadas al DNA son las
DSB que en cuestién de minutos activan el DDR con el objetivo de censar el microambiente

donde se esta llevando a cabo el ciclo celular y actuar de manera adecuada (58).
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Las DSB activan DDR, que dependiendo de varios factores, permiten la reparacion de
estas mediante dosvias: la union de extremos no homélogos (NHEJ, del inglés Non Homologous
End Joining) o la recombinacién homdloga (HR, del inglés Homologous Recombination) (73,
76). La HR es el método de reparacion del DNA que confiere una mayor conservacion de
material genético en virtud de que utiliza a la cromatide hermana o homologa como molde para
reponer el material genético faltante a causa de la lesion, lo que genera ICH (73, 74, 77). La
recombinacion homologa se presenta Unicamente durante la Fase Sy la Fase G2 delciclo celular

(73).

I11. 6.1.2.1 EI mecanismo molecular de la HR

Una vez que se provoca una DSB, se debe reconocer de manera muy rapida para lograr
actuar sobre ella, es decir, repararla y asi conseguir que la célula no muera debido al dafio en el
material genético, el sistema de reparacién por HR se considera como el método méas preciso
para reponer el DNA faltante debido a que se utiliza la secuencia homdloga como base, dando

lugar a ICH (39, 65).

La molécula encargada de identificar la ruptura es la poli-(ADP-ribosa)-polimerasa-1
(PARP1) cuya funcion es permitir la formacion de una cadena poli-(ADP-ribosa) que facilita la

union del complejo MRN al sitio de dafio (39, 76).

La proteina 1 mediadora del punto de control del dafio de DNA se encarga de exacerbar
la cascada de sefializacion parareparar la DSB mediante el reconocimiento epigenético por parte
de la RNF8 (del inglés (RING) finger protein 8) y la proteina RNF168 (del inglés (RING) finger
protein 168) se encargan de transducir las sefiales para activar los mecanismos de reparacion

por NHEJ o HR (78).
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Asi mismo, CtIP (del inglés C-terminal binding protein 1 (CtBP1) interacting protein),
cumple diversas funciones dentro de la reparacion de DSB mediante HR, como la seleccion del
método de reparacion del DNA, ya sea NHEJ o HR, al igual que es un mediador en la unién al

sitio dafiado del complejo MNR, conformado por Mrel1-RADS50-NBS1 (39, 79).

De igual manera, CtIP requiere de modificaciones epigenéticas como la fosforilacion
para cumplir su rol, la adicion de esta etiqueta es generada por la accion de CDKs y cinasas
ATM, que induce la transcripcion de molecular inhibitorias del ciclo celular, ademés CtIP se
relaciona con BRCAL, cuyo papel en la resolucion de DSB aun no es claro, se hadilucidado que
puede tener una funcion de proteina regulatoria mediante fosforilacion bloqueando la actividad
de 53BP1, RIF1y PTIP, moléculas necesarias para la resolucion de DSB mediante NHEJ (73,

79, 80).

Las funciones de los componentes del complejo MNR se ha evaluado por separado,
llegando a identificar que Mrell cuentacon actividad endonucleasa, exonucleasa y de union al
DNA, por otro lado, NBS1 interactta fisicamente con CtIP, mientras tanto RAD50 es parte de
las proteinas SMP (del inglés Structural Maintenance of Chromosome) encargadas del
mantenimiento de la arquitectura de los cromosomas al tener una estructura similar a la cohesina

y condensina (65, 73, 80).

El complejo MNR (Mrell-RAD50-NBS1) se ha catalogado como una molécula
indispensable para la reparacion de DSB debido a que realiza distintas funciones, como la
sefializacion de la cromatide dafiada, reclutamiento de otras moléculas, la activaciéon de ATM y

la induccion de la digestién del extremo 3°-5” de la region afectada, produciendo un extremo de
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DNA monocatenario (ssSDNA, delinglés Single-stranded-DNA) que induce la sintesis de la hebra

en sentido 3’ (65, 80).

Para retirar el extremo 5°-3” mediante digestién enzimatica actdan las endonucleasas
EXOly BLM/DNA2 (73). Una vez que se cuenta con una hebra sencilla de DNA entran en
juego Rad54y RPA (del inglés Human replication protein A) que previene la degradacion del
DNA 'y la formacion de estructuras secundarias, a su vez que interactua con Rad51 para ser

sustituida por esta, que potenciada por BRCA1, BRCA2y PALB2 logra formar un filamento

constituido por monomeros de nucleoproteinas imprescindibles para HR (73, 81, 82).

Justo después de que el extremo 3’ de la SSDNA queda expuesta, BRCA2, BRCAly
PALBZ2 estimula la participacion de la proteina Rad51 que comienza a formar el filamento que
escanea la croméatide hermana intacta con la finalidad de buscar y seleccionar la region de DNA

homologo que ha sido dafiado, posibilitando la polimerizacion del DNA (73, 82).

La resolucion del mecanismo HR puede ofrecer dos resultados distintos, el primero es la
formacion de un bucle-D o en la formacion de un heteroduplex compuesta por dos cadenas de
DNA llamada unién de Holliday (HJ, del inglés Holliday Junction) que ocurre cuando ambos
extremos del DNA dafiado toman a la croméatide homologa como molde o donante; para la
disolucion de una HJ participa la topoisomerasa I11ay la helicasa BLM unida a RMI1y RMI2,
por otro lado, también existe el proceso de resolucién, en el cual la HJ requiere de la actividad
de la nucleasa GEN1 y de las enzimas endonucleasas SLX4-SLX1/MUS81-EMEL1 para no
producir un recambio de material genético, en caso de que BLM no este activo, se presentan las

recombinaciones de DNA dando lugar a un intercambio de croméatides hermanas (73, 82, 83).
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Las endonucleasas LSX4-SLX1/RMI1-RMI2 que participan en la resolucién de las HJ
no reconocen secuencias especificas de nucleotidos, sino que identifican estructuras de DNA
que permiten su anclaje y son activadas por CDKs fosforiladas; LSX4 y LSX1 interactian
provocando su activacion y presentan la cualidad de reconocer a los extremos 3’0 5°, lo que

ofrece multiples sitios de union al DNA (83, 84).

MUSB81 requiere defosforilacion, al igual que de la dimerizacion con RMI1 0 RMI2 para
activar la funciéon de nucleasa, sin embargo, este dimero solo realiza cortes en el extremo 5’ de
la HJ, mientras que GEN1 produce cortes en HJ dando paso a extremos cohesivos en el extremo
3’ (83, 84). El aumento o disminucion de alguna de estas resolvasas, como MUS81, LSX4,
LSX1y GENZ1,al igual que la ausencia de BLM, tiene un impacto en la cantidad de ICH (Figura

4) (84, 85).

31



HELB

Nuclear envelope

Non-crossover Crossover
<EMET >
fuser”
i
GEN1

NHEJ: ON
A-EJ: ON
HR: ON (pre-RAD51);

ON (HJ dissolution)
OFF (HJ resolution)

Late S G2

Figura 4. Mecanismo molecular de reparacion mediante Recombinacion Homologa

Se muestran las marcas epigenéticas y moléculas involucradas en la reparacion de DSB en el
DNA como el complejo MNR, CtIP, BRCAL que reconocen el sitio de dafio, RPA que es
sustituidapor Rad51 que forma el filamento encargado de la busqueda de la secuencia homéloga
para reponer el material genético dafiado, formando una HJ, dependiendo del microambiente
celular, es el tipo de corte que se presenta, la resolucion de la HJ puede generar recombinacion
de material genético. Retomada de Husted y col (2017).
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111.6.2. Técnica citogenética Intercambio de Cromatides Hermanas (ICH)
El conteo de ICH ha sido reportado como un biomarcador de exposicion a R1, ya sea de
exposicion o como indicador de efectos tempranos en el DNA, revelando la presencia de

inestabilidad cromosdémica durante la replicacion de material genético (86).

La técnica citogenética de ICH permite visualizar los intercambios de material genético
entre cromatides homdlogas gracias a la sustitucion de la timidina por Bromodesoxiuridina
(BrdU) en los linfocitos, los cuales son detenidos en metafase utilizando colchicina y
posteriormente se utiliza tincién diferencial con Hoechst 33258 y Giemsa, generando un patrén

de manchas conocido como “arlequin” (87, 88).

Es necesario exponer gque el proceso de la formacion de en promedio 4 ICH aparecen de
manera natural durante el ciclo celular, sin embargo, cuando el nimero de intercambios se

encuentra por encima del promedio puede indicar genotoxicidad (65, 88, 89, 90).

Al igual que existen factores del estilo de vida que pueden llegar a impactar en la

cantidad de ICH, por ejemplo, fumar tabaco o el consumo de alcohol (91)

El ICH ha sido reportado como una de las técnicas de analisis citogenético aplicable en
POERI, yaque la citotoxicidad inducida por la exposicion a RI induce DSB de DNA al romper
los enlaces fosfodiéster parte de la estructura del DNA, generando los intercambios de
fragmentos de cromatides (12). Se ha encontrado que este personal expuesto presenta un nimero

mayor a lo promedio encontrado en células no irradiadas (Figura 5) (8, 92, 93, 94).
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Figura 5. Conteo de Intercambio de Cromatides Hermanas

En la técnica de ICH se analizan cromosomas metafasicos con las 2 cromatides condensadas,
tefiidas con Hoechst 33258 y Giemsa, revelando la croméatide molde (pintada en lila oscuro) y
la cromatide recién sintetizada que contiene BrdU (pintada en lila claro). El patron de bandeo
muestra cromosomas arlequines. Los intercambios son sefialados con flechas negras:

0 ICH. No muestra intercambios, se muestra una cromatide totalmente oscura y la otra
completamente clara.

1 ICH. Presenta 1 intercambio de cromatides hermanas.

2 ICH. Presenta 2 intercambios de cromatides hermanas.

3 ICH. Presenta 3 intercambios de cromatides hermanas.

4 ICH. Presenta 4 intercambios de cromatides hermanas.

Elaborada con BioRender.
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111.7. MiRNAS

Con el paso de los afios se han investigado nuevas metodologias para monitorear al
POERI en distintos ambitos, siendo el a&rea médica el que cuenta con un mayor porcentaje de
fuerza laboral (42). Una molécula de interés en las Gltimas décadas son los microRNAS
(miRNAS) que se ha reportado un gran potencial como biomarcadores de multiples patologias

(95, 96).

Los miRNAs end6genos son pequefias secuencias de RNA (del inglés Ribonucleic acid)
de entre 19-25 nucle6tidos conservados evolutivamente, que conforman la clase mas amplia de
material genético no codificante y se cuenta con registros de que este tipo de RNA esta presente

en mamiferos, plantas e incluso virus (13, 14, 15, 97).

El proceso principal en el que estan involucrados los miRNAs es la regulacién negativa
de la expresion de genes, ya que regularizan la expresion postranscripcional uniéndose a la
region 3 UTR del RNA mensajero (mRNA, del inglés messenger RNA), impidiendo el proceso
de traduccion a proteina o induciendo la degradacion del mRNA, esto segun sea el
emparejamiento perfecto o imperfecto que presente la secuencia del miRNA con el mMRNA (13,

14, 15, 97).

Se estima que los miRNAs equivalen del 2 al 3% del genoma humano completo, de la
misma manera se sospecha que un solo miRNA tiene la capacidad de regular mas de 200
transcritos de mRNA, al igual que un solo mRNA puede ser blanco de distintos miRNAsS;

actualmente se cuenta con un registro en bases de datos de aproximadamente de 4000 miRNAs

humanos (96, 98).
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Las funciones de los miRNAs han sido estudiadas en distintos cultivos celulares y
modelos animales, llegando a la conclusion de que estan involucrados en una amplia variedad
de funciones celulares como la diferenciacion celular, apoptosis, metabolismo, embriogénesis y
comunicacion intercelular, entre otros, sin embargo, también se ha reportado que una
desregulacion de sus expresion, ya sea sobreexpresion o subexpresion, estan asociadas con la

aparicion de patologias como algunos tipos de cancer, asi como enfermedades

neurodegenerativas, cardiovasculares, renales y demas (13).

Se ha reportado que cada tipo celular expresa un patron diferente de expresion de
miRNAs ya que dependiendo de la especializacion de la célula son los genes que necesita
expresar o silenciar (99). Por lo que se han propuesto como moléculas biomarcadoras para
distintas patologias, aunado que se ha demostrado que estan presentes en distintos fluidos
corporales como suero y plasma sanguineos, lagrimas y orina, por lo que su simple acceso ha

facilitado su estudio (95).

111.7.1. Estructura de MiRNAS

La estructura de un miRNA se modifica de acuerdo con el paso de maduracion en el que
se encuentre (100). La primer molécula en la biosintesis es el Pri-miRNA que cuenta con un
horquilla-tallo-bucle, al igual que una regién de doble cadena y un bucle en la zona apical,
llegando a medir algunas kilobases (101, 102), luego de la accion de Drosha la estructura es
denominada Pre-miRNA que mide alrededor de 60 a 70 nucleétidos (102). Después la particula
de RNA sufre un segundo corte por la endonucleasa Dicer, provocando la pérdida del bucle
apical, resultando en la estructura duplex, la cual ya cuenta con la longitud promedio de un
mIiRNA maduro, que es de 22 nucleotidos y contiene una region semilla la cual requiere de un

emparejamiento del 100% con el MRNA de interés (Figura 6) (102, 103).
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Figura 6. Estructura de un MiRNA

El conjunto representado en el grafico en color gris, azul claro y azul oscuro hacen referencia a
la Pri-miRNA con estructura horquilla-tallo-bucle. Las flechas azules indican las zonas de
reconocimientos de las endonucleasas Drosha y Dicer, en estos sitios se realizan los cortes que
permiten la maduracion del miRNA. En color azul oscuro y claro se destaca la estructura
completa de un miRNA madura, donde el azul claro representa la region semilla que se ubica
entre los primeros 2 a 7 nucledtidos. Tomado de Jevsinek Skok, (2013).
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111.7.2. Biogénesis de miRNAs

La biogénesis de los miRNAS se daa partir del genoma ubicado en el nucleo celular, por
lo que se sospecha que su expresion es regulada por otros genes como los que codifican para
proteinas y a la vez originan miRNAs o exclusivamente miRNAs (104, 105). La sintesis de
miRNAs se puede dar por medio de dos vias basicas, la candnica y no canonica, también

conocida como alternativa, ambas vias comienzan en el ncleo y terminan en el citoplasma (13,

100, 105),

La primera estructura en la biogénesis deun miRNA es el miRNA-primario (Pri-miRNA,
delinglés primary microRNA) que tiene una longitud de 100 a 1000 nucle6tidos organizados en
forma de horquilla, presenta la caperuza 5 en el extremo 5’ y una poliadenilacion en el extremo
3’y es transcrita por la polimerasa I, para seguir con la generacion de miRNAS es necesario
que el Pri-miRNA sea escindido de la secuencia principal por Drosha, unaribonucleasa tipo I1l,
que funciona en conjunto con DGCR8 (del inglés Double-stranded DNA-binding protein),
generando el precursor de miRNA (Pre-miRNA) (97, 106). ElI Pre-miRNA requiere salir del
nucleo hacia el citoplasma para seguir con su maduracion, es por eso por lo que la exportina 5

(XPO5), utilizando RAN-GTP, permite el paso del Pre-miRNA por el poro nuclear (97, 106).

Una vez en el citoplasma actla la endonucleasa Dicer en conjunto con las proteinas
TRBP y PACT, cuya funcion es remover el bucle al final de la estructura del Pre-miRNA para
generar una estructura doble de microRNA llamada “microRNA duplex”, es decir, las dos
secuencias que formaron la union que da lugar al tallo de la estructura inicial del mMiRNA que
permanecen unidas por complementariedad de bases, generan la secuencia 5p en el caso del
segmento que contiene el extremo 57, de igual manera, el extremo 3" origina la secuencia 3p

(100, 102, 105). Una vez que las cadenas no estan unidas por los extremos es posible la
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separacion del duplex, una de estas cadenas es degradada mientras que la otra sigue el proceso

de maduracion (105).

Una vez que se tiene solo una cadena de microRNA este se incorpora a un complejo
conocido como “complejo de silenciamiento de RNA” (RISC, del inglés RNA induced silencing
complex) en el que posteriormente entran en juego un grupo de proteinas conocidas como
Argonautas (AGO), desatacando la participacion de AGO2; RISC es considerada la maquinaria

catalitica debido a que este complejo es el encargado de la degradacion o bloqueo del mMRNA

(Figura 7) (102, 105).

Existen otras vias de biosintesis de miRNAs conocidas como “via no canodnica”, en las cuales

es prescindible la participacion de algunas endonucleasas como Drosha y Dicer (100, 105).
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Figura 7. Biosintesis y transporte extracelular de miRNAs

La sintesis de miRNAs comienza en el nicleo para luego migrar hacia el citoplasma, donde es
posible que por distintos medios se trasporten hacia el medio extracelular logrando la
comunicacion intercelular. EIl transporte se puede dividir en dependientes de vesiculas o
independientes de vesiculas, cuando dependen de vesiculas requieren estar dentro de exosomas,
ectosomas, cuerpos apoptoticos, por otro lado cuando es independiente de vesiculas se forman
complejos miRNA-proteina con AGO2y NPML1; todos los medios de transporte puede llegar a
torrente sanguineo para migrar hasta la célula blanco del mensaje enviado donde se fusionaran
las membranas de la vesicula y la membrana celular o podran introducirse los complejos
miRNA-proteina en la célula gracias al reconocimiento por medio de receptores (15, 106, 107).
Tomado de Cortez y col (2011).
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111.7.3 MiRNAs extracelulares
Se ha analizado que los miRNAs pueden encontrarse en sangre total, asi como también
en sus componentes por separado como en el suero y plasma, cumpliendo la funcion de

mensajeros extracelulares (108).

Un punto fundamental en la conservacion estructural de los miRNAs en el espacio
extracelular es la actuacion en sinergia con otras moléculas para proteger la integridad del
material genético ante la degradacion, mediante microvesiculas que sirven como transporte, al
igual que mediante exosomas, también dentro de cuerpos apoptéticos, asi como pueden
asociarse a lipoproteinas de alta densidad (HDL, del inglés High density lipoprotein) o a
proteinas AGO o nucleoformina 1 (NPM1) (15, 107, 108, 109). Representando asi una via de

sefializacion intracelular/extracelular (107).

Debidoa que los miRNAs se han encontrado en de manera circulante en tejido sanguineo
en el organismo es otra de las cualidades por las que se han evaluado como biomarcadores con

alta sensibilidad y especificidad de distintas enfermedades, ofreciendo un diagndstico y

prondstico a los pacientes (96).

111.7.4 MiRNAs y radiacidén ionizante

La exposicion a RI afecta a distintas moléculas del organismo, siendo un ejemplo los
miRNAs ya que se ha evidenciado que estos presentan alteracion en los niveles de expresion,
ya sea sobreexpresado o subexpresado, causando un desequilibrio en distintos procesos

celulares como los mecanismos de reparacion del DNA (110).

