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Resumen

Los agentes antineoplésicos son ampliamente utilizados en el tratamiento de céncer y algunas
enfermedades no neoplésicas. Hoy en dia se conocen més de 50 diferentes farmacos
antineoplésicos. Considerando el mecanismo de accion de estos farmacos antineoplasicos, no es
sorprendente que muchas personas involucradas en el cuidado de la salud, especialmente
enfermeras que los manipulan, preparan y administran estén preocupadas acerca de los efectos
que estos farmacos puedan tener en su salud (Olsen et al., 1994). Existen diferentes
biomarcadores de efecto para monitorear el riesgo. Uno de ellos es el Ensayo de Micronucleos
en Ceélulas Exfoliadas de la Mucosa Oral (MNXxI), es un método minimamente invasivo y de
facil obtencion, el cual, a través de la colecta de células orales, se observa si existe dafio al
material genético nuclear a través de la presencia de micronicleos. Los microndcleos son
fragmentos o cromosomas enteros que no alcanzaron los polos del huso durante la mitosis y
permanecen encapsulados en la telofase en un nucleo separado (Kashyap et al., 2012),
evidenciando dafio genotoxico. En el presente estudio se usé el ensayo de micronucleos de
células exfoliadas orales de la mucosa oral, para determinar si existe riesgo por exposicién
ocupacional a agentes antineoplasicos. Se muestrearon 15 enfermeras no expuestas (grupo
control) y 12 enfermeras expuestas a través de los afios 2016, 2017 y 2018. Se colectaron las
células orales a través de un raspado y se realiz6 un frotis en un portaobjetos para su posterior
fijacion con spray citoldgico. Las células fueron tefiidas siguiendo el procedimiento modificado
de Thomas et al., (2009) usando la tincion Feulgen-Light Green. Los resultados fueron
analizados estadisticamente usando “t” de student (p<0.05). En el seguimiento efectuado al
personal de enfermeria en los afios 2016, 2017 y 2018, se observo dafio al material genético
nuclear representado por yemas nucleares, asi como dafio citostatico por células binucleadas, y
dafo citotoxico por células picnoticas y carioliticas. Conclusiones: En el presente estudio, se
encuentra que existe persistencia de dafio genotdxico, citostatico y citotoxico por la exposicién a
agentes antineoplasicos a 1, 2 y 3 afios de la primera evaluacién reportada por Alcantar Zavala,
(2015).

Palabras clave: Genotoxicidad, yemas nucleares, células exfoliadas antineoplasicos.
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Introduccion

El efecto mutagénico y carcinogénico de agentes genotoxicos en poblaciones humanas que estan
expuestos ocupacionalmente ha sido una preocupacién creciente. En una rutina hospitalaria se
utilizan varios agentes quimioterapéuticos para el tratamiento del paciente. Sin embargo, para los
profesionales que estan continuamente expuestos a estos agentes, los riesgos deben ser evaluados
con el fin de establecer una gestion adecuada, debido a que los trabajadores que manipulan
preparan y/o administran farmacos antineoplasicos también pueden padecer de sus efectos
(Kopjar et al., 2009). Las vias primarias de exposicion en personas no protegidas incluyen
absorcion dérmica, ingestion e inhalacién resultantes de dispersion de polvo o liquido durante la

reconstitucion y derrame durante la preparacion o administracion a pacientes.

Los agentes antineoplasicos son ampliamente usados en el tratamiento de cancer y algunas
enfermedades no neoplésicas. Actualmente mas de 50 diferentes farmacos antineoplasicos son
usados. Estos pueden ser divididos en agentes alquilantes, antimetabolitos, inhibidores mitoticos,
generadores de radicales libres e inhibidores de la Topoisomerasa Il. Estos agentes
antineoplasicos incluyen quimicos con actividad de bloqueo de crecimiento celular, lo que resulta

en la muerte de células en division (Bouraoui et al., 2011).