La exposicion a RI puede resultar en la muerte celular, en la reparacion de dafio, o bien,

en el arresto de la progresion del ciclo celular (111). Debido a que en la regulacion del destino
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de la célula dafiada compromete una heterogeneidad molecular, es que multiples miRNAs se
afectan, ya que el insulto biolégico induce la expresion o silenciamiento de distintos genes

regulados por los miRNAs (111).

Se presenta diversidad experimental en cuanto a la planeacion y aplicacion de las pruebas
metodoldgicas para analizar el perfil de expresion de distintas especies ante la exposicion a R,
lo cual ha permitido llegar a la conclusion deque la R1 altera la cantidad de miRNAs en distintas

clases de organismos, facilitando la identificacion de algunos miRNAs como posibles

biomarcadores de exposicion a Rl o posibilitando una estimacion biodosimétrica (17, 112).

Existe informacion sobre la regulacion del DDR mediante los miRNAs, dicho sistema
es activado mediante el censo molecular ante el dafio al DNA, evento que sucede al momento
que la RI altera la estructura del material genético mediante la aparicion DSB; la sinergia entre
la reparacion de la lesion con el mecanismo HR, parte del sistema DDR, y la regulaciéon génica
postranscripcional viabiliza la relacion que existe entre la Rl y los patrones de expresion de

MIRNAs (113, 114).

Se ha reportado que es factible medir la expresion de miRNAs a partir de distintos
fluidos bioldgicos como el suero sanguineo, en este material bioldgico se han reportados
distintos miRNAs asociados a la exposicion o dosificacion de RI absorbida, como el miR-34a-
5p que se especula permite estimar dosimetria; miR-34a-5p participa en la reparacion del dafio
de DSB mediante HR al regular la traduccion de algunas moléculas fundamentales del

mecanismo como Rad51 o al verse alterado por la activacion de p53 (Figura 8) (16, 17, 110,

115).
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Figura 8. Vias de reparacion del DNA 'y algunos ejemplos de miRNAs involucrados en su
regulacion.

Se plasman las posibles rupturas que causa la RI, ya sea SSBs o DSB, asi como los mecanismos
de recombinacion homologa o la unién de extremos no homdlogos que entrar en juego en la
reparacion de cada una de las lesiones; miR-34a-5p se involucra en distintos puntos de la
reparacion regulando una variedad de moléculas implicadas, se sefiala a miR-34a-5p en dvalos
verdes. Modificado de Liy col (2022).
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111.7.5. MiR-34a-5p

En las Gltimas décadas se han dedicado distintas investigaciones a identificar el patron
de expresion de miRNAs de POERI para determinar si es posible utilizar estas moléculas como
biomarcadores de dafio asociado a la exposicion de R, logrando identificar varios miRNAs que
presentan diferencias en la cantidad de miRNAs cuantificables a nivel circulante, como miR-

34a-5p, pese aesto, existen discrepancias entre los miRNAs candidatos para biomarcadores (17,

110).

El miR-34a esta codificado por el gen MIR34A en el locus 1p36.22, y comparte el 86% de
su secuencia con los miRNAs homologos miR-34b y miR-34c; su expresion es regulada por
distintas moléculas como p53, STAT3, TP63 y MYC (116, 117). La expresion de miR-34a se
presenta en todos los tejidos del organismo y se cuenta con un registro aproximado de 700

MRNA qgue son regulados por este miRNA (118).

Debido a la gran cantidad de genes regulados por miR-34a es que se presenta una
heterogeneidad en cuanto a los procesos en los que su participacién esta involucrada, como en
la regulacion de la expresion de las proteinas quinasa dependientes de ciclinas 4y 6 (CDK4/6)
que participan en la regulacion del ciclo celular, al verse subexpresadas por la accion de miR-

34a se induce la apoptosis (16, 17, 116, 119).

Otros genes implicados son MET y STAI1 que permiten la motilidad celular, los genes
BCL2y SIRT1 que regulan la apoptosis 0 la hematopoyesis es otro proceso que es influenciado
por laexpresion demiR-34a-5p al regular la diferenciacion de megacariocitos mediante la unién
al MRNA de MYB, en la activacion de células T y maduracion de células B al regular al gen

FOXP1, entre otras células hematopoyéticas (116, 118, 120).
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p53 ha sido reportado como uno de los objetivos de miR-34a, a causa de la cercania que
existe entre los sitios de union de p53 y la regién promotora de MIR34A; por otro lado, este
mIRNA esté involucrado en la regulacion del ciclo celular al modular la expresion de dicha
proteina, al igual que se ha reportado que puede inducir apoptosis cuando la célula es expuesta
a RI, yaque, al dafiarse el DNA, p53 induce la sobrexpresion de miR-34a-5p, evidenciando una
regulacién ambigua entre la proteina p53 y miR-34a-5p ante el estrés genotoxico y el desarrollo
de neoplasias (16). No obstante, las células que no presentan la expresiéon de p53 pueden llegar
a producir miR-34a-5p, indicando que la expresion de este miRNA no es exclusiva de la

presencia de p53 (118).

Se haestudiado la expresién de miR-34a en el contexto de distintas neoplasias puesto que
juega un rol fundamental en el desarrollo de cancer mediante la regulacion del ciclo celular,
senescencia y apoptosis, donde se ha llegado al descubrimiento de la variabilidad de cuantia de
miR-34 dependiendo del tipo de cancer, por ejemplo, el melanoma, el carcinoma hepatocelular,
el cancer pancreatico y el cancer de mama, entre otros, presentan una subexpresion de este

miRNA, mientras que el cancer papilar tiroideo presenta una sobreexpresion (116, 118, 121).

111.7.5.1 MiR-34a-5p y RI

La RI afecta a la célula de diversas maneras, dentro de las cuales se encuentran la
progresion del ciclo celular, la apoptosis y la senescencia, que son censadas por multiples
moléculas para definir el destinocelular, en caso de que se puedareparar el dafio entran en juego
el sistema DDR conformado por distintas proteinas como CDK4/6, Notchl, BLC, Rad51, p53,
SIRT1, MET, que a su vez son regulados por la expresion de miR-34a-5p, por lo que, en

consecuencia a la exposicion a R1 los patrones de expresion de miR-34a se pueden ver alterados

(39, 122).
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Existen diversos estudios que reportan a miR-34a-5p como un posible indicador de dafio
producido por irradiacion, ya que los resultados en modelos in vitro e in vivo en modelo animal

irradiados han resultado en mayor expresion de miR-34a (122, 123, 124).

111.8. ANTECEDENTES

111.8.1. Antecedentes internacionales

Baudin y col. (2021) realizaron una revision sistematica y metaandlisis (8). Los
resultados del metaandlisis mencionan que la exposicion a Rl por parte de los POERI aumenta
la presencia de AC en 3.19 veces 1C 95%=1.46-4.93, indicando que la exposicion a Rl aumenta
la inestabilidad genética en los trabajadores hospitalarios expuestos a dosis bajas crénicas de
RI, que podria poner en riesgo la salud (8). También reportan la presencia de mayor nimero de
micronucleos (MN) en los PEORI comparado con el grupo control, MN=1.4, IC 95%=0.97-
1.86; al analizar los puentes nucleoplasmaticos (NPB) se obtuvieron resultados NPB=2.32,
IC=1.10-3.54; al realizar el forest plot sobre los estudios sobre ICH se reporta un aumento de
4.89 (1C 95%=2.76-7.02) veces mas la presencia de intercambios entre las cromatidas en los
POERI en relacion con el grupo control, se llegé a la conclusion de que algunas técnicas

citogenéticas como las AC e ICH pueden presentar prospectos de analisis aplicados a POERI

(8).

Matachowska y col. (2019) realizaron una revision sistematica donde exponen que es posible
utilizar los miRNAs como biomarcadores de facil acceso para medir la exposicion a RI, con la
finalidad de identificar miRNAs candidatos que brinden informacion sobre la exposicion a RI
obteniendo un total de 30 articulos sobre 131 miRNAS, de los cuales solo se incluyeron 112,

observando que solo 28 miRNAs mostraron un patron de expresion alterado, siendo el miR-150
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el que mostré una regulacion a la baja y miR-34a mostrd la mayor sobreexpresion con un Fold
Change (FG)=1.67, 95% IC 1.40-2.01, también se aplicé un metaanalisis con regresion donde
resulté que 7 miRNASs pueden servir para hacer estimaciones dosimeétricas (17). Concluyendo
que los microRNAs circulantes pueden orientar sobre los efectos que tiene la radiacion sobre un

organismo (17).

Jia y col. (2022) mencionan la necesidad de encontrar y validar biomarcadores de
respuesta a exposicion a Rl para poder estimar las dosis recibidas en distintos campos como el
médico e industrial (110). Dichos resultados demostraron que ciertos miRNAs estaban
relacionados con la exposicion de la RI entre los cuales destaca miR-34a reportado en suero
sanguineo humano como sobreexpresado en personas expuesta a R, indicando una estimacion
dosimétrica, al igual que se encontrd el mismo miRNA regulado al alta en plasma sanguineo de
raton irradiado, también indicando una estimacion de la dosis recibida (110). Demostrando que
existen miRNAs que pudieran explicar la exposicion a RI, sin embargo aln es necesario la

identificacion de miRNAs especificos y con una sensibilidad a esta condicion (110).

111.8.2. Antecedentes nacionales

Sanchez y col. (2021) realizaron una revision sistematica de un compilado de resultados sobre
el dafio al DNA inducido por pesticidas y la identificacion de biomarcadores publicados en
distintas bases de datos (18). Identificando AC, MN, ICH y biomarcadores moleculares
relacionados con estrés oxidativo y el patron de expresion de miRNAs para monitoreo de
trabajadores expuestos a plaguicidas (18). Dilucidando que alteraciones citogenéticas son de

utilidad en el monitoreo de la salud de trabajadores expuesto a pesticidas y los mMiRNAs pueden
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funcionar como biomarcadores, sin embargo, es necesario la identificacion de un patrén de

expresion de miRNAs en relacion a la exposicion ante agentes genotoxicos (18).
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Laradiacion ionizante es la emision, propagacion y transferencia de energia en forma de
ondas electromagnéticas que cuenta con la capacidad de ionizar los elementos de la tabla
periodica. Este tipo de energia es catalogada como un agente genotoxico presentado por la
radiacion ionizante debido a que puede llegar a alterar las moléculas suspendidas en el citosol,
asi como dafar la estructura del DNA generando rupturas en sus cadenas que puede

desencadenar procesos patologicos.

El uso de la radiacion ionizante en el campo médico es ampliamente utilizado en
distintos servicios como el radiodiagnostico, medicina nuclear y radioterapia; que, si bien,
representa una ventaja en el ambito, también plasma un riesgo para el personal
ocupacionalmente expuesto a radiacion ionizante (POERI) del area de la salud que se encarga
de aplicar y manipular estas fuentes de energia incluso si portan de manera adecuada el equipo

de proteccidn personal.

El gobierno mexicano estipula en la NOM-026-NUCL-2011 que el POERI debe evaluarse
de manera anual considerando su estatus de salud mediante una quimica sanguinea y una
biometria hematica, sin embargo, se infiere que se requiere de un escrutinio estricto que permita

constatar los efectos de la radiacion ionizante.

Existe evidencia a nivel mundial que reportan los posibles dafios que puede presentar el
POERI, entre ellos alteraciones bioquimicas y hematoldgicas, al igual que cambios en el perfil
citogenético como la cantidad de intercambio de cromatides hermanas como resultado del
sistema de reparacion del DNA o incluso diferencias en el patron de expresion de ciertas
moléculas como los microRNAS, especificamente miR-34a-5p conocido como un miRNA
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supresor de tumores debido a su papel en la regulacion del ciclo celular, lo que conduce a la

pregunta de investigacion:

¢Existe asociacion entre la cantidad de intercambio de crométides hermanas y la expresion de

miR-34a-5p en personal ocupacionalmente expuesto a radiaciones ionizantes?
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V. JUSTIFICACION

La radiacion ionizante (RI) es un tipo de energia parte del espectro electromagnético,
cuenta con distintos tipos de RI los cuales son utilizados en el campo de la medicina como
técnicas de diagnostico imagenoldgico y opcion de tratamiento para algunas patologias, por
lo que su uso ha impulsado la mejora del bienestar de los pacientes, no obstante, los

trabajadores hospitalarios (POERI) que realizan dichos procedimientos son expuesto a bajas

dosis de RI de manera cronica lo que puede llegar a afectar su salud.

En la actualidad existen organismos internacionales encargados de salvaguardar la salud
del POERI regulando las dosis limite anuales a las que pueden ser expuestos, asi como la
aplicacién de un monitoreo médico que incluye el analisis de parametros hematoldgicos. Sin
embargo, presentan la desventaja que no permite evidenciar cambios en el perfil citogenético

y la relacién de expresion de moléculas en respuesta a la exposicion a RI.

Se han reportado algunos cambios citogenéticos y moleculares asociados a la exposicién

a RI, sin embargo, existe informacién limitada en cuanto al uso de estos pardmetros en

conjunto como biomarcadores de dafio al DNA en POERI.

Con la presente investigacion se pretende asociar tanto los biomarcadores citogenéticos
como los moleculares relacionados al dafio al DNA inducidos por los Rl en los linfocitos de
POERI y con los resultados puede llegar a ofrecer un analisis més exhaustivo de la salud de
POERI, lo que permitiria disefiar una estrategia preventiva mediante la actualizacion de los

protocolos de seguimiento y disminucion de carga de trabajo.
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VI. HIPOTESIS

Hipotesis alterna: Existe asociacion entre la cantidad de intercambio de cromatides
hermanas y la expresion de miR-34a-5p en personal ocupacionalmente expuesto a radiacion

ionizante.

Hipotesis nula: No existe asociacion entre la cantidad de intercambio de cromatides
hermanas y la expresion de miR-34a-5p en personal ocupacionalmente expuesto a radiacion

ionizante.
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VIl. OBJETIVOS

V1I.1. Objetivo general

Determinar asociacion entre el intercambio de cromatides hermanas y la expresion de

miR-34a-5p en personal ocupacionalmente expuesto a radiacion ionizante.

V11.2. Objetivos especificos

VI1.2.1. Analizar la cantidad de Intercambio de Cromatides Hermanas en linfocitos en

ambos grupos de estudio.

VI1.2.2. Cuantificar la expresién de miR-34a-5p en suero sanguineo de ambos grupos de

estudio.

VI11.2.3. Determinar asociacion entre el Intercambio de Cromatides Hermanas y la expresion

de miR-34a-5p.
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VIII. MATERIALES Y METODOS

V111.1. Consideraciones éticas

El proyecto fue sometido a evaluacion por parte del Comité de Etica en Investigacion de
la Facultad de Medicina parte de la Universidad Autonoma de Sinaloa (CEI-FM UAS)

obteniendo el registro SE-2024-014.

Las muestras se obtuvieron de individuos voluntarios que anterior a la toma de muestra
fueron informados sobre su papel de participacion en la investigacion y firmado el
consentimiento informado, este elaborado de acuerdo con la declaracion de Helsinki (ANEXO
1). En conjunto con la elaboracion de un historial laboral y clinico, en el cual se recopilaron
datos de habitos de vida como el consumo de alcohol y tabaco, asi como la presencia de

enfermedades cronico-degenerativas (ANEXO 2).

VI111.2. Tipo de estudio

Se realizé un estudio transversal, descriptivo y observacional.

V111.3. Poblacion de estudio

24 individuos catalogados como Personal Ocupacionalmente Expuesto a Radiacion

lonizante (POERI) en hospitales activos laboralmente originarios del estado de Sinaloa

24 individuos que no son considerados POERI originarios del estado de Sinaloa pareados

por edad y sexo.
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VI111.4. Criterios de selecciéon
V111.4.1. Criterios de inclusion

Grupo POERI: Individuos mayores de edad consideraros POERI, ambos sexos, no
emparentados, originarios del estado de Sinaloa y que accedieron a participar mediante la firma

de consentimiento informado.

Grupo Control (CTRL): Individuos mayores de edad no considerados POERI, ambos

sexos, no emparentados, originarios del estado de Sinaloa que accedieron a participar mediante

la firma de consentimiento informado.

V111.4.2. Criterios de exclusién

Grupo POERI: Individuos POERI que hayan sido sometidos a procedimientos médicos

que requieran RI en los Gltimos 12 meses.

Grupo Control (CTRL): Individuos no POERI que hayan sido sometidos a

procedimientos médicos que requieran RI en los Gltimos 12 meses.

Casos de individuos de cualquier grupo que no se contd con historia clinica y/o laboral

completa.

Muestras de POERI y/o del grupo control en los que no se obtuvo cantidad de muestra
sanguinea suficiente para llevar a cabo los analisis 0 en los que no se obtuvieron resultados

confiables.

Individuos de otro estado o pais.
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VI1I1.5. Disefio experimental
V111.5.1. Recoleccion de muestras
VI111.5.1.1. Muestra sanguinea

Se solicitdé un ayuno minimo de 8 horas para realizar la toma de muestra sanguinea
mediante puncion venosa. Se recolect6 un total de5 tubos al vacio, conformado por 2 tubos lilas
con EDTA, 2 tubos amarillos sin aditivos con gel separador SST para la obtencién de suero para
la cuantificacion de miR-34a-5p y 1 tubo con heparina sddica para realizar los analisis
citogenéticos correspondientes. La creacion del banco de muestras se instaur6 con la separacion

de los componentes sanguineos que fueron almacenados a -80°C.

Todos los analisis clinicos se realizaron en el laboratorio de analisis clinicos del Hospital
General de Culiacan “Dr. Bernardo J. Gastélum”, utilizando los valores de referencia
estandarizados en la institucion. Los valores analizados en la quimica sanguinea son: glucosa,
urea, nitrégeno ureico, creatinina, acido Urico, colesterol y triglicéridos; en la biometria
hematica completa se evaluaron eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, volumen corpuscular
medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HbCM), concentracion de hemoglobina
corpuscular media (HbCM), plaguetas, amplitud de la Distribucion Eritrocitaria (RDW-CV),

volumen plaquetario medio, leucocitos totales, segmentados, linfocitos, monocitos vy

eosinéfilos.
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VI111.5.2. Anélisis citogenético
VI111.5.2.1. Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH)

Para visualizar los ICH se realiz6 un cultivo celular de sangre periférica de cada
participante obteniendo linfocitos donde una de las cromatides fue marcada con BrdU, el ciclo
celular de las células se detuvo en metafase al agregarle colchicina, posteriormente con KCl se
aumento el volumen celular y se aplicaron lavados para retirar restos celulares, permitiendo
realizar la extension en laminillas de las metafases que se incubaron en la oscuridad y
posteriormente se aplicé una tincion diferencial que permite revelar los ICH con el colorante
Hoechst 33258 y exposicion a luz ultravioleta, luego se tifieron con Giemsa, terminando el
proceso con la visualizacion de las laminillas en el microscopio 6ptico contando 20 células por

paciente.

V111.5.3. Andlisis molecular
VI111.5.3.1. Extraccion de microRNAS en suero

Se us6 el tubo amarillo con gel separador SST para la separacion de suero sanguineo y
de esta muestra se tomaron 200 pL para realizar la purificacion de microRNAs utilizando el Kit
avanzado de aislamiento de microRNA miRNeasy Serum/Plasma (Qiagen) de acuerdo con las

indicaciones del fabricante, el pelet de RNA fue resuspendido en 20 pL de agua libre de RNAsas

y posteriormente se almacend a -80 uL.

VI111.5.3.2. Cuantificacion de miR-34a

Retrotranscripcion, sintesis de cDNA
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Se utilizé un termociclador para la reaccion RT-PCR empleando el Kit de sintesis de
cDNA (delinglés complementary DNA) de miARN TagMan™ Advanced (TagMan) de acuerdo
con las instrucciones del producto, comenzando con la reaccion de cola poli-A, seguido por la
reaccion de ligadura del adaptador, luego se realizd la reaccion de transcripcion inversa,
finalizando con la reaccion de amplificacion de miRNAs (miR-Amp), cada paso con las

condiciones indicadas por la empresa fabricante (Tabla 2).
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Tabla 2. Condiciones de RT-PCR

En la tabla se muestran las condiciones en las que se llevaron a cabo las RT-PCR de este estudio
de acuerdo con la secuencia de trabajo realizado. Modificado de ThermoFisher (2023) (125).

Reaccion RT-PCR

Reaccion de cola poli-A 1X
Buffer 10X Poly(A) 0.5 puL
ATP 05 L
Enzima Poly(A) 0.3 puL
Agua libre de RNasa 1.7 yL
Volumen total de Reaccion 3.0 uL
Paso Temperatura Tiempo
Poliadenilacion 37°C 45 min
Paro de reaccion 65°C 10 min
Hold 4°C Indefinido
Reaccion de Ligadura del Adaptador 1X
5X Buffer DNA Ligasa 3uL
50% PEG 8000 4.5 uL
25X Adaptador de Ligacion 0.6 uL
RNA Ligasa 1.5puL
Agua libre de RNasa 0.4 pL
Volumen total de Reaccion 10 pL
Paso Temperatura Tiempo
Ligacion 16°C 60 min
Hold 4°C Indefinido
Reaccion de Transcripcion reversa 1X
5X Buffer RT 6 pL
Mix dNTP 1.2puL
20X Primer Universal RT 15puL
10X Mix Enzima RT 3uL
Agua libre de RNasa 3.3puL
Volumen total de Reaccion 15 L
Paso Temperatura Tiempo
Transcripcion reversa 42°C 15 min
Paro de reaccion 85°C 5 min
Hold 4°C Indefinido
Reaccion miR-Amp 1X
2X Master Mix miR-Amp 25 uL
20X Mix Primer miR-Amp 2.5 uL
Agua libre de RNasa 17.5 uL
Volumen total de Reaccién 45 pL
Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Activacion enzimética 95°C 5 min 1
Desnaturalizacion 95°C 3s 14
Alineacion/Extension 60°C 30s
Paro de reaccion 99°C 10 min 1
Hold 4°C Indefinido Indefinido
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Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real (QPCR)

Una vez que se obtuvo cDNA este fue sometido a una gPCR (Tabla 3) utilizando el
Master Mix PrimeTime™ QOne-Step RT-qPCR (IDT). Se cuantifico el miR-34a-5p con la sonda
especifica para el mMIRNA vy se utiliz6 como miRNA enddgeno miR-16-5P de acuerdo con las

indicaciones del fabricante. Cada reaccion se realizé por duplicado.

Para realizar la cuantificacién de expresion relativa se promediaron los ciclos umbral
(Ct, delinglés cycle threshold) del andlisis duplicado de cadamuestra, posteriormente se calcul6
el ACt y finalmente se calcul6 el 224 de cada muestra; el 2"-22Ces un método en el cual se
supone que las muestras analizadas tuvieron una eficiencia deamplificacién uniforme y permite
la cuantificacion de expresion relativa de DNA o RNA, para aplicarlo se evalla la expresion
entre un miRNA de interés en comparacion de un miRNA enddgeno como referencia (126). Se
comienza el célculo utilizando el Ct de las muestras analizadas, es decir, el nimero de ciclos
necesarios para que la fluorescencia emitida se detecte en el termociclador, posteriormente se
obtiene el ACt calculando la diferencia de Ct entre miRNA de interés y miRNA de referencia,
luego se calcula el AACt con la diferencia de ACt entre miRNA de interés y miRNA de

referencia, por Gltimo, se calcula el Fold change (2722 (126).
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Tabla 3. Condiciones gPCR

En la tabla se establecen las condiciones utilizadas para las gPCR. Modificado de ThermoFisher
(2023) (125).

Reaccion gPCR

2X Master Mix 5uL
20X Ensayo miRNA 0.5 puL
Agua libre de RNasa 2L
Volumen total de Reaccion 7.5 uL
Paso Temperatura Tiempo Ciclos

Activacion enzimética 95°C 3 min 1 ciclo
Desnaturalizacion 95°C 1s 40 ciclos
Alineacion/Extension 60°C 20s
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VI11.5.6. Andlisis estadistico

Se aplico prueba de normalidad mediante el estadistico Shapiro-Wilk para analizar la
distribucion de los datos, en las variables que el resultado fue no paramétrico se utilizé el analisis
de diferencia de medianas mediante el estadistico de Wilcoxon y en caso de presentarse una
distribucion paramétrica o normal se utilizo la prueba t de Student para muestras independientes

analizando la diferencia de medias. Se analizd6 mediante la prueba Exacta de Fisher las variables

de consumo de alcohol y tabaco respecto a la cantidad de ICH.

Para analizar la correlacion entre las variables bioquimicas, hematoldgicas, citogenéticas y
moleculares, se aplicd una prueba de normalidad, en caso de resultar normal se utilizé

correlacion de Pearson y de ser no normal se aplicé la correlacion de Spearman.

Todos los analisis estadisticos se realizaron en el software GraphPad Prism version 8.0.1, donde

un valor de p<0.05 se considerd como estadisticamente significativo.
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IX. RESULTADOS

IX.1 Poblacion de estudio

Con la finalidad de evaluar el dafio genético en el Personal Ocupacionalmente Expuesto
a Radiaciones lonizantes mediante el analisis de la cantidad de Intercambio de Cromatides
Hermanas en linfocitos y la expresion de miR-34a-5p en suero sanguineo. Se contd con la
inclusion total de 48 individuos sinaloenses divididos en dos grupos: 24 individuos catalogados

como POERI de hospitales activos laboralmente y 24 individuos como grupo control (CTRL).

De los 24 sujetos de cada grupo, 9 fueron del sexo femenino (F) y 15 del sexo masculino
(M); el rango de edad presentado fue desde 24 afios a 61 afios, presentando como media en el
grupo POERI 37.08+8.9 afios y en el grupo control la media fue de 36.75+9.1 afios, cuyo analisis

no mostré diferencias estadisticamente significativas (p=0.057) (Tabla 4).

De igual manera, se recolectaron datos sobre el consumo de alcohol y tabaco; en el caso
del consumo de tabaco se le consider6 como “estatus de fumador” a todo aquel individuo que
reportd fumar 1 cigarrillo o mas al dia, en el grupo POERI 4 sujetos (16.6%) reportan fumar
mientras que en el grupo CTRL solo 2 (8.8%), mientras que 20 (83.3%) POERI no fuman, al
igual que 22 (91.6%) individuos (Tabla 4). En cuanto al consumo de alcohol ningun participante
reportd presentar alcoholismo, sin embargo, se le consideré como “consumidor de alcohol” a
los sujetos que mencionaron consumirlo de manera ocasional, en el POERI 18 individuos (75%)
y 10 (41.6) CTRL aluden consumir alcohol, por otro lado, 6 (25%) de POERIy 14 (58.3%)

CTRL no consumen (Tabla 4).

En el caso de las enfermedades que padecen los integrantes de este estudio, se encontrd

gue un POERI padecia de diabetes mellitus tipo 2 (DMt2) e hipertension arterial (HA) y un
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CTRL mencioné padecer de enfermedad renal cronica (ERC) resultado de un accidente

mecéanico (Tabla 4).

En cuanto a la préctica de ejercicio se reportd que en el grupo CTRL mayor cantidad de

individuos lo realiza en comparacién con el grupo POERI (Tabla 4).

64



Tabla 4. Caracteristicas de la poblacion.

En la tabla se resumen las caracteristicas de la poblacion de estudio.

Poblacion
Caracteristica de poblacion
POERI CTRL
Numero de individuos 24 24
Sexo (n, %) F 9 (37.5%) 9 (37.5%)
M 15 (62.5%) 15 (62.5%)
Edad (afios) 24-61 24-61
Media M=37.08+8.9 M=36.75+9.1
Tiempo expuesto a R (afios) 0.8-38 afios -
M=12.8+9.4
Estatus de fumador (n, %) Fumador 4 (16.6%) 2 (8.3%)
No fumador 20 (83.3% %) 22 (91.6% %)
Estatus de consumo de| Consumo 18 (75%) 10 (41.6%)
alcohol (n, %)
No consumo 6 (25%) 14 (58.3%)
Enfermedades crénico-degenerativas (n) 1 (DMt2 e HA) 1 (ERC)
Realiza Ejercicio (n, %) 11 (45.8%) Si 12 (50%)
13 (54.2%) No 12 (50%)
Division por sexo de individuos que realizan | 6 M 8M
ejercicio 5F 4F
Horas de ejercicio a la semana en conjunto 45.16 horas 50.33 horas




IX.2 Historial laboral del grupo POERI

Se incluyo6 la participacién de POERI del area de radiodiagnostico y un grupo control; el
POERI fue procedente de distintas instituciones de salud publicas y privadas; 8 de ellos laboran
en el Hospital General de Culiacan, 10 en el Hospital Civil de Culiacan, 2 en el Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), 1 en el Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los

Trabajadores del Estado (ISSSTE) y 3 son del sector privado; por otro lado el grupo CTRL

contd con la participacion de poblacion general no expuesta a RI.

Se registro la inclusion de 12 Radidlogos, de 5 Residentes de Imagenologia, 6 Médicos
Radidlogos y 1 Traumatélogo. EI POERI presentd heterogeneidad en cuanto al tiempo de
exposicion a este tipo de energia, contando con un rango desde 1 mes hasta 38 afios, con una
media de 13.48+9.90 afios, donde 12 individuos han estado expuestos durante hasta 10 afios y

12 sujetos han sido expuestos a Rl por méas de 10 afios (Figura 9).
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Figura 9. Afios de exposicion a RI por parte del POERI.

40

1 |‘III‘|| 1%

Se expone de manera individual, una barra por participante, la cantidad de tiempo en afios
expuesto a RI que reporta el POERI, que presenta un rango desde 1 mes hasta 38 afios con una
media de 12.8+9.4 afios (linea horizontal en color negro).
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IX.3 Caracteristicas de la poblacion
I1X.3.1 Caracteristicas bioquimicas de la poblacién

Dado que se conto6 con la informacién de los analisis clinicos que se evallan de manera
protocolaria a los POERI, se realiz6 un analisis de los mismos y su comparacion con los CTRL
y a su vez, con los resultados de ICH y la expresion de miR-34a-5p como analisis
complementarios a los objetivos de la investigacion, por lo que se aplicé prueba de normalidad
a los datos para conocer la distribucién de datos y posteriormente se seleccioné la prueba
adecuada segun sea el caso; las medias de los parametros se encuentran dentro de los valores de

referencia del laboratorio, a excepcién de la media de triglicéridos del grupo POERI que se

encuentra por encima del limite de referencia reportado en el laboratorio (Tabla 5).

Los resultados del andlisis estadistico no mostraron diferencia estadisticamente
significativa en los pardmetros de glucosa, urea, nitrogeno drico, acido Urico, colesterol y
triglicéridos; por otro lado, la variable de creatinina presenté una media en el grupo POERI de
0.87+0.17y el grupo CTRL una media de 0.95+0.18, reflejando una diferencia estadisticamente
significativa entre grupos, valor de p=0.014, siendo el grupo CTRL el que reporté una media

mayor comparado con el grupo POERI (Tabla 5).
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Tabla 5. Quimica sanguinea de 6 elementos de ambos grupos de estudio.

VARIABLE/ | Glucosa| Urea | Nitrégeno | Creatinina Acido Colesterol | Triglicéridos
POBLACION Ureico Urico
84.26 + | 29.66+ | 13.84 * 469+ | 1842+ 140.3 +
CTHL 1017 | 9.28 416 | 095018} 6 31.6 84.07
917+ | 32+ | 1494+ 522+ | 1910z 151.8 *
FOER. 1551 | 1021 | 460 |087%0171 145 40.64 108.9"
0.25 0.18 0.3 DoLar 0.40 0.89 0.96
P (NS¥) (NS¥) (NS¥) ' (NS¥) (NS (NS#)

Los valores estan representados como la media + D. E. (desviacion estandar)

"Valores fuera de rango de referencia

#t student

*Wilcoxon

Se presentan las medias 0 medianas, segun sea el caso, de cada variable analizada en la quimica
sanguinea de los grupos de estudio, es destacable que la media de triglicéridos en el grupo
POERI esta por encima del valor de referencia utilizado en el laboratorio de andlisis clinicos,
asi como se muestra una diferencia estadisticamente significativa en cuanto a la creatinina,
siendo el grupo CTRL el que resulté con una cuantificacion mayor.

Método estadistico: t student y prueba de Wilcoxon.

Limites de referencia utilizados en el laboratorio de andlisis clinicos del Hospital General de

Culiacan:

e Glucosa: 70.0 — 105.0 mg/dL

e Urea: 10.0- 55.0 mg/dL

e Nitrogeno ureico: 7.0 — 18.0 mg/dL

e Creatinina: 0.5 - 1.40 mg/dL

e Acido drico: 1.5 — 6.0 mg/dL

e Colesterol total: 150.0 — 200.0 mg/dL

e Triglicéridos: 30.0 —150.0 mg/dL
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Se realiz6 comparacion de quimica sanguinea de acuerdo con el sexo y los resultados
muestran que las medias de las variables se encuentran dentro de los limites de referencia, a
excepcion de los triglicéridos, donde ambos grupos deestudio se reportan por encima del limite;
ademas se presentaron diferencias estadisticamente significativas Unicamente en la variable de
creatinina de los masculinos con una media de 0.9353+0.13 en el grupo POERIy 1.069+0.12

en el grupo CTRL, valor de p=0.0082 (Tabla 6).

Con respecto la comparacion entre los femeninos de los grupos POERI y CTRL ninguna

variable mostro diferencias significativas (resultados detallados en ANEXO 3).
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Tabla 6. Quimica sanguinea de seis elementos de ambos grupos de estudio divididos por

sexo. En la tabla se muestran los resultados de Masculinos

WZSUWCINSl Glucosa | Urea  Nitrégeno | Creatinina | Acido | Colesterol Triglicéridos
POBLACION Ureico Urico
M 85.81+ | 30.18+| 1495+ | 5.10 £ + +
CTRL 879 | 6.65 454 10620120 “yg 29.86 88.48"
M 9141+ | 3543+| 16.57 093 +0.13 573 £ 1905 + 161.1 +
POERI 10.54 9.40 4.47 R 0.73 39.10 104.7"
0.20 0.13 0.33 0.008" 0.10 0.67 0.63
P (NS¥) (NS?) (NS?) ' (NS¥) (NS¥) (NS?)

Los valores estan representados como la media + D. E. (desviacion estandar)

"Valores fuera de rango de referencia

#t student

¢Wilcoxon

Se presentan las medias 0 medianas, segun sea el caso, de cada variable analizada en la quimica
sanguinea de participantes masculinos de ambos grupos de estudio, es destacable que la media
de triglicéridos en ambos grupos se encuentra por encima del valor de referencia, asi como se
muestra una diferencia estadisticamente significativa en cuanto a la creatinina, siendo el grupo
CTRL el que resulté con una cuantificacion mayor.

Método estadistico: t student y prueba de Wilcoxon.
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1X.3.1.1 Anélisis de asociacion de variables bioquimicas del POERI y afios de exposicion
aRlI

Se analizo la existencia de correlacion entre los pardmetros bioquimicos y los afios de
exposicion a Rl de manera laboral. Tomando en consideracion a la totalidad de POERI y el
tiempo de exposicion al genotdxico mostrd correlacion positiva con los pardmetros de urea
(r=0.435, p=0.03), nitrogeno ureico (r=0.432, p=0.03), &cido urico (r=0.486, p=0.01) y
colesterol (r=0.543, p=0.007), mientras las variables de glucosa, creatinina y triglicéridos no

evidenciaron correlacion (Tabla 7).

Se evaluo la relacion entre laedad del POERI con las variables bioquimicas, se identifico

significancia estadistica en los pardmetros de &cido Urico (r=0.529, p=0.0093) y colesterol

(r=0.513, p=0.01) (Tabla 8).

72



Tabla 7. Andlisis de asociacion entre los niveles de tiempo de exposicion a Rl y pardmetros
bioguimicos en el POERI.

Parimetro Coeficiente de p
correlacién

_ | Glucosa 0.386 0.06 (NS)

o X [ Urea* 0.435 0.03*

© = [Nitrégeno ureico* 0.432 0.03*
23 [ Creatinina 0.194 0.37 (NS)

iq:) é Acido Urico* 0.486 0.01*

< | Colesterol* 0.543 0.007*
Triglicéridos 0.344 0.10 (NS)

Resultados concentrados de la correlacion entre el tiempo de exposicion a R1 y los parametros
analizados en la quimica sanguinea, en negritas se encuentran los valores que mostraron
correlacion.

*:p<0.05

Método estadistico: Correlacion de Pearson y correlacion de Spearman

Tabla 8. Analisis de asociacion entre la edad del POERI y parametros bioquimicos.

Parametro Coeficieny,e de p
correlacion

— Glucosa 0.382 0.07 (NS)
X [Urea 0.345 0.10 (NS)
O Nitrégeno ureico 0.341 0.11 (NS)
= Creatinina 0.240 0.26 (NS)
= | Acido Grico* 0.529 0.009*
S | Colesterol* 0.513 0.01*

Triglicéridos 0.402 0.056 (NS)

Resultados concentrados de la correlacion de la edad del POERI y los parametros analizados en
la quimica sanguinea, en negritas se encuentran los valores que mostraron correlacion.

*:p<0.05

Método estadistico: Correlacion de Pearson y correlacion de Spearman
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1X.3.2 Caracteristicas hematoldgicas de la poblacion

Dentro de los parametros que se analizan dentro de la Biometria hematica ninguna
variable presentd una diferencia estadisticamente significativa; se observé que las medias o
medianas, segun sea el caso, estan dentro de los limites de referencia, a excepcion del volumen
medio de plaquetas en ambos grupos (POERI y CTRL) donde es posible puntualizar que el

resultado esta por encima del limite de referencia estandarizado en el laboratorio (Tabla 9).

Al analizar los resultados de las biometrias hematicas divididas por sexo tantoen POERI
y CTRL no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el caso de los
Masculinos; sin embargo, en volumen medio de plaquetas en POERIy CTRL esta por encima
de los valores de referencia utilizados en el laboratorio (ANEXO 4) al igual que no se presentd

diferencia considerable en las variables analizadas de los participantes femeninos (ANEXO 5)

Valores de corte:
e indice de dist. Eritrocito 13-16 %

e Eritrocitos 4.2-6.3 X10°/uL e Vol. Med. Plaquetas 9.0-10.7 fL
e Hemoglobina 12-18 g/dL e Leucocitos totales 5-10 X108/pL
e Hematocrito 37-51 % e Segmentados 1.5-7 pL

e VCM 80-97 fL e Linfocitos 1-4.2 puL

e HbCM 26-32 pg e Monocitos 0.1-0.8 pL

e Conc. HbCM 31-36 g/dL e Eosinfilos 0-0.7 pL

o Plaquetas 150-450 X10° o Bas6filos 0-0.20 pL
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Tabla 9. Caracteristicas Hematol6gicas de ambos grupos de estudio.

VARIABLE/
POBLACION
CTRL 474+047 | 13.99+152 | 42.52+4.13 8%%631' 291'213* 3%%351 Z?l'%i
91.08+ | 3024+ | 3319+ | 2479+
POERI 48+046 | 1473+138 | 444+4.10 215 " P O,
0.18" 0.06" 0.07¢ 0.47" 0.61¢ 0.79" 0.19¢
P (NS) (NS) (NS) (NS) (NS) (NS) (NS)

VARIABLE/
POBLACION

13.08 + 11.06 + 363+ 213+ 037+ 023+ | 0.017+
SR 1.03 0.86" 6.38+ 15 1.08 0.55 0.08 0.21 0.008
12.81 + 11.08 + 3.64+ 221+ 0.38 + 023+ | 0.012+
POERI 0.82 0.93" 6482157 | 45 05 0.09 0.22 0.009
0.45¢ 0.94" 0.70" 0.83" 0.70¢ 0.75¢ 0.90¢ 0.07¢
P (NS) (NS) (NS) (NS) (NS) (NS) (NS) (NS)

Los valores estan representados como la media + D. E. (desviacion estandar)

"Valores fuera de rango de referencia

#t student

*Wilcoxon

Se presentan las medias 0 medianas, segun sea el caso, de cadavariable analizada en la biometria
hemética de los grupos de estudio, es destacable que la media de volumen medio de plaquetas

en ambos grupos esté por encima del valor de referencia utilizado en el laboratorio de analisis
clinicos.

Método estadistico: t student y prueba de Wilcoxon.
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1X.3.2.1 Anélisis de asociacion de caracteristicas hematoldgicas del POERI

El andlisis de correlacion de las caracteristicas hematologicas del POERI no reveld

diferencias estadisticamente significativas entre el tiempo de exposicién a Rl y las variables de

la biometria hematica (ANEXO 6).

Ninguna relacion entre la edad del POERI y las variables hematoldgicas fueron

encontradas. (ANEXO 7)

IX.4 Analisis citogenético de dafio al DNA

I1X.4.1 Estandarizacion de la técnica Intercambio de Cromatides Hermanas

Anterior al muestreo se llevé a cabo la estandarizacion de la técnica “Intercambio de
Crométides Hermanas” debido a que no se encontraba dentro de las metodologias aplicadas en
el Laboratorio de Genética de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de Sinaloa

(ANEXO 8).

Se ejecutaron multiples variaciones en la composicion de los medios de cultivo,
multiples tiempos de adicion de BrdU al medio, modificaciones en el método de extension y
cambios en las condiciones de los colorante Giemsa y Hoechst 33258 para lograr la obtencién

de metafases con tincién y extension adecuada para analisis (ANEXO 8).

Se llegd a las condiciones Optimas para la obtencion de muestras de calidad analizable
en las que se pudieran visualizar los 46 cromosomas separados y fuera distinguible la tincion
diferencial entre las cromatides (Figura 10). Ejemplos de metafases de POERI (Figura 11 A),

B), C) y D) y ejemplos de metafases de CTRL (Figura 12 A), B), C) y D).
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Figura 10. Metafase con tincion diferencial.

Se expone una metafase humana donde es posible el conteo de los 46 cromosomas con tincién
diferencial entre las cromatides, permitiendo asi un conteo de los intercambios efectuados,

resultando en 8 ICH sefialados con flechas rojas
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Figura 11. Ejemplos de metafases de POERI vista al microscopio.

Se muestran ejemplos de metafases del POERI con diferentes cantidades de ICH, las flechas
rojas indican ICH vy en la esquina inferior en color rojo el total de ICH.
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Figura 12. Ejemplos de metafases de CTRL vista al microscopio.

Se muestran ejemplos de metafases del CTRL con diferentes cantidades de ICH, las flechas
rojas indican ICH y en la esquina inferior en color rojo el total de ICH.
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1X.4.2 Medias de Intercambio de Cromatides Hermanas en ambos grupos
Se analizaron 20 metafases de buena calidad por participante, a posteriori se obtuvo la
media de ICH por cada sujeto (POERI, Figura 13 y ANEXO 9); CTRL, Figura 14 y ANEXO

10).
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Figura 13. Cantidad de ICH por participante POERI.

Se plasma el codigo de identificacion de cada participante POERI (presentados como “RI”) en
el eje X y la respectiva desviacion estandar de ICH (barras negras) con la media destaca en cada
caso (figuras en color verde) en el eje Y. Es notable que el POERI con el codigo R123 mostrd
la mayor cantidad de ICH por metafase analizada con una media de 9.60 (indicado con la flecha
en color rojo), mientras que el POERI R104 presentd la menor media de ICH resultando en 5.80
(indicado con la flecha color azul) Media marcada con la linea horizontal color negro.
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Figura 14. Cantidad de ICH por participante CTRL.

Se representa el codigo de identificacion de cada participante del grupo CTRL, etiquetados
como “CTRL” en el eje X y su respectiva desviacion estandar de ICH (barras negras) con la
media destaca en cada caso (figuras en color rosa) en el eje Y. Es notable que el CTRL con el
cédigo CTRL15 mostrd la media de 7.10 ICH por metafase analizada (indicado con la flechaen
color rojo), mientras que el CTRL20 presentd la menor media de ICH resultando en 3.05
(indicado con la flecha color azul). Media representada con la linea negra horizontal.
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1X.4.3 Anélisis de Intercambio de Crométides Hermanas entre los grupos de estudio
Al realizar la comparacion entre el grupo POERI (media de 7.033+£0.860 ICH) y el
grupo CTRL (media de 4.717+1.061 ICH) se observo diferencia estadisticamente significativa

con un valor de p=0.0001 (Figura 15).
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Figura 15. Anédlisis de ICH entre POERI Y CTRL.

Se expresa el andlisis aplicado a las medias de ICH del grupo POERI, con una media de
7.033+0.860 (en color azul) y del grupo CTRL con una media de 4.717+1.061 (en color
amarillo). En el eje X se presentan los dos grupos de la poblacion de estudio y en el eje Y se
presenta la cantidad de ICH. Valor de p=0.0001

*:p<0.05
**x%p=0.001

Método estadistico: t student
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I1X.4.4 Anélisis de Intercambio de Croméatides Hermanas de ambos grupos divididos por
Sexo

El andlisis entre ambos sexos de los POERI se observaron diferencias significativas con
un valor de p=0.04 donde los M presentaron una media de 6.76+£0.70 y los F mostraron una

media de 7.48+0.94 (Figura 16A).

De la misma manera se realizo el estudio comparando los M (media de 4.43£1.02) y F
del grupo CTRL y no se encontraron diferencias significativas con un valor de p=0.09 (Figura

16B).
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Figura 16. Analisis de Intercambio de Cromatides Hermanas comparando Masculinos vs
Femeninos de ambos grupos.

A. Se grafica el resultado del anélisis de ICH aplicado al POERI dividido por sexo, donde
los Masculinos (M) presentan una media de 6.76+0.70 (color azul) mientras que los
Femeninos (F) una media de 7.48+0.94 (color lila). VValor de p=0.04.

*:p<0.05

B. Se expresa el andlisis de ICH empleado en el CTRL divididos de acuerdo con el sexo,
el grupo Femenino presenta una media de 5.18+0.99 (color rosa) y el grupo Masculino
una media de 4.43%1.02 (color verde). Valor de p=0.09
*:p<0.05

Método estadistico: t student
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I1X.4.5 Andlisis de Intercambio de Crométides Hermanas entre los grupos de estudio
divididos por sexo

Se realiz6 una subdivision de los sujetos de ambos grupos de acuerdo con el sexo: Fy

En el caso del analisis de ICH de F POERI (media de 7.489+0.941) en comparacion con
los F CTRL (media de 5.198+0.999) se obtuvo una marcada diferencia estadisticamente

significativa con valor de p=0.0019 (Figura 17A).

En el andlisis de los M POERI (media de 6.760£.704) vs M CTRL (media de
4.433+1.024) también se obtuvieron diferencias significativas muy marcadas con un valor de

p=0.0001 (Figura 17B).
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Figura 17. Comparacion de ICH divididos por sexo.

A) Se presenta el analisis entre Femeninos POERI con la etiqueta “RI” (color rojo claro)
versus Femeninos no expuestos a RI (color rosa). En el eje X se presentan los grupos de
Femeninos y en el eje Y la cantidad de ICH. p=0.0019.

*:p<0.05
**x*:p =0.001

B) Se presenta el analisis entre Masculinos POERI con la etiqueta “RI” (color azul) versus
Masculinos no expuestas a RI (color beige). En el eje X se presentan los grupos de
Masculinos y en el eje Y la cantidad de ICH. p=0.0001.

*:p<0.05
**p=00.19
**x*p =0.001

Método estadistico: t student
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1X.4.6 Analisis de relacion de consumo de alcohol y tabaco con la cantidad de Intercambio

de Cromatides Hermanas

Se evalué el consumo de alcohol y tabaco en el grupo POERI con la cantidad de ICH.

Se aplicd una prueba exacta de Fisher en cuantoal consumo de alcohol, la cual no mostrd

resultado estadisticamente significativo (ANEXO 11 A).

De igual manera, se utilizo la prueba exacta de Fisher para analizar el consumo de tabaco,

donde los resultados no mostraron diferencia significativa (ANEXO 11 B).

I1X.4.7 Analisis de asociacion de Intercambio de Cromatides Hermanas con el tiempo de
exposicion a R, variables bioguimicas y hematoldgicas
Se analizd la correlacion de la cantidad de ICH con las variables bioquimicas y

hematoldgicas, asi como con el tiempo de exposicion a Rl y no se observaron correlaciones.

Al analizar los pardmetros hematoldgicos y bioquimicos estudiados no mostraron
significancia estadistica a excepcion de la cantidad de basofilos en sangre exhibe correlacion

positiva con la cantidad de ICH (r=0.424, p=0.04) (Tabla 10).
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Tabla 10. Anédlisis de asociacion de Intercambio de Crométides Hermanas con el tiempo
de exposicion a RI, variables bioquimicas y hematoldgicas.

, Coeficiente de p
ARG correlacion
Glucosa -0.260 0.23 (NS)
Urea -0.310 0.15 (NS)
Nitrogeno ureico -0.311 0.14 (NS)
Creatinina 0.143 0.51 (NS)
Acido ureico -0.366 0.08 (NS)
Colesterol -0.097 0.65 (NS)
Triglicéridos -0.070 0.75 (NS)
Eritrocitos -0.368 0.08 (NS)
Hemoglobina -0.340 0.11 (NS)
Hematocrito -0.356 0.09 (NS)
VCM 0.097 0.65 (NS)
T | HbCM 0.070 0.74 (NS)
© | Conc. HbCM 0.022 0.92 (NS)
2 | Plaquetas 0.155 0.47 (NS)
2 | Distribucion de eritrocitos 0.173 0.42 (NS)
& | Volumen medio de plaquetas -0.016 0.94 (NS)
O Meucocitos totales 0.097 0.65 (NS)
Segmentados 0.098 0.65 (NS)
Linfocitos puL -0.059 0.78 (NS)
Monocitos pL 0.088 0.68 (NS)
Eosinofilos puL -0.092 0.67 (NS)
Basofilos* pL 0.424 0.04*
Segmentados % 0.129 0.55 (NS)
Linfocitos % -0.073 0.73 (NS)
Monocitos % 0.081 0.71 (NS)
Eosinéfilos -0.038 0.86 (NS)
Basofilos 0.259 0.23(NS)
Tiempo de exposicion a Rl -0.192 0.36 (NS)

Se observa correlacion existente entre la cantidad de ICH y los basofilos
*:p<0.05

Meétodo estadistico: Correlacion de Pearson y correlacion de Spearman.
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IX.5 Anélisis de expresion de miR-34a-5p

1X.5.1 Andlisis de expresion de miR-34-5p en ambos grupos de estudio

En el analisis de expresion de miR-34a-5p se registrd en el POERI una media de
1.915+2.438 y en el grupo CTRL 1.979+1.983, observando una tendencia a la alta expresion en
el grupo CTRL, sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p=0.678) (Figura 18). Se presentd heterogeneidad en la expresion de los sujetos de estudio de

ambos grupos (Figura 18).
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Figura 18. Anélisis de expresion de miR-34a-5p en ambos grupos de estudio.
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Se grafican los resultados de expresion de miR-34a-5p, el POERI (etiquetado como “RI” con
simbolos color azul) presenta una media de 1.915+2.438y en el grupo control (etiquetado como

“CTRL” con simbolos color verde) reporta una media de 1.979+1.983 (p=0.678)

Método estadistico: Prueba de Wilcoxon.
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IX.5.2 Anélisis de asociacion de la expresion de miR-34a-5p con pardmetros clinicos,
tiempo de exposicion a RI, edad y cantidad de ICH.

El andlisis de asociacion de la expresion con las variables bioquimicas y hematoldgicas,
asi como con el tiempo de exposicion a R, la edad y cantidad de ICH solamente se identifico

relevancia estadistica en el porcentaje de monocitos (Tabla 11).
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Tabla 11. Asociacion de expresion de miR-34a-5p con variables bioquimicas, variables
hematoldgicas, afos de exposicion a RI, edad y cantidad de ICH.

. Coeficiente de p
HARITEI correlacion
Glucosa 0.175 0.48 (NS)
Urea -0.133 0.59 (NS)
Nitrogeno ureico -0.133 0.59 (NS)
Creatinina 0.365 0.13 (NS)
Acido urico -0.090 0.72 (NS)
Colesterol 0.199 0.42 (NS)
Triglicéridos 0.119 0.63 (NS)
Eritrocitos 0.223 0.37 (NS)
Hemoglobina 0.249 0.31 (NS)
Hematocrito 0.221 0.37 (NS)
= VCM 0.153 0.54 (NS)
« | HbCM 0.175 0.48 (NS)
& | Conc. HbCM 0.211 0.39 (NS)
& | Plaguetas 0.050 0.84 (NS)
g Distribucion de eritrocitos -0.084 0.73 (NS)
T | Volumen medio de plaquetas -0.231 0.35 (NS)
S | Leucocitos totales 0.011 0.96 (NS)
S | Segmentados pL -0.024 0.92 (NS)
$ | Linfocitos L 0.150 0.55 (NS)
W " Monocitos pL 0.342 0.16 (NS)
Eosinofilos puL -0.035 0.88 (NS)
Basofilos pL -0.062 0.80 (NS)
Segmentados % -0.078 0.75 (NS)
Linfocitos % 0.090 0.72 (NS)
Monocitos % 0.570 0.013*
Eosinofilos % -0.038 0.87 (NS)
Basofilos -0.138 0.52 (NS)
Tiempo de exposicion a Rl -0.077 0.75 (NS)
Edad -0.018 0.94 (NS)
Cantidad ICH 0.136 0.57 (NS)

La expresion de miR-34a-5p presento asociacion con la cantidad de monocitos.

Método estadistico: Correlacion de Pearson y correlacion de Spearman.
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X. DISCUSION
En la presente investigacion se analizo la cantidad de ICH y la expresion de miR-34a-5p
en POERI, parte del area de radiodiagnostico hospitalario comparado con un grupo control no
expuesto a este tipo de energia. Con este estudio se pretende analizar el impacto en el perfil
citogenético desencadenado por la exposicion a R1y su relacion con el patron de expresion de

este microRNA.

En el presente proyecto se estudiaron 24 POERI de seis instituciones de salud y 24
individuos control, cuya poblacion provino de 9 municipios del estado de Sinaloa; permitiendo
contar de esta manera, con muestra heterogénea en cuanto a las instituciones de procedencia,

asi como del lugar de nacimiento.

En nuestro estudio para la obtencion de ICH tratamos de establecer una n adecuada
basandonos en estudios anteriores, sin embargo, no encontramos una cantidad especifica o una
formula que nos diera un nimero adecuado para este tipo de analisis por lo que escogimos una
N basandonos en una media aproximada entre todas N las investigaciones realizadas
previamente. Por lo tanto, consideramos que la n de 24 individuosPOERI y 24 individuos CTRL
pareados por edad y sexo podria ser de gran utilidad y ser representativa de nuestro estado.
Podemos destacar que esta N pudiera ser similar a la presentada por distintos estudios sobre
diversos genotoxicos. Tal es el caso de Erol, M. y cols. (2001) que estudiarona 11 POERI y 11
CTRL pareados por edad y sexo. Asimismo, Eken, A.y cols. (2010) contaron con una n de 70
individuos divididos en 40 POERIy 30 CTRL pero en este caso no estuvieron pareados. En
cambio, Tug, E.y cols. (2013) examinaron a 39 POERIy 35 CTRL similar a nuestro estudio
pareados por edad y sexo. En el mismo afio, Garibay, J. (2013) consideré los ICH de 17

pacientes con cancer de mama, por otra parte, Santovito, A. y cols. (2014) consideraron a 21
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POERIy 21 controles, Doukali, H.y cols. (2017) obtuvieron unan de29 POERI méas 35 CTRL.
Por su parte, Hussein, M. y cols. (2022) analizaron 30 POERIy 20 CTRL (12, 64, 94, 127,128,

129, 130).

En nuestro estudio se obtuvieron 15M y 9F de cada grupo de estudio donde se puede
observar que la mayoria fueron masculinos, similar alos estudios realizados por Erol, M. y cols.
(2001); Santovito, A.y cols. (2014) y Hussein, M. y cols. (2022) (Tabla 4) y contrariamente a
lo reportado por Tug, E. y cols. (2013) y Doukali, H. y cols. (2017) donde la conformacion del
grupo POERI fue mayoritariamente femenino. En uno de los estudios reportados no especifican
esta variable en su poblacion y en otro de los estudios analizaron solamente personas del sexo

femenino (12, 64, 94, 127, 128, 129, 130).

La edad minima solicitada para participar en el proyecto fue de 18 afios debido a que
este es un requisito general que considerar para fungir como POERI, sin embargo, no existe
evidencia de un rango de edad especifico a analizar en cuanto al perfil citogenético y molecular
en estos individuos. Por consiguiente se reporta una media de edad presentado en nuestra
poblacion de estudio de 37.08+8.9 afios (rango 24-61 afios) (Tabla 4 ), en comparacion con lo
divulgado por Erol, M. y cols. (2001) que su poblacién cuenta con una media de edad de
34.36£3.85 arios, por otro lado, Tug, E. y cols. (2013) reportan que la media de edad de su
poblacion es de 33.87+6.91 afios, de la misma manera Garibay, J. (2013) reporta que la edad
media de la poblacion estudiada fue de 47 afios (rango 37-61 afios), Doukali, H. y cols. (2017)
exponen que los individuos estudiados presentan una media de edad de 43.52+8.89 (rango 27-
58 afnos), por altimo, Hussein, M. y cols. (2022) reportan un rango de edad de poblacién de 22

a 57 afos (12, 64, 94, 128, 130).
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Se recopilaron datos sobre el tiempo de exposicion cronica a bajas dosis a RI por parte
del POERI, mostrando un rango desde 0.8 afios hasta 38 afios, con una media de 12.8+9.4 afios
desempefiandose como POERI (Tabla 4), se incluyo al personal con disparidad respecto a esta
variable con la finalidad de contar con los datos necesarios para analizar el potencial de los
marcadores estudiados como parametros biodosimétricos. En los antecedentes consultados
referentes al tema se evidencia diversidad en cuanto al tiempo laborando como POERI, como
lo publicado por Tug, E. y cols. (2013) cuya media de tiempo de exposicién a Rl es de
12.34+6.27 anos, por otro lado, Santovito, A.y cols. (2014) reportan una media de 9.714+8.730
anos (rango 1-29 afios), de la misma manera Doukali, H. y cols. (2017) presentan una media de
14.65%7.22 (rango 3-33 afios), finalmente, Hussein, M. y cols. (2022) exponen un rango de5 a

20 afos (12, 94, 129, 130).

De la misma manera se reunieron datos sobre los habitos de vida, destacando el hecho
de fumar cigarrillos de tabaco, debido a que el consumo de este producto libera alrededor de 70
compuestos nocivos para la salud que inducen al deterioro del material genético como DSBYy a
su vez generan ROS (131). Se le consideré como fumador a todo aquel individuo que fumara
tabaco de manera habitual independientemente de la cantidad de cigarrillos consumidos al dia,
coincidiendo con lo publicado por Kumar, J. y cols. (2012), Doukali, H. y cols. (2017) y
Hussein, M. y cols. (2022) (91, 94, 130). Sin embargo, de acuerdo con Tug, E. y cols. (2013) el
valor de corte minimo de cigarrillos fumados al dia para contemplar a un individuo como
fumador es de 10 cigarros, obteniendo resultados estadisticamente significativos (12). En el
grupo POERI el 16.6% report6 fumar tabaco de manera habitual, mientras que el 83.3% de este
grupo no lo hace; en cuando a los individuos CTRL el 8.3% menciona fumar tabaco y el 91.6%
de este conjunto no consume tabaco (Tabla 4). No se evidencio significancia estadistica en el
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consumo de alcohol y tabaco en nuestra investigacion (ANEXO 11), en el caso del consumo de
tabaco probablemente debido a que los individuos que reportaron fumar no consumen lo

suficiente para que impacte en el mecanismo de reparacion del DNA.

El consumo de alcohol también se ha relacionado con el incremento de la cantidad de
ICH debido a que un producto del metabolismo del alcohol es el acetaldehido (AA, del inglés
Acetaldehyde), compuesto considerado como un agente genotoxico (91, 132). La presencia de
AA en el organismo provoca la aparicién de DSB que son reparadas mediante el mecanismo de
HR que resulta en ICH al aumentar la expresion de Rad51 e inducir la activacion de p53, dicho
evento se presenta cuando la exposicion al AA ocurre de manera prolongada a bajas dosis (133).
Debido a lo anteriormente mencionado, es que se recabaron datos sobre el consumo de alcohol
en nuestra poblacion de estudio, dando como resultado que el 75% de POERI consume alcohol
de manera ocasional, mientras que el 25% reporta no beber bebidas que contengan alcohol; en
el caso de grupo CTRL el 41.6% reporta consumir alcohol de manera ocasional y el 58.3% no
lo consume (Tabla 4). Conforme a los resultados de Tug, E. y cols. (2013) el consumo de alcohol
fue insignificante por lo que no se considerd dentro del analisis estadistico (12), concordando
con nuestros resultados (Tabla 13). Butler, M y cols. (1981) reportan que la cantidad de ICH se
altera por el consumo de alcohol cuando el individuo presenta alcoholismo, a diferencia de
cuando el consumo es ocasional, de la misma manera mencionan que es posible revertir este

dafio al eliminar el consumo del genotdxico (132).

Dentro del historial clinico se recopilaron datos sobre enfermedades crénico-
degenerativas, donde se mencioné en el grupo POERI un individuo con DMt2 e HA (Tabla 4),
lo cual es relevante debido a que el desajuste metabolico provocado por la patologia DMt2 o el

tratamiento de esta puede llegar a influenciar la cantidad de ICH o la expresion de miR-34a-5
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(134, 135). Por otro lado, en el grupo CTRL un individuo reporté enfermedad renal cronica
causada por un accidente mecanico (Tabla 4), empero no se encontraron registros de que la

condicién impacte alguno de los marcadores analizados.

Se evalud la quimica sanguinea con el objetivo de mimetizar el analisis realizado de
manera oficial en México en el POERI como parte de su monitoreo de salud, a pesar de ello,
existe dualidad en los resultados de las investigaciones previas respecto al tema (45). En cuanto
a los resultados de la quimica sanguinea no se mostrd diferencia estadistica en los valores de
glucosa, urea, nitrogeno ureico, acido urico, colesterol y triglicéridos, a diferencia, la variable
creatinina (Cr) mostrd diferencia estadisticamente significativa, donde el grupo POERI resulté
con una media de 0.87+0.17 mg/dL mientras que el grupo CTRL present6 una media mayor
debidoa que fue de 0.95+0.18 mg/dL (Tabla 5), no obstante, los resultados de la totalidad de
participantes se presentd dentro de los valores de referencia utilizados en el laboratorio de
andlisis clinicos. En el caso de los participantes masculinos la creatinina mostré diferencia
estadisticamente significativa, el POERI masculino presenté una mediade 0.93+0.13y el grupo
CTRL masculino una media de 1.06+0.12, valor de p=0.008 (Tabla 6), no se encontraron
reportes bibliograficos donde se mencione este hallazgo. Es posible inferir que el la media
mayor de Cr en el CTRL se debe a la realizacion de ejercicio ya que el grupo control mas
individuos hacen ejercicio en comparacion con el grupo POERI, dado que existe evidencia sobre
niveles elevados de Cr sérica en los individuos que realizan ejercicio de manera regular (136).
De acuerdo con Borzoueisileh, S. y cols. (2020) los niveles séricos de Cr y BUN no son
estadisticamente significativos en ratas expuestos a distintos niveles de radiacion, sin embargo,
estos valores se elevan en comparacion con el valor utilizado como referencia (57). Silva, R. 'y
cols. (2016) reportan que al analizar los parametros bioquimicos de 45 individuos considerados
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POERI no se evidencio diferencia importante comparados con el grupo control, incluso al hacer
una distincion de sexo (137). Sin embargo, Serhatlioglu, S. y cols. (2004) encontraron que los
niveles de triglicéridos presentan diferencia estadistica entre el POERI y controles, al igual que
diferencia en inmunoglobulinas planteando los cambios a nivel inmunolégico a causa de la
exposicion a RI1 (138). En contraste, Rezaei, B. y cols. (2023) al analizar a personal médico
expuesto a R1y gases anestésicos comparadas con un grupo control no mostraron diferencia en

los parametros bioquimicos (139).

Otro parametro evaluado en el examen propuesto en la NOM-026-NUCL-2011 es la
glucosa, esto debido a que la exposicion a RI altera la homeostasis de la glucosa a nivel
organismo, estos datos concuerdan con los resultados de Nylander, V. y cols. (2016) donde se
utilizé un modelo in vivo para probar los efectos de la irradiacion en el metabolismo de la
glucosa y se descubrié una alteracion en el epigenoma, que a su vez modificd la homeostasis
(45, 63, 140). Sin embargo, en nuestros resultados no se obtuvo resultados estadisticamente
destacables, infiriendo que el metabolismo del POERI estudiado no presenta alteraciones
provocadas por la R1, sin embargo, la media del POERI seencuentra por encima en comparacion

con el grupo CTRL (Tabla 5).

Ademés, otra caracteristica estudiada dentro del analisis de la NOM-026-NUCL-2011
es el &cido drico (45). El acido urico (AU) es un compuesto quimico de desecho resultado del
metabolismo de las purinas, puede estar presente en sangre o en orina y cumple un rol
antioxidante en el organismo al captar las moléculas de ROS y RNS (141, 142). Paithankar, J.
y cols. (2020) analizaron el papel del AU ante la exposicion a RI utilizando como modelo de
estudio a Drosophila melanogaster, dado que dicha especie presenta de manera natural

radioproteccion y fibroblastos de origen humano, los cuales fueron sometidos a radiacion
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ionizante cony sin presencia de AU, presentando una mejor viabilidad celular cuando el AU se
encontraba en el medio, confirmando asi que el aumento de AU puede representar un agente
protector ante la irradiacion al minimizar los efectos indirectos de la RI (143). De acuerdo con
los resultados obtenidos por Ismail, A.y cols. (2021) el AU aumenta en el POERI comparado
con el grupo control (56), sin embargo en los resultados de nuestra investigacion no se presento
diferencia estadisticamente significativa empero se presenta una media mayor en el grupo
POERI comparado con grupo CTRL pero dentro del limite de referencia del laboratorio,
llegando a inducir que este aumento esté relacionado con la necesidad de capturar las ROS

derivados de los dafios indirectos generados por la Rl (Tabla 5).

Se cuenta con registro sobre el impacto de la RI en algunos metabolitos en modelos
animales o en componentes sanguineos humanos, sin embargo, presentan discordancia en los
resultados, en los que algunas investigaciones reportan la utilidad de estos pardmetros como
marcadores dosimétricos mientras que en otros estudios reportan estas variables no cuentan con
potencial para confirmar exposicion a Rl o medir la dosis absorbida y otro factor importante a
considerar es el tipo de radiacién ionizante y la fuente de la exposicion (56, 138, 143, 144, 145).
Existe una faltante bibliografica sobre la evaluacion entre el tiempo de exposicion a Rl del
POERI y las variables analizadas en la quimica sanguinea, en nuestros resultados los valores de
urea, acido Urico, nitrégeno ureico y colesterol mostraron una correlacion positiva con el tiempo
de exposicion a RI (Tabla 7), lo que puede deberse a que la exposicion a bajas dosis de Rl de
manera constante por tiempo prolongado aumenta la cantidad de ROS, que a su vez las ROS
promueve el almacenamiento de colesterol, transforméndose en un ciclo autotoxico potenciado
por la exposicion a Rl debidoa que la acumulacion de este lipido genera mayor estrés oxidativo,
perpetuando el dafio al DNA que impacta el perfil citogenéetico (56). Coincidiendo con lo
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registrado en nuestra investigacion, Lenarczyk, M. y cols. (2019) reportan los efectos a nivel
bioguimico de la Rl en modelo de rata donde la Cr, el BUN, colesterol y los triglicéridos se
identifican como biomarcadores que se alteran en relacion con la dosis recibida (145). Sin
embargo, las modificaciones bioquimicas son asociadas a diversos factores como con el
envejecimiento, sexo, genética, el estilo de vida y el ambiente; se reporta un incremento en los
niveles séricos deécido Urico, colesterol, triglicéridos, creatinina, urea y glucosa deacuerdo con
la edad (146, 147, 148). En nuestra investigacion se identifico significancia estadisticaen cuanto
a el acido urico y colesterol (Tabla 8) en relacion con la edad del POERI, no obstante, a
excepcién de un sujeto, los individuos estudiados niegan diagndstico previo de enfermedad
metabolica al igual que los resultados de la quimica sanguinea se encuentran dentro de los
valores de referencia, infiriendo que la edad modifica estas variables empero no establecen la

presencia de alguna patologia o que se presentan debido exclusivamente a la exposicion a RI.

Asi mismo se realizd un analisis de pardmetros hematoldgicos mediante una biometria
hematica, estudio realizado dentro de la NOM-026-NUCL-2011 (45). Se presenta contraste en
cuanto a los resultados de distintas investigaciones donde algunas reportan que existe diferencia
estadisticamente significativa de la biometria hematica (BH) del POERI, mientras que algunas
investigaciones mencionan que no es relevante este estudio (51, 52, 55, 137, 149, 150); en
nuestra investigacion la BH no mostro resultados estadisticamente significativos en ninguna
variable entre el POERI y CTRL (Tabla 9), ni al realizar una distincion de acuerdo con el sexo
(ANEXO 4y ANEXO 5); similar a los resultados en relacion con el tiempo de exposicion a Rl
(ANEXO 6). Segun lo publicado por Silva, R. y cols. (2016) al analizar los parametros
hematoldgicos del POERI hospitalario y grupo control no se expone diferencia estadistica en
estos valores en relacion con la exposicion a R1 (137). Por otro lado, Heydarheydari, S. y cols.
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(2016) reportan que las variables Hb y VCM se presentan disminuidos de manera considerable
comparado con el grupo control cuando existia un minimo de 10 afios de exposicién a R1 y se
menciona que estos marcadores posiblemente pueden utilizarse para analisis dosimétrico (52);
de igual manera, la titulacion de plaquetas también se propone como una marcador dosimétrico
en POERI ya que se reporta que existe inicialmente una trombocitosis seguidos de una

trombocitopenia debido a la exposicion a RI, pese a que nuestros resultados no identifican

diferencia estadistica en cuanto al volumen plaquetario (Tabla 9) (55).

Ademas, Surniyantoro, H. y cols. (2019) indican que existe una diferencia notable en el
conteo de total de eritrocitos y leucocitos, en el VCM, hematocrito, linfocitos y monocitos entre
el POERI Yy los controles, también realizaron una regresion linear para analizar la correlacion
entre los parametros hematoldgicos y los afios de exposicién a RI, donde Unicamente el conteo
de eritrocitos mostré un impacto en relacion con la dosis absorbida (150). Por otro lado, Ismail.
A.y cols. (2021) reportan que el conteo de eritrocitos y leucocitos se incrementa y las plaquetas

disminuyen en el POERI en relacién con el grupo control (56)

Concordando con la viabilidad de utilizar la biometria hematica como indicador
dosimétrico, Glngdrdi, N. y cols. (2022) realizaron un seguimiento de los valores heméticos
presentados por de 169 POERI y 170 controles, resultando en que el nivel de eritrocitos y
neutrofilos disminuyen cuando existe una exposicion a RI menor a 10 afios, a diferencia de
cuando la exposicién al genotéxico es mayor de 10 afios cuando se presenta aumento en la
distribucion de eritrocitos y disminucion de Hb, neutrofilos y eritrocitos, llegando a concluir
que existe sinergia entre la dosis absorbida y el sistema hematopoyético (51). Por ultimo,
Bahrami, A.y cols. (2023) reportan que solo los eosinofilos se alteran por la exposicion aRI en

el POERI en relacion con el grupo control (149).
103



La modificacién de los parametros hematoldgicos puede deberse a maltiples factores,
entre estos, la edad, debido a que el proceso de envejecimiento impacta la produccion de celulas
hematopoyéticas, en modelos animales se ha identificado aumento de los niveles de monocitos,
eosinofilos, neutrofilos, hematocrito y eritrocitos, asi como la disminucion de la cantidad de
linfocitos, plaquetas, VCM y HbCM (146, 151). En los resultados de nuestro ensayo no se
identifica significancia estadistica (ANEXO 7) en cuanto a estas variables posiblemente por el
rango de edad de lamedia de lamuestra (37.08+8.9 afios) ya que de los 20 a los 60 afios de edad

estos valoren se mantienen estables (152).

Es posible inferir que el contraste de resultados estadisticamente significativos en cuanto
a los parametros bioquimicos y hematoldgicos del grupo POERIy grupo CTRL tanto en esta
investigacién como en los reportes previos es debido a diversos factores como el correcto uso
de equipo de proteccion personal, a la tecnologia de los equipos de imagen a los que esta
expuesto el POERI, los habitos de vida y que los cambios de estas variables se presentan de
manera evidente cuando existe una probable patologia hematolégica o cuando existe una
exposicion agudaa RI, como unaccidente radiologico donde el organismo recibe altas dosis de
RI en un lapso corto de tiempo, alcanzando el establecimiento del sindrome hematopoyético.
No obstante, existe evidencia sobre las alteraciones hematoldgicas en el POERI a consecuencia
de la exposicion a dosis bajas de RI de manera cronica, que se presentan en relacion con el
tiempo laborando con este tipo de energia, donde existen registros sobre patologias
ocupacionales padecidas por el POERI, dentro de las cuales se refleja modifica el DNA (51, 52,

55, 149, 150).

La RI al entrar en contacto con las células del organismo puede causar dafios directos en

el material genético o indirectos donde las moléculas generadas a consecuencia de dicha relacion
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son las que interactdan con el DNA, ambos tipos de dafio desencadenan distintas cascadas de
sefializacion que inducen diversos efectos en la célula, que asu vez se categorizan como efectos
estocasticos en los cuales la célula aun es viable mediante la reparacion de la modificacion en
el DNA, sin embargo, estas alteraciones se acumulan durante el tiempo de vida de la célula,
senescencia celular temprana o en el arresto del ciclo celular vy los efectos deterministicos en

donde se induce la apoptosis de la célula irradiada (2, 9, 37, 41, 42, 43).

El DNA al ser una molécula afectada por la irradiacion ha sido tema de estudio en el
POERI que se expone de manera crénica a dosis bajas de Rl y que, por otro lado, cuenta con un
EPP y dosimetro para monitorear la cantidad de dosis recibida, sin embargo, es cuestionable el
uso correcto de estos, por lo que es de sumo interés analizar si la Rl llega alterar el perfil
citogenético, debido a esto, el area de la citogenética es prometedora en cuanto a la

identificacion de biomarcadores que permitan la evaluacién acertadadel estado de salud de estos

individuos (2, 11, 26, 47, 64).

La citogenética ofrece un amplio catalogo de técnicas que permiten evaluar diferentes
aspectos del genoma de los organismos sometidos a distintas condiciones, como analizar el
efecto de la exposicion a genotdxicos como lo es la Rl mediante el Intercambio de Cromatides

Hermanas (8, 11, 39, 65).

El ICH es un mecanismo de reparacién del DNA mediante Recombinacion Homologa,
parte del DDR, donde se utiliza a la cromatide homologa como templado para reintegrar la
secuencia de materia genético durante la fase de sintesis del ciclo celular (39, 65). El proceso
de reparacion mediante ICH requiere de la participacion de maltiples moléculas con un papel

especifico dentro de la cascada, como el reconocimiento de la lesion por parte del complejo
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MNRy ATM, la unién de EXO1al sitio de dafio, la agregacién de Rad54 en forma de filamento
que es sustituida por Rad51 que forma un puente proteico en busca de la secuencia homologa
en la cromatide intacta, una vez la detecta se forma una HJ para permitir que la polimerasa
sintetice el material faltante, se genere una segunda HJ que al resolverse se genera el intercambio
entre las cromatides (73, 76, 81, 84). Este proceso de reparacion se presenta de manera natural

en los seres vivos, sin embargo, la cantidad de ICH por cada metafase es la que indica el dafio

(90).

Es posible visualizar los intercambios de cromatides hermanas al microscopio gracias al
marcaje con BrdU de la cromatide recién sintetizada, por lo que se propone como un marcador
que indica exposicién a R1, para realizar el andlisis de nuestra poblacion de estudio se realizé la
estandarizacién de la técnica bajo las condiciones del Laboratorio de Genética de la FMUAS.
La técnica base requirio de multiples variaciones para estandarizar las condiciones ideales como
modificaciones en la composicion del medio, concentracion de BrdUy cambios en el proceso

de tincién (ANEXO 8).

Existen registros de que el POERI presenta mayor cantidad de ICH en comparacion con
los individuos no expuestos de RI debido a que la irradiacion provoca inestabilidad
cromosomica, no obstante, de igual manera se ha reportado que este marcador no es significativo
en esta circunstancia (8, 12, 18, 64, 94, 127, 129, 130, 153, 154). De acuerdo con los resultados
de nuestra investigacion en cuanto al analisis citogenético mediante conteo de ICH, el POERI
(M=7.033+0.860) en comparacion con el grupo control (CTRL) (M=4.717+1.061) presenta una
diferencia estadisticamente significativa (p=0.0001) (Figura 15), concordando con lo reportado
por Tug, E.y cols. (2013), Doukali, H. y cols. (2017) (p<0.001) y Hussein, M. y cols. (2022)

que coinciden en que la exposicion a Rl afecta este mecanismo de reparacion causando la
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acumulacion de ICH en las metafases de los linfocitos analizados (P< 0.05) (12, 94, 130). De
acuerdo con Tug, E. y cols. (2013) estudiaron los ICH de POERI y grupo control donde se
presento un incremento de ICH significativo, no obstante, la media de ICH de ambos grupos
estan por debajo de lo encontrado en nuestros resultados ya que el POERI en su investigacion
resulté con una media de 5.1941.06 y el grupo CTRL una media de 3.38+1.13 (12). Por otro
lado, Santovito, A. y cols. (2013) también reporta un incremento de ICH en el POERI
comparado con el grupo CTRL (p =0.003) y proponen el analisis deaberraciones cromosémicas
en conjunto para analizar al POERI debido a que presentan alteraciones incluso cuando la dosis
absorbida se encuentra dentro de los limites establecidos (129). En conjunto, Doukali, H. y cols.
(2017), proponen distintos marcadores citogenéticos con potencial de biomonitoreo del POERI,
entre ellos los micronucleos y el ICH, al igual que biomarcadores moleculares como los
polimorfismos XRCC1 399 Arg/Gln y XRCC3 241 Thr/Met, de acuerdo con sus resultados
ambos marcadores de dafio al DNA se presentan elevados en el POERI, mientras que los
polimorfismos no son significativos bajo este contexto, por lo que proponen un escrutinio
minucioso del POERI mediante andlisis citogenético, al igual que plantean como cantidad
umbral de ICH 12 intercambios (94). Coincidiendo con los resultados favorables de la
supervision del POERI mediante analisis citogenético, Hussein, M. y cols. (2022), evaluaron
los ICH en dichos individuos en conjunto con el ensayo cometa y analisis de mutaciones en el
gen HPRT (del inglés Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1), donde los 3 marcadores

indican aptitud como dosimétricos (130).

Al aplicar un analisis minucioso dividiendo por sexo al POERI (M vs F) se reflejo que
también existe una diferencia estadistica siendo los Femeninos las que presentan una mayor
cantidad de ICH (Figura 16), mientras que la comparacion por sexo en el grupo CTRL no se
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mostré diferencia, sin embargo, los Femeninos mostraron mayor ICH (Figura 16). EI proceso
de reparacion del DNA ha sido ampliamente estudiado en los humanos, sin embargo, la
informacion es escasa en cuanto a la confrontacion de estos mecanismos entre hombre y
mujeres, por lo que sigue siendo campo de estudio; respecto al ICH existen pocos registros, no
obstante, se reporta que las mujeres suelen presentar 0.5 mas ICH por metafase en contraste con
los hombres (155, 156). Por otro lado, en la poblacion estudiada por Tug, E. y cols. (2013)
realizando la misma divisién de grupos como se menciond anteriormente, no evidencian dicho
cambio (p=0.77), concordando con lo reportado por Santovito, A. y cols. (2013) proponiendo
que el sexo no influye en la aparicion de ICH (12, 129). Al comparar F CTRL vs F POERI, al
igual que M CTRL vs M POERI, se encontré elevado significativamente la cantidad de ICH de
ambos grupos POERI (Figura 17), lo que permite elucidar que la exposicion a RI altera la
estabilidad cromosomica independientemente del sexo, concordando con los resultados de Tug,
E. y cols. (2013) al evaluar a poblacion de la misma manera: M (p=0.001) y F (p=0.004) (12),
sin embargo, en nuestro experimento se observa mayor significancia en el analisis de los M

(p=0.0001).

Se han realizado revisiones sistematicas y metaanalisis sobre los probables marcadores
bioldgicos aplicables en el POERI, distinguiendo a las aberraciones cromosomicas que se
presenta 3.19 veces mayor en el POERI que en el grupo CTRL, a los MN que se presenta 1.42
veces incrementado debidoa la Rl y los ICH presentes 4.89 veces mas a raiz de la RI, sin
embargo, se menciona que el potencial del ICH debe ser evaluado ya que puede afectarse por
otras condiciones externas como el contacto con pesticidas (8, 18). Discrepando de otras
investigaciones, existe bibliografia que expone la falta de significancia en la cantidad de ICH
en el POERI, como Eken. A. y cols. (2010) cuyos resultados no mostraron diferencia entre la
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poblacién expuesta a Rl y la que no tuvo contacto con el genotdxico, proponiendo a los MN

como marcadores adecuados para analizar de manera individual al POERI (127).

Al realizar la correlacion de variables bioquimicas, hematoldgicas y el tiempo de
exposicion a Rl con la cantidad de ICH Unicamente los basofilos presentaron conexion
débilmente positiva (Tabla 10), no obstante, la evidencia reporta que la exposicion a Rl provoca
desequilibrio inmunoldgico alterando la cantidad de distintos tipos celulares como el aumento
de los basdfilos o que no presentan diferencia en relacion con la RI (149, 157). Sin embargo, no
se encontraron registros sobre la posible relacién de la cantidad de basofilos con la cantidad de
ICH, empero existe evidencia de la sinergia que existe con la liberacion y acumulacion de IgE
liberada por los basofilos y la aparicion de dafio en el DNA en el tejido epitelial (158). Nuestros
resultados identificaron la tendencia al aumento de baséfilos, lo que podria establecer basofilia,
la cual es relacionada con la aparicion de patologias hematoldgicas como distintos tipos de
leucemia, que a su vez, su establecimiento esta (159) relacionado con la exposicion a Rly se

reportan como patologias ocupacionales en el POERI (160).

Por otro lado, se ha estudiado el patron de expresion de distintas moléculas como
indicadores de estados fisiologicos o patoldgicos del organismo, siendo un ejemplo los
miRNASs, los cuales regulan la expresion génica a nivel postranscripcional mediante la

degradacion o captura del mMRNA (14, 15, 95, 96).

El analisis de la expresion de miRNAs viabiliza la identificacion de biomarcadores bajo
condiciones determinadas, como la exposicion a RI, sin embargo, actualmente el

reconocimiento de miRNAs especificos representa un reto cientifico (17, 110). La cantidad de
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RI absorbida, el tipo de RI, asi como el tiempo que se estuvo expuesto a la fuente de energia

impacta en la respuesta del organismo y en los mecanismos de reparacion (17).

Investigaciones recientes sobre el efecto que tiene la exposicion a Rl sobre distintostipos
celulares utilizan diversos modelos in vivo como ratones, ratas o chimpancés no humanos, asi
como el uso de modelos in vitro con diversas estirpes celulares, o bien, analizar fluidos humanos
de pacientes vivos, permitiendo ampliar el conocimiento de respuesta ante esta condicion(16,

17, 120, 161).

Se han realizado revisiones sistematicas para identificar los miRNAs con potencial como
biomarcadores ante la exposicion a Rl y como dosimétricos, identificando a miRNA supresor
de tumores miR-34a, sin embargo, no se reporta la secuencia 3p o 5p analizada, no obstante,
existe reporte sobre variacion minima entre la expresion de miR-34a-3p y miR-34a-5p en
vesiculas extracelulares (17, 110, 118, 162). miR-34a-5p se presenta de manera normal en los
tejidos humanos; se encarga de regular la expresion de alrededor de 700 moléculas, estas a su
vez involucradas en la apoptosis, senescencia celular, hematopoyesis, regulacion y progresién
del ciclo celular; debido a que el proceso de division celular es sumamente relevante para la
supervivencia de un individuo es que se ha estudiado el investigado la sinergia entre miR-34a-

5p, la exposiciéon a Rl y el aumento de ICH (73, 111, 118, 120, 163).

Halimi, My cols. (2016) reportan la sobreexpresion de miR-34a en suero sanguineo de
donantes sanas y de pacientes con CA de mama antes y después de recibir radioterapia,
reportando un aumento del miRNA en las pacientes con CA en relacién con el grupo control, al
igual que miR-34a-5p se presenta sobreexpresado después de recibir radioterapia, concluyendo

que la expresion del miRNA cambia en respuesta a la exposicién a RI (16), no obstante el patron
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de expresion de miR-34a-5p de modifica en los pacientes con cancer, por lo que es complicado
definir si la alteracion del miRNA es debido a la exposicién a Rl o al proceso patologico. En
otro estudio realizado por Huber, C y cols. (2024) analizaron la expresion de miR-34a-5p en
microvesiculas de distintos tamafios derivadas de la sangre humana postexposicion a distintas
dosis de RI, entre ellas la dosis promedio utilizada durante una sesién de radioterapia de 2 Gy,
se aplicd a sangre humana de donantes sanos la exposicion directa a RI, resultando en una
sobreexpresion del miRNA proveniente de microvesiculas totales desde las 24 hasta las 96 horas
después de la irradiacion, no obstante, también se reporta heterogeneidad en los resultados
individuales del patron de miRNAs expresados entre microvesiculas totales y microvesiculas
pequefias, al igual que describen alteraciones en vias de bioquimicas y de sefializacién como la
viabilidad y senescencia celular debido a que se afect6 la cantidad celular encontrada en la
muestra (162). La heterogeneidad de resultados individuales de expresion del miRNA visibiliza
la variabilidad que puede existir entre sujetos que son sometidos al mismo estimulo,

evidenciando la necesidad de estandarizar la muestra apta que permita la estandarizacion.

Ademas, de acuerdo con Zeng, H. y cols. (2019) miR-34a modula la respuesta de la
reparacion del material genético en las células hematopoyéticas de raton después de haber sido
irradiadas, estableciendo unarelacion entre la presencia del miRNAYy la eficiencia de reparacion
mediante HRy NHEJ, ya que la deficiencia delmiRNA provoca una disminucion de la actividad
de DDR cuando se presenta irradiacion de manera aguda y las células llegan a presentar dafios
permanentes debido a la acumulacion de lesiones en el material genético; asimismo se presenta
una diferencia de expresion del miRNA de acuerdo con la cantidad de R1 a la que el modelo fue
expuesto, presentando la maxima expresion a las 24 horas después de la irradiacion vy
disminuyendo sus niveles con el paso de las horas (120). MiR-34a regula procesos de
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produccion y maduracion de células sanguineas, asi como la respuesta inmune y la aparicion de
patologias hematoldgicas, por lo que los cambios en su expresion representan riesgo de
desarrollo de patologias como leucemias, las cuales también se asocian con la exposicion a Rl
(120). La discordancia de resultados con nuestra investigacion probablemente se deba a la
diferencia en el tipo de exposicién a la que esta sometido el POERI, ya que se presenta de
manera crénica y portan EPP, lo que podria permitir al organismo en conjunto con otras
moléculas modular la expresion de miR-34a-5p permitiendo la reparacion gradual de DSB

mediante ICH.

Por otro lado, Stankevicins, L y cols. (2013) estudiaron los efectos de la Rl a bajas dosis
en la expresion de miR-34a in vitro utilizando células sanas de mama y células cancerosas de
mama, observando que se sobreexpresa el miRNA desde las 4 horas postirradiacion y a las 24
horas comienza un descenso de expresion, identificando que miR-34 puede relacionarse con la
cantidad de radiacion, la estirpe celular y el tiempo de exposicion; la investigacion se realiz6
con la finalidad de analizar los efectos que tiene la mastografia sobre las células de mama,
debido a que se diversas estudios indican que la irradiacion a dosis bajas de RI sobre células de
mama pueden afectar el DNA de mayor manera de lo considerado, deacuerdo con los resultados

se identifico que existe dafio al material genético, sin embargo, es posible repararlo una vez se

elimina el agente genotoxico, lo que normaliza la expresion de miR-34ay p53 (122).

Aunado a estos resultados, Liu, C. y cols (2011) reportaron que Se presenta mayor
radiosensibilidad en ratones jovenes comparado con ratones adultos, asi como observaron
distinta radiosensibilidad y diferencia en la expresion de miR-34a en distintos érganos como el
bazo, higado y timo, también identificaron que miR-34a se encuentra en el suero sanguineo de

ratones de distintas edades que han sido irradiados, mientras que no se encontrd a p53 en este
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fluido, reforzando la propuesta como biomarcador de miR-34a, ya que podria indicar lesion por
exposicion a RI, radioproteccién y radiosensibilidad relacionado con la edad delsujeto irradiado

(123).

Al existir un dafio al material genético inducido por RI se activa el sistema DDR que es
regulado por la accion de diversos miRNAs, asi como por la actividad de p53, que a su vez, p53
promueve la expresion de miR-34a y viceversa debido a que las regiones del promotor del gen
MIR34 es secuencia palindromica que se complementa con los sitios de unién de p53; por otro
lado las DSB provocan la expresion de ATM que induce la expresién de miR-34a-5p (113, 164).
Se ha analizado la sinergia que existe entre miR-34a-5p y la activacion del sistema DDR,

especificamente con el mecanismo HR que produce la aparicion de ICH (113, 120, 165, 166).

miR-34a-5p regula distintas moléculas, entre ellas, se encuentran algunas involucradas
en la regulacion y progresion del ciclo celular como CDK4/6 y BCL2, como también regula
moléculas cuya funcion es reparar las DSB mediante HR como Rad51, fundamental para la
busqueda de la secuencia homdloga en la croméatide hermana, formar el puente proteico

permitiendo la creacion de una HJ.

Los resultados de nuestra investigacion sugieren que no existe una alteracion
estadisticamente significativa en la expresion de miR-34a-5p en el POERI (M =1.915 + 2.438)
en comparacion con el grupo CTRL (M =1.979 + 1.983) (p = 0.678) (Figura 18). No se encontro
reportes bibliograficos en los cuales se evaluara la expresion de este miRNA bajo el contexto
especifico donde se analice al POERI, sin embargo, existen antecedentes donde este miRNA es
utilizado como biomarcador de exposicion a R1y se propone como parametro dosimétrico (16,

17,110, 111, 120, 122, 123). La asociacion entre la expresion de miR-34a-5p y la cantidad de
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ICH en el POERI no se ha reportado anteriormente, no obstante, de acuerdo con la revision
bibliogréfica probablemente existe una relacion entre la expresion del miRNA y la aparicién de
ICH debido a que miR-34a-5p regula la traduccion de Rad51, que promueve la formacion de

ICH, empero esta via molecular no esté descrita aun.

De acuerdo con los resultados de nuestra investigacion, no se observé significancia
estadistica (Figura 18), sin embargo, se identificd una tendencia a la baja expresion del miR-
34a-5p en POERI en relacion con el grupo CTRL, lo que podria indicar que la exposicion a RI
induce poca presencia del miR-34a-5p, permitiendo la expresion de Rad51 y aumentando la
reparacion del dafio al DNA mediante la HR mediante el incremento de ICH en linfocitos,
considerando que esté evaluando el fluido biol6gico de un organismo complejo, el cual cuenta

con distintos mecanismos de reparacion.

De igual manera, la tendencia a la baja expresion de miR-34a-5 en el POERI
probablemente se deba a que reciben la irradiacién de manera crénica a dosis bajas y este
miRNA Unicamente ha sido evaluado anteriormente cuando existe una exposicion aguda a RI,
como lo es la radioterapia o exposicion directaen modelos in vitro e in vivo, no se encontraron

reportes donde se utilice como marcador en exposicion crénica a dosis bajas.

Existen reportes sobre distintos patrones de expresion de miRNAs en las diferentes
células sanguineas (macr6fagos, monocitos, células T, células B, eosinéfilos) dependiendo del
contexto fisiologico o patoldgico en el que se analicen, asi como esta involucrada la familia
miR-34 en la diferenciacion de células progenitoras de la linea mieloide, especificamente la
sobreexpresion de miR-34a regula la diferenciacién que produce células dendriticas (167, 168).

miR-34a-5p regula procesos inmunoldgicos ya que la expresion sobreexpresion del miRNA
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produce alteracién en la respuesta antitumoral al disminuir la expresion de receptores de
guimiocinas para el reconocimiento de células tumorales por parte de los macréfagos M1,
observando que existe una relacion entre la expresion de miR-34a-5p y el cancer (168, 169).
Monocitos presentan mayor radiosensibilidad en comparacion con otras células sanguineas,
después de la exposicion a Rl se activan diversas cascadas de sefializacion que conllevan al
reclutamiento y aumento en la cantidad de monocitos (170) En nuestra investigacion se
identificé asociacion débilmente positiva entre la expresion de mir-34a-5p (r=0.570, p=0.013)
y el porcentaje de monocitos (Tabla 11), no obstante, no existe bibliografia con reporte similar
donde se analice la exposicion cronica a Rl a dosis bajas como en el POERI, sin embargo, es
posible inferir que puede existir alteracion inmunoldgica asociada a la expresion de miR-34a-

5p en el POERI.
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XIl. CONCLUSIONES

1.- El perfil bioguimico y hematoldgico resulta deficiente para el monitoreo del POERI, debido

a que no se presentan alteraciones en relacion con la exposicion a Rl

2.- La exposicion a radiacién ionizante a bajas dosis de manera cronica emitida por los equipos
meédicos utilizados en el estado de Sinaloa hasta el afio 2024 aumentan la actividad de la

recombinacion homdloga del DDR.

3.- El Personal Ocupacionalmente Expuesto a Radiacion lonizante presenta mayor cantidad de
intercambio de crométides hermanas en relacion con el grupo control en Sinaloa, al igual que se

presenta mayor alteracién en los femeninos POERI en relacién con los masculino POERI.

4.- Masculinos y Femeninos POERI presentan alteracion de DNA, sin embargo, los masculinos

muestran mayor actividad de reparaciéon del material genético.

5.- Los resultados obtenidos sugieren que el biomarcador citogenético ICH se le puede

considerar como indicador de exposicion a radiacion ionizante, sin embargo, se requiere de un

analisis mas robusto para determinar su potencial como parametro dosimétrico.

6.- La exposicion a RI no altera el patrdn de expresion de miR-34a-5p en suero sanguineo del

POERI sinaloense.

7.- No se asocia la expresion de miR-34a-5p con la cantidad de ICH, no obstante, se precisa
mayor investigacion en la relacion que existe entre la expresion del miRNA y la regulacion de

la reparacion por HR, asi como su rol en la respuesta inmunoldgica.

116



XIl. PERSPECTIVAS

Realizar seguimiento al POERI analizado mediante el analisis bioquimico,
hematoldgico, citogenético y molecular.

Analizar con el enfoque de ICH a POERI de las 3 éareas de aplicacion médica
(radiodiagnostico, medicina nuclear y radioterapia) de la radiacion ionizante.
Recopilar datos de dosimetria mediante lecturas de dosimetro de los participantes
POERI.

Incluir en la investigacion a pacientes que hayan recibido radioterapia, al igual que a
personal administrativo que labore en zonas circunvecinas al area de manejo de
radiacion ionizante.

Ampliar el analisis de biomarcadores citogenéticos como aberraciones cromosémicas y
el ensayo cometa, al igual que biomarcadores moleculares.

Realizar un ensayo bioinformatico para identificar potenciales miRNAs de respuesta
ante la exposicién a RI.

Analizar perfil inmunoldgico de los sujetos de estudio.
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XIV. SIGLAS Y ABREVIACIONES

53BP1: del inglés Tumor suppressor p53-binding protein 1
AA: del inglés Acetaldehyde

AC: Aberracion cromosdmica

AGO: Argonauta

ATM: del inglés Ataxia-telangiectasia mutated

AU: Acido urico

BCL2: del inglés B-cell lymphoma 2 protein

BH: Biometria hematica

BLM: del inglés BLM helicase

BRCAL: del inglés Breast cancer type 1 susceptibility protein
BRCAZ2: del inglés Breast cancer type 1 susceptibility protein
BrdU: 5-Bromodesoxiuridina

BUN: del inglés Blood urea nitrogen

CDK: proteinas quinasa dependientes de ciclinas

cDNA: DNA complementario

CEI-FM UAS: Comité de Etica en Investigacion de la Facultad de Medicina de la Universidad
Autonoma de Sinaloa

CG: Citosina-Guanina
CONAHCYyT: Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologias

CONFIE: Cientifica e Innovacion del Estado de Sinaloa
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Cr: Creatinina

CT: del inglés Computed tomography

Ct: del inglés cycle threshold

CtIP: del inglés C-terminal binding protein 1 (CtBP1) interacting protein
CTRL: Control

DDR: del inglés DNA Damage Response

DGCRS: del inglés double-stranded DNA-binding protein
DNA: del inglés Deoxyribonucleic Acid

DSB: del inglés Double Strand Breaks

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EPP: Equipo de Proteccion Personal

EXOL1: del inglés Exonuclease 1

Fase M: del inglés Mitosis

FG: Fold Change

FOXP1.: del inglés forkhead box P1

G1:delinglés Gap 1

G2: del inglés Gap 2

Gy: Gray

HDL: del inglés High Density Lipoprotein

HJ: del inglés Holliday Junction

HPRT: del inglés Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1

139



HR: del inglés Homologous recombination

ICH: Intercambio de Croméatidas Hermanas

ICRP: del inglés INTERNATIONAL COMMISSION ON RADIOLOGICAL PROTECTION
KCI: Cloruro de potasio

MCBM: Maestria en Ciencias en Biomedicina Molecular
MET: del inglés tyrosine-protein kinase MET

miR: microRNA

miR-Amp: Amplificacion de miRNAs

miRs: microRNAS

MN: Micronucleos

Mrell: del inglés double strand break repair nuclease

MRN: Mrel1-RAD50-NBS1

MRNA: del inglés Messenger RNA

mSv: milisievert

MUS81.: del inglés Crossover junction endonuclease MUS81
MY B: del inglés MY B proto-oncogene protein

NBSI: del inglés Nibrin

NHEJ: del inglés Non Homologous End Joining

Notchl: del inglés Neurogenic locus notch homolog protein 1
NPB: Puentes Nucleoplasmaticos

NPM1: nucleoformina 1
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P53: del inglés tumor protein p53

PALB2: del inglés Partner And Localizer of BRCA2
PET: del inglés Positron emisién tomography

POERI: Personal ocupacionalmente expuesto a Radiacién ionizante
pre-miRNA: del inglés precursor miRNA

pri-miRNA: de inglés Primary microRNAS

PTIP: del inglés Pax transcription activation domain-interacting protein
gPCR: PCR cuantitativa en tiempo real

RAE: Real Academia Espariola

RAN-GTP: del inglés monomeric GTP-binding protein
RI: Radiacion lonizante

RIF1: del inglés replication timing regulatory factor 1
RISC: del inglés RNA induced silencing complex
RMI1: del inglés RecQ mediated genome instability 1
RMI2: del inglés RecQ mediated genome instability 2
RNA: del inglés Ribonucleic Acid

RNF168: del inglés (RING) finger protein 168

RNF8: del inglés (RING) finger protein 8

RNS: del inglés Reactive nitrogen species

ROS: del inglés Reactive oxygen species

RPA: del inglés Human replication protein A
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RT-PCR: del inglés Reverse transcription polymerase chain reaction
S: del inglés Synthesis

SIRTL: del inglés Sirtuin 1

SMP: del inglés structural maintenance of chromosome

SPECT: del inglés Single Photon Emission Computed Tomography
SSB, del inglés Single-Strand Breaks

ssSDNA: del inglés single-stranded-DNA

SST: del inglés Gold-top serum separator

STAI1: del inglés diamine acetyltransferase 1

Sv: Sievert

TRBP: del inglés Transactivation response RNA binding protein
UPSIN: Universidad Politécnica de Sinaloa

UTR: del inglés Untranslated Region

XPO5: del inglés exportin-5
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XV. ANEXOS

XV.1. Documentos complementarios

XV.1.1. ANEXO 1. Formato de consentimiento informado

*gm UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SINALOA
AR

FACULTAD DE MEDICINA- LABORATORIO DE GENETICA.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA:
Uso de informacion personal, clinica, medicion antropomeétrica y toma de muestra de sangre.

Estimado(a) Participante: No registro:

Introduccion/Objetivo:

El Laboratorio de Genética perteneciente a la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Sinaloa,
realiza el proyecto titulado: “Andlisis de biomarcadores citogenéticos y moleculares asociados a dafio al DNA en
Personal Ocupacionalmente Expuesto a Radiacién Ionizante (POERI)”. El objetivo del estudio es asociar
biomarcadores citogenéticos y moleculares relacionados al daio al DNA en POERI originarios del estado de
Sinaloa.

Proc ientos:
Si usted acepta participar en el estudio, ocurrird lo siguiente:

e Proporcionara informacion personal y clinica, a través de una encuesta. La encuesta consistira en las
siguientes secciones: datos generales, antropometria (resultados de evaluacion), actividad fisica,
consumo de tabaco, consumo de alcohol, nivel socioeconémico, antecedentes patologicos,
antecedentes laborales, y antecedentes heredo-familiares. Este procedimiento sera de manera paralela
auna valoracion médica general.

e Se le realizaran mediciones antropométricas con un estadiometro (talla), cinta métrica
(circunferencias) y equipo de impedancia eléctrica (para medir %grasa, masa muscular, IMC entre
otras); procedimientos que no comprometen su estado de salud y que ayudaran a entender mejor su
estado antropométrico con fines de investigacion.

e Se le hara una toma de muestra sanguinea periférica (antebrazo) de dos tubos de 6 ml y una muestra
de orina para determinacion de los analisis clinicos que comunmente se les realizan para monitoreo
general de POERI y/o controles (BH, QS, EGO).

e En la misma puncion en el brazo se tomaran tres tubos de 6 ml de sangre mas con la finalidad de
obtener suero, plasma y paquete globular que seran utilizados para determinar biomarcadores
citogenéticos y moleculares. Dichas muestras formaran parte de un banco de sueros/plasma y ADN
genomico de POERI y/o controles.

e En el caso de la orina, se le proporcionard, previamente, para que dicha muestra se le pediran las
siguientes indicaciones: debera ser la primera orina de la mafiana recolectada a partir de la mitad del
chorro después de haber orinado un poco en el sanitario.

Beneficios: Todo estudio es gratuito y con su participacion en esta investigacion se le proporcionaran
resultados del anélisis antropométrico y de los analisis clinicos (BH, QS y EGO). Asi mismo, contribuira
con los investigadores responsables en la generacion de conocimiento que contribuya al desarrollo de
estrategias de prevencion.

Confidencialidad: Toda la informacion que proporcione para el estudio sera de caracter estrictamente
confidencial, sera utilizada unicamente por el equipo de investigacion del proyecto y no estard disponible
para ningun otro proposito. Quedara identificado con un nimero y no con su nombre. Los resultados de este
estudio seran publicados con fines cientificos, pero se presentaran de tal manera que no podra ser
identificado(a).
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e o FACULTAD DE MEDICINA- LABORATORIO DE GENETICA.

Riesgos Potenciales/Compensacion: Los riesgos potenciales que implican su participacion en este estudio
son minimos. Si alguna de las preguntas le hiciera sentir un poco incémodo(a), tiene el derecho de no
responder. En la toma de muestra de sangre, puede haber un riesgo minimo como un pequeiio moreton y/o
pequeiio dolor en el momento de la toma. Se le hace notificar que el material que se utilizara es nuevo y
desechable. Usted no recibira ningun pago por participar en el estudio, y tampoco implica algun costo para
usted.

Participacion Voluntaria/Retiro: La participacion en este estudio es absolutamente voluntaria. Usted esta
en plena libertad de negarse a participar o de retirar su participacion de este en cualquier momento. Su
decision de participar o de no participar no afectara de ninguna manera la forma en como le tratan al acudir a
su atencion médica.

Niumeros a Contactar: Si usted tiene alguna pregunta, comentario o preocupacion con respecto al proyecto,
por favor comuniquese con ella investigador/a responsable del proyecto: Dra. Verénica Judith Picos
Cardenas (6671170454), Lic. en Biomedicina Liliana Itzel Patron Baro (6673052460), Lic. Médico general
Nayeli Nieto Marin (6672088651). Si usted acepta participar en el estudio, le entregaremos una copia de
este documento que le pedimos sea tan amable de firmar.

CONSENTIMIENTO PARA SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

Su firma indica su aceptacion para participar voluntariamente en el presente estudio.
Nombre del participante:

No. Registro (Dato propuesto por laboratorio) :__Fecha:___/__/___ Firma*:

*En caso de incapacidad para firmar, firma del tutor o familiar.

Nombre Completo del Testigo:

Direccion

Fecha: / /___Relacion con el participante, Firma:

Nombre de la persona que obtiene el consentimiento:

Fecha: / /___Relacion con el participante Firma:
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XV.1.2. ANEXO 2. Formato de historia clinico y laboral

& UNIVERSIDAD AUTONOMA DE SINALOA

FACULTAD DE MEDICINA - LABORATORIO DE GENETICA

PROYECTO: Andlisis de Biomarcadores Citogenéticos y Moleculares Asociados a Daiio al DNA en
Personal Ocupacionalmente Expuesto a Radiacion Ionizante.
CUESTIONARIO HISTORIA CLINICA

DATOS GENERALES
Fecha: _ / I Nombre:
Registro: Domicilio:
Escolaridad:
Ocupacion:
Fecha de Nacimiento: __ /_ / Lugar de Nacimiento:
Edad: Estado civil: Lengua:
E-mail: Tel. particular: Tel. celular:

DATOS ANTROPOMETRICOS
Estatura (cm): Peso corporal (Kg): IMC (g/m’):
ANTECEDENTES LABORALES
Actividad laboral: Comentarios
Tiempo trabajando en el lugar con exposicion a radiaciones:
Equipo utilizado: Rx TAC Otros
Edad de inicio POERTI:
Exposicion a formaldehido, solventes organicos, gases anestésicos y medicamento para cancer:
Si_ No_
Especifique:
ANTECEDENTES HEREDO-FAMILIARES
Padre Abuelo Abuela | Madre Abuelo Abuela Hermanos/as
Paterno Paterna Materno Materna

Cancer
Hematologicos
Tiroides
LU
Cronicas (DM)
Otra patologia

CONSUMO TABACO
1. ;Actualmente 2. ;Ha fumado por mas | 3. Periodo durante el | 4. ;Cudnto tiempo pasa entre que se levanta y fuma su primer
fuma? de 6 meses alguna vez cual fumé: cigarrillo?
SI_ _NO_ en su vida? __ 5 minutos (3 pts.) f __ Entre 6 y 30 minutos (2 pts.)

SI_ NO_ __De 31 - 60 minutos (1 pts.) f _ Mas de 60 minutos (0 pts.)
5. (Encuentra 6. (Qué cigarrillo le 7. (Cuantos 8. ;Fuma con mas frecuencia durante las primeras horas
dificil no fumar molesta mas dejar de cigarrillos fuma cada | después de levantarse que durante el resto del dia? f
en lugares donde | fumar? f dia? f _ Si(1pts.) f_ No (0 pts.)
esta prohibido? __El primero de la _ 10 6 menos (0 pts.) o F re—— = dr I
Si(1pts) f tmafiana. (1 pts.) f 1120 (1 pts.) - (Fuma, aunque esté enfermo y tenga que guardar cama la
TN : = mayor parte del dia? f
_ No (0 pts.) __ Cualquier otro (0 _21-30(2pts.) Si (1 pt No (0 bt
pts.) 31 o mas (3 pts.) _Si(1pts) f_No(0pts)
Fagerstrom Score: Indice Tabaquico:
OBSERVACIONES:
CONSUMO ALCOHOL
1. ;Actualmente 2. ;Ha consumido 3. (Hace cuanto tiempo empezé a consumir alcohol?
consume alcohol? | alcohol alguna vez en ___ Menos de 1 afio __lano ___Masde 1 afio
Si_ No_ su vida? ___ Entre 3 y 5 afos Mas de 5 aflos Mas de 10 afios
Si No

4. ;Cual es o era su consumo de alcohol? Especifique
__ Diarjamente __ Semanalmente | Bebida Cantidad Frecuencia
__ Mensualmente __ Ocasional
OBSERVACIONES:
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ACTIVIDAD FISICA
(Realiza algiin tipo de actividad fisica? Si No .De qué tipo? (aerébica/resistencia)
|_Veces por semana: Minutos al dia:

ANTECEDENTES PATOLOGICOS

Toxicomanias: Si__ No__
Especifique:

Alergias: Si__ No_

Especifique:

Cancer: Si__ No__

Especifique:

Tratamiento:

Enfermedad Congénita:Si__ No_
Especifique:

Enfermedad Cronico Degenerativa: Si___ No
Especifique:

Tratamiento:

Enfermedad actual: Si__ No__
Especifique:

Tratamiento:

GINECO-OBSTETRICOS

Es periodo regular: Si___ No ___ Especifique
Anticonceptivos: Si__ No ___ Especifique
Climaterio/Menopausia: Si___ No Edad: Tratamiento:
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XV.1.3. ANEXO 3. Quimica sanguinea de 6 elementos de participantes Femeninos.

YUV :IW=B| Glucosa| Urea Nitrogeno | Creatinina | Acido | Colesterol Triglicéridos

POBLACION Ureico Urico
F 81.21+| 25.64 + 11.98 + 0.76 +0.12 425 + 167.5 £ 78.99 +
CTRL 12.55 6.68 3.12 o 2.06 28.32 32.28
F 91.88+ | 25.79 12.03 £ 072 +0.14 412 + 183.3 £ 127.3 +
POERI 23.42 8.13 3.76 e 1.03 40.28 1255
0.74 0.83 0.84 0.64 0.84 0.41 0.46
P (NS?) (NS#) (NS#) (NS?) (NS?) (NS#) (NS?)

Los valores estan representados como la media + D. E. (desviacion estandar)

"Valores fuera de rango de referencia

#t student

*Wilcoxon

Se presentan las medias 0 medianas, segun sea el caso, de cada variable analizada en la quimica
sanguinea de participantes femeninos (F) de ambos grupos de estudio, la totalidad de las
variables se encuentran dentro de limites de referencia y no se evidencio diferencia
estadisticamente significativa en ningun parametro.

Método estadistico: t student y prueba de Wilcoxon.
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XV.1.4. ANEXO 4. Quimica sanguinea de 6 elementos de participantes Masculinos.

VARIABLE/ S . .
POBLACION Eritrocitos Hemoglobina | Hematocrito Plaquetas
M 90.59 £ 3021+ | 3333 2445+
CTRL 4.96 + 0.40 14.85+ 1.25 4492 + 3.39 432 162 0.78 41.26
M 91.13 % 3032+ | 3325+ 2439+
POERI 5.10 £ 0.36 15.45 + 0.86 46.51+2.91 300 142 0.79 3453
0.39 0.20 0.23 0.70 0.86 0.80 0.96
P (NS") (NS") (NS”) (NS") (NS | (NS%) (NS”)
Leucocitos diferenciales
VARIABLE/ '”g:gf e | Vol Med. | Leucocitos 2 . .
POBLACION S plaquetas total g 8 S 2 8
eritrocito = 5 = s =
Fas) o o = O
= E 5 Z 2
g,‘)’ | = ] 0s]
M 13.05 1113+ 6.40 + 1.52 3.49+ 224+ 0.38 0.26 £ 0.016 £
CTRL 1.04 0.98" T 0.93 0.57 0.08 0.25 0.008
M 12.83 + 11.07 + 6.36+ 172 357+ 213+ 0.38 0.26 + 0.010 £
POERI 0.88 0.92" T 1.40 0.51 0.10 0.26 0.007
0.49 0.70 0.89 0.85 0.45 0.77 0.96 0.08
P (NS9%) (NS¢?) (NS¢) (NS¢%) (NS¢) (NS%) (NS¢?) (NS¢)

Los valores estan representados como la media + D. E. (desviacion estandar)
"Valores fuera de rango de referencia

#t student
®Wilcoxon

Se presentan las medias 0 medianas, segun sea el caso, de cadavariable analizada en la biometria
hematica de los Masculinos (M) de ambos grupos de estudio, es destacable que la media de
volumen medio de plaquetas en ambos grupos esta por encima del valor de referencia utilizado
en el laboratorio de anélisis clinicos.
Método estadistico: t student y prueba de Wilcoxon.
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XV.1.5. ANEXO 5. Quimica sanguinea de 6 elementos de participantes Femeninos.

I\D/QBR Ilﬁgll_g/l\l Eritrocitos Hemoglobina | Hematocrito VCM MELIEES
F 88.50 £ 2891+ 32.62 £ 302.2 £
CTRL 4.42 £0.35 12.74 £ 0.80 39.09 £ 1.99 505 205 083 7716
F 90.53 £ 29.83+ | 3295+ 265.3+
POERI 442 +0.31 13.16 + 0.64 39.94 £ 192 364 134 041 321
D 0.57 0.42 0.23 0.66 0.74 0.77 0.17
(NS%) (NS (NS¥) (NS (NS | (NS (NS9)
Leucocitos diferenciales
VARIABLE/ '”g:gf e | Vol Med. | Leucocitos 2 . "
POBLACION S plaquetas total g 8 S 2 8
eritrocito = = S = =
) S s] 2 5
= S 5 z 8
& . = = -
F 13.08 £ 11.01+ 6.60 + 1.37 403+ 2.00 + 035+ 0.19+ 0.200 £
CTRL 1.13 0.67 RS 1.21 0.51 0.07 0.15 0.010
F 12.79 + 10.95 + 6.88 + 1.27 391+ 240+ 0.39+ 0.15+ 0.018 =
POERI 0.80 0.93 U 0.95 0.47 0.08 0.10 0.008
>0.99 0.88 0.49 0.95 0.12 0.25 0.73 0.76
P (NS9) (NS% (NS% (NS% (NS% (NS% (NS% (NS%

Los valoresestan representados como la media £ D. E. (desviacién estandar)
"Valores fuera de rango de referencia

#t student
®Wilcoxon

Se presentan las medias 0 medianas, segln sea el caso, de cadavariable analizada en la biometria
hematica de los Femeninos (F) de ambos grupos de estudio, es destacable que la media de
volumen medio de plaquetas en ambos grupos esta por encima del valor de referencia utilizado
en el laboratorio de anélisis clinicos.
Método estadistico: t student y prueba de Wilcoxon.
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XV.1.6. ANEXO 6. Andlisis de asociacion entre los niveles de tiempo de exposicion a Rl'y
parametros hematoldgicos en el POERI.

Parametro CoeficienFe de p
correlacion
Eritrocitos 0.062 0.77 (NS)
Hemoglobina 0.097 0.65 (NS)
Hematocrito 0.114 0.60 (NS)
@ | VCM 0.149 0.49 (NS)
= [ HbCM 0.087 0.69 (NS)
‘2 | Conc. HhCM -0.053 0.80 (NS)
‘% | Plaquetas -0.073 0.73 (NS)
% Distribucion de eritrocitos 0.198 0.36 (NS)
g | Volumen medio de plaquetas -0.223 0.30 (NS)
g Leucocitos totales -0.303 0.15 (NS)
E Segmentados -0.327 0.12 (NS)
= | Linfocitos -0.189 0.38 (NS)
Monocitos -0.299 0.16 (NS)
Eosinéfilos 0.350 0.10 (NS)
Basofilos 0.350 0.10 (NS)

Resultados concentrados de la correlacion entre el tiempo de exposicion a R1 y los parametros
analizados en la biometria hemética, no se mostraron variables destacables.

Método estadistico: Correlacion de Pearson y correlacion de Spearman
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XV.1.7. ANEXO 7. Anélisis de asociacion entre la edad del POERI y pardmetros
hematologicos.

Parametro Coeficien?g 26 P
correlacion
Eritrocitos 0.157 0.47 (NS)
Hemoglobina 0.139 0.52 (NS)
Hematocrito 0.166 0.44 (NS)
VCM 0.003 0.98 (NS)
— | HbCM -0.043 0.84 (NS)
X | Conc. HhCM -0.100 0.64 (NS)
O | Plaguetas -0.026 0.90 (NS)
= | Distribucion de eritrocitos 0.277 0.19 (NS)
< | Volumen medio de plaquetas -0.150 0.49 (NS)
-u%j Leucocitos totales -0.282 0.19 (NS)
Segmentados -0.192 0.37 (NS)
Linfocitos 0.110 0.61 (NS)
Monocitos -0.149 0.49 (NS)
Eosinéfilos 0.238 0.27 (NS)
Basofilos -0.109 0.61 (NS)

Resultados concentrados de la correlacion entre la edad del POERI y los parametros analizados
en la biometria hematica, no se mostraron variables destacables.

Método estadistico: Correlacion de Pearson y correlacion de Spearman.
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XV.1.8. ANEXO 8. Técnica de Intercambio de Crométides Hermanas

Reactivos
e Medio de cultivo RPMI 1640
e Bdru
e Fitohemaglutinina
e Penicilina/estreptomicina
e Colchicina
e KCI0.075M
e Colorante Hoechst 33258
e PBS
e Colorante Giemsa
e Solucion Carnoy (metanol y acido acético 3:1)

e Aguadestilada

Preparacion de reactivos

PBS 4°C
e NaCl 8.0g¢r
o KCI 0.2gr
e NaPO4 1.15¢r

e H0cpb 1Lt

Giemsa stock
e Giemsaenpolvo 1.0gr

e Metanol 66.0 mL
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e Glicerina 52.8 mL

e Mezclar a 60°C, madurar de 15-30 dias y filtrar (proteger de la luz)

Giemsa trabajo Bandeo GTG
e Giemsa 3mL
e Fosfatos 4 mL
e Acidocitrico 2mL
e Metanol 1mL

e Agua destilada aforar a bisel del coplin

Colorante Hoechst 3358 (Garibay)
Solucién Stock

e Pesar 0.025 g de Hoechst 33258 y disolverlo en 10 mL de Agua destilada.
e Hacer alicuotas de 1 Ml de solucion stock, congelar protegidas de la luz.

Solucién de trabajo

e Tomar una alicuota de 1 mL y agregarla a 10 mL de agua destilada. Proteger de la luz

KCI0.075M 37°C
e KCI 5.592 gr
e HxOchbp 1Lt
Bromodesoxiuridina (BrdU) (Garibay)
e Pesar 2mgdeBrdU por cada 10 mL deagua destilada. Concentracién final: 10 pg/mLde
cultivo.

Cultivo de linfocitos
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1. Activar el flujo laminar de la campana.
2. Enun tubo estéril de poliestireno de 15 mL agregar:

«» 5 mL de medio de cultivo RPMI 1640 GIBCO.

X4

0.5 mL de Suero Fetal Bovino.

L)

X/
L %4

3 gotas de penicilina/estreptomicina.

R/
L X4

250 pL de Fitohemaglutinina.

3. Dentro de la campana de flujo laminar previamente esterilizada tomar del tubo de
muestra con tapa verde con heparina sodica 12 gotas de sangre periférica con una jeringa
y agregarlas al tubo con el medio preparado.

4. Homogenizar por inmersion e incubar a 37°C por 24 horas en presencia del 5% de CO2
dejando el tubo de manera inclinada para aumentar el area de contacto entre las células
y el medio de cultivo.

5. A las 24 horas de iniciado:

% Esterilizar la campana de flujo laminar con luz UV por 15 minutos y activar el

flujo.

s Agregar 250 puL de BrdU a la muestra, homogenizar por inmersion lenta y

cuidadosamente, acomodar inclinado en la incubadora y esperar 48 horas.

Cosecha

1. 45 minutos antes de las 72 horas adicionar 100 pL de colchicina GIBCO e incubar 45
minutos a 37°C

2. Centrifugar el tubo por 3 minutos a 6000 rpm.

3. Extraer el sobrenadante hasta 2 ml, resuspender y agregar 8 mL de KCI 0.075 M.

4. Incubar durante 45 minutos a 37°C.
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5. Aforar a 14 mL con solucion Carnoy (metano y acido acético 3:1) fria.

6. Agitary centrifugar durante 3 minutos a 6000 rpm.

7. Extraer el sobrenadante hasta 2 mL, agitar en vortex para resuspender mientras se agrega
solucién Carnoy aforando a 10 mL.

8. Dejar reposar 10 minutos en refrigeracion a 4°C.

9. Centrifugar durante 4 minutos a 6000 rpm, desechar sobrenadante hasta 2 mL,
resuspender el boton.

10. Aforar hasta 14 mL de solucién Carnoy y centrifugar por 4 minutos. Repetir este paso
hasta que el botdn este limpio.

11. Extraer el sobrenadante hasta 2 mL, resuspender el boton y pasar a extender en

laminillas.

Preparacion de laminillas (Chavez)

1. Limpieza de portaobjetos con una torunda con solucién fijadora por ambos lados.

2. Lavar con agua destilada.

3. Sumergirlas en una solucién alcohol al 96%: agua destilada (1:1) puesta en el freezer a
-20°C.

4. Una vez las laminillas estén frias y aun humedas se procede a extender 2 gotas de botén
limpio de la muestra con una pipeta Pasteur a una distancia de 30 cm aproximadamente
entre la pipeta y el portaobjetos.

5. Yaextendidas las gotas se flamea el portaobjetos por el lado que no contiene la muestra,
se hace de manera oscilatoria y confirmando que la temperatura no sobrepase lo
soportado por la piel humana. Advertencia: La laminilla puede prenderse en fuego.

6. No quedan totalmente secas por lo que se secan al aire.
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7. Madurar en oscuridad a temperatura ambiente y en total oscuridad durante 5 dias.

Proceder a tincion después de maduracion.

Tincion diferencial para ICH

1. Previamente madurado en oscuridad, se agregan 8 gotas de la solucién de trabajo
Hoechst 33258, se coloca un cubreobjetos cuidando de no crear burbujas y se deja
incubar en oscuridad total durante 30 minutos.

2. Lavar las laminillas con agua destilada, se cubren con unas 12 gotas de PBS y
cubreobjetos y se exponen a la luz ultravioleta a una intensidad 54,400 x 100 pJ en el
Stratalinker durante 2.5 horas.

3. Lavar con agua destilada y se secar, se procede a tefiir con el colorante Giemsa para
bandeo GTG durante 5 minutos.

4. Lavar con abundante agua y se procede a secar con aire.

5. Observar al microscopio 20 metafases analizables.
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XV.1.9. ANEXO 9. ICH por metafase de cada participante POERI

ICH POERI <
835
METAFASE £-

1234 ]5]6]7]8J9J1o]1a]12]13]14]15]16] 17] 18] 19] 20

RIOL| 2 10 4 5 8 6 6 4 7 9 7 6 6 8 8 7 3 4 9 4 |6.150
RIO2|10 4 8 10 6 3 7 6 6 7 8 5 8 7 4 5 8 11 9 6 |6.900
RIO3|14 3 6 3 5 8 6 6 7 7 4 10 9 7 7 5 6 5 7 6 |6.550
RIO4|6 7 3 9 7 2 2 8 5 4 4 7 8 7 6 2 9 4 10 6 5800
RIOS|8 8 9 8 8 8 5 15 3 4 8 6 8 7 8 6 10 5 9 5 |7.400
RIO6G[10 6 7 7 7 9 8 8 11 5 1 11 2 10 9 10 4 16 9 3 | 7.650
RIO7|5 16 14 9 9 3 4 4 4 6 10 10 2 3 11 2 2 4 7 6 |6.550
RIOB[11 6 5 4 3 9 9 7 7 11 8 6 4 3 5 12 8 6 10 11 7.250
RIOO9| 5 9 4 4 3 5 6 4 5 10 6 6 6 5 2 7 6 6 10 8 |5.850
w |RIO|4 10 5 8 3 8 8 7 6 7 12 10 7 11 8 8 9 5 9 7 |7600
E RIZ1|6 7 5 16 6 6 6 4 11 8 3 6 5 5 7 6 6 4 10 6 | 6.650
é RI12|8 8 10 6 7 9 4 8 13 9 12 7 10 7 9 9 7 8 4 6 |8.050
O[Ri13(3 2 5 4 8 4 7 10 8 7 6 6 6 7 7 9 10 7 7 116700
E RI14(18 5 11 7 8 6 5 6 7 5 9 9 6 6 5 6 8 10 9 8 |7.750
& |RI25(8 8 7 9 8 3 4 5 5 7 8 10 6 11 5 7 3 4 5 6 |6.450
RI16 7 7 10 6 6 12 6 9 5 12 9 12 7 10 4 7 7 6 14| 8.000
RIZ7| 6 3 6 7 9 5 8 5 4 5 10 7 6 7 15 1 5 7 4 9 |6.450
RI1I8(13 4 7 7 4 4 7 11 2 7 5 3 5 5 7 7 2 7 4 13]6.200
RIZ9| 3 3 11 9 5 9 2 5 9 7 3 10 6 11 5 7 6 7 7 8 |6.650
RI20[3 8 8 2 6 5 9 12 5 6 5 4 5 10 4 10 5 7 5 9 |6.400
RI2L| 2 11 6 8 3 8 10 6 7 2 4 7 13 5 7 9 11 6 8 6 |6.950
RI22|6 4 14 6 4 8 4 9 5 8 4 8 10 8 9 9 10 9 10 8 | 7.650
RI23| 7 14 19 7 5 9 14 12 8 9 8 3 9 13 11 14 9 6 [ 9.600
RI24|13 8 5 6 8 8 9 8 6 8 9 10 7 11 4 3 4 10 6 | 7.600

Se plasma la cantidad de intercambio de cromatides hermanas encontrada en cada una de las
veinte metafases analizadas por cada participante considerado POERI, los cuales tienen el
codigo “RI” y el numero de identificacion. Se expone la media de ICH de cada voluntario. Es
notable que el POERI con el codigo RI123 mostré la mayor cantidad de ICH por metafase
analizada con una media de 9.600 (indicado en color rojo), mientras que el POERI R104 presentd
la menor media de ICH resultando en 5.800 (indicado en color amarillo)
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XV.1.10. ANEXO 10. ICH por metafase de cada participante CTRL

ICH CTRL <
835
METAFASE L=

1] 2]3]4a[s5 6] 78 ]9]10]11]12]13]14]15]16]17] 18] 19] 20

CTRLOL|(7 9 4 4 7 5 5 7 1 6 4 4 8 6 10 8 7 3 6 35700
CTRL0O2|(6 1 2 5 3 6 4 3 3 1 3 3 4 3 3 5 2 11 3 2 |365
CTRLO3(6 4 1 1 2 9 2 3 2 5 3 2 3 3 2 3 5 7 6 4365
CTRLO4|5 6 4 3 6 5 4 3 3 4 2 2 6 4 4 2 3 5 2 8/|40%
CTRLO5(6 4 3 8 6 4 9 10 3 7 6 2 6 6 5 11 7 6 2 11]6.100
CTRLO6|(7 6 8 4 7 6 8 5 6 7 4 2 9 5 6 9 5 6 2 8 |6.000
CTRLO7|(3 6 5 9 7 5 5 8 8 6 4 2 3 8 7 7 2 5 3 3]|5300
CTRLO8|(2 4 8 2 1 7 3 4 3 3 2 2 5 4 3 4 3 4 2 33480
CTRLO9|(4 2 5 6 8 7 9 6 5 6 7 2 10 7 4 7 3 4 8 5 |5750
w|CTRLIO|6 2 6 4 7 5 7 8 4 5 5 8 6 7 3 6 5 6 2 05100
ElctRL11]|5 5 2 3 3 3 7 8 2 3 6 5 3 3 11 2 6 1 4 3 |4250
é CTRL12|(4 4 2 6 1 5 2 3 2 3 4 3 6 5 4 2 5 5 6 43800
E CTRL13|(4 6 6 7 3 4 12 5 3 5 9 8 2 2 7 2 5 6 3 6 |5250
g(: CTRL14|(6 3 4 6 10 4 5 3 5 4 3 3 2 6 3 4 5 6 3 54500
& |CTRL15|9 7 4 6 6 6 4 3 7 10 7 6 12 8 8 10 8 7 6 8 |7.100
CTRL16(7 5 5 2 4 3 5 10 8 3 1 5 7 13 9 9 5 3 8 9 |6.050
CTRL17|(4 5 2 5 6 6 10 13 2 3 3 5 4 3 9 4 3 4 8 35100
CTRL18(7 5 9 2 9 4 1 5 2 4 3 7 1 6 6 4 2 7 4 7 |47%0
CTRL19(5 5 5 6 4 3 3 7 8 4 2 2 5 2 7 5 2 5 6 7/|465
CTRL20(4 4 4 1 1 2 4 2 3 2 5 2 5 2 9 1 4 2 2 2305
CTRL21(4 4 4 7 3 1 1 3 6 5 2 4 3 3 2 2 1 2 3 23100
CTRL22|(6 2 4 2 1 6 2 3 4 4 4 10 4 4 4 3 9 3 5 34150
CTRL23(2 1 3 3 5 4 4 2 3 5 10 8 8 4 8 5 9 4 3 6 |4850
CTRL24|(4 3 6 2 9 3 3 4 2 1 2 3 2 2 5 5 4 5 8 4 |385

Se expresa la cantidad de intercambio de croméatides hermanas encontrada en cada una de las
veinte metafases analizadas por cadaparticipante considerado CTRL, los cuales tienen el codigo
“CTRL” y el nimero de identificacion. Se expone la media de ICH de cada voluntario. Es
notable que el CTRL con el codigo CTRL15 mostrd la mayor cantidad de ICH por metafase
analizada con una media de 7.100 (indicado en color rojo), mientras que el CTRL 20 presentd la
menor media de ICH resultando en 3.050 (indicado en color azul)
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XV.1.11. ANEXO 11. Relacion consumo de tabaco y alcohol con la cantidad de ICH

A) Relacion de consumo de tabaco y cantidad de ICH

_ ICH ICH
Variables normal aumentada
POERI 0 4 4
Fumadores
POERI 0 20 20
No Fumadores
0 24 24

Resultado: p=>0.9999

No se expone significancia estadistica en cuanto a la relacion del consumo de tabaco y la

cantidad de ICH.

Método estadistico: X2.

B) Relacion de consumo de alcohol y cantidad de ICH

_ ICH ICH
Variables normal aumentada
POERI 0 15 15
Alcohol
POERI 0 9 9
No Alcohol
0 24 24

Resultado: p=>0.9999

No se observa significancia estadistica en cuanto a la relacion del consumo de alcohol y la

cantidad de ICH.

Método estadistico: X?2.

159