La quimioterapia contra el cancer ha dado especial énfasis a las preocupaciones sobre la posible
exposicion del personal que maneja agentes anticancerigenos ocupacionalmente (Sorsa,
1996; Ursini et al., 2019). Considerando el mecanismo de estos farmacos antineoplasicos, , no es
sorprendente que muchas personas involucradas en el cuidado de la salud, especialmente

enfermeras que manipulan, preparan y administran estén preocupadas acerca de los efectos que



estos fa&rmacos puedan tener en su salud (Burgaz et al., 1999, Roussel et al., 2017; Ursini et al.,
2019). Debido a esto, en los pasados afios varios reportes han proporcionado evidencia para
determinar los riesgos a la salud del personal de Hospital encargados en la administracion y
preparacion de estos farmacos, incluyendo riesgo de cancer (Ursini et al., 2019). Por otro lado,
estudios de los efectos genotdxicos han producido resultados ambiguos. En particular, algunos
estudios reportan una correlacion positiva entre exposicion y el dafio al ADN cromosomal, y la
ausencia de sus efectos. Estas discrepancias pueden ser consecuencia de diferentes tiempos de
exposicién, asi como uso apropiado del equipo de proteccidon y precauciones de seguridad

(Cornetta et al., 2008).

Muchos farmacos contra el cancer son téxicos para las células que se dividen rapidamente, al
menos en parte debido a su capacidad para acceder al nucleo, dafar quimicamente el ADN e
interferir con la replicacién del ADN, la reparacion y los procesos de segregacion cromosomica
durante la division celular. Los estudios de mutagenicidad en células somaticas han demostrado
la induccion de mutaciones genéticas, rupturas cromosomicas, reordenamientos, y aneuploidia de

muchos de estos agentes quimioterapéuticos (Witt y Bishop, 1998; Roussel et al., 2017).

Agentes antineoplasicos de exposicion

En la tabla 1 se muestran los antineoplasicos a los que nuestro grupo de estudio, las 12
enfermeras, estuvieron expuestas ocupacionalmente durante los tres afios en los que se realizo las

evaluaciones.



Tabla 1. Los quimioterapéuticos a los que estuvo expuesto nuestro grupo de estudio

Agente quimioterapéutico Modo de accién
Ciclofosfamida Agente alquilante
Ifosfamida Agente alquilante
Metotrexato Antimetabolito
Cisplatino Agente alquilante
Doxorubicina Generador de radicales libres
Bleomicina Radiomimético

Ciclofosfamida e Ifosfamida

La ciclofosfamida e ifosfamida son solubles en agua, salina o alcohol y como monohidrato
pueden ser administrados oralmente. La biodisponibilidad de la ciclofosfamida es del 85-100% y
una fraccion del medicamento es metabolizado en el higado. Similarmente, la ifosfamida es
rapidamente absorbida a través del tracto gastrointestinal con una biodisponibilidad de casi el
100%. Ambos compuestos son altamente hidrofilicos y no se difunden rapidamente a través de la

bicapa lipidica de las células. Los metabolitos citotoxicos inestables respectivos de la



ciclofosfamida e ifosfamida, tienen una carga negativa con un pKa de 4,5 a pH fisioldgico y, por

lo tanto, es relativamente dificil que pasen la membrana celular.

Como profarmaco, el higado en el cuerpo convierte la ciclofosfamida en mostaza alquilante
activa. La activacion inicial de la ciclofosfamida es la 4-hidroxilacion en C4 del anillo de
oxazafosforina para formar 4-OH-ciclofosfamida. Mdltiples enzimas CYP450, incluidas
CYP2B6, CYP2C9 y CYP3A4 en el higado, son responsables de la 4-hidroxilacion. El 4-OH-
ciclofosfamida es un importante metabolito circulante que ingresa a las células tumorales y se
descompone a traves de su tautdomero aldofosfamida (un intermedio aldehido) por eliminacion
espontanea para formar la mostaza fosforamida citotdxica (Figura 1). La mostaza de fosforamida
resultante es un alquilador del ADN y el metabolito citotoxico definitivo (Zhang et al., 2006;

Vredenburg et al.,2015; Helsby et al., 2019).
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Figura 1. Metabolismo de la ciclofosfamida. Este antineoplasico es activado en el higado CYP2B6, CYP3A4 y CYP2C9 para
formar 4-hidroxiciclofosfamida, que ingresa a la sangre y se transporta a las células tumorales por los eritrocitos. Este compuesto
esta en equilibrio con su tautomero aldofosfamida que puede descomponerse para formar mostaza fosforamida citotoxica
(Modificada de Zhang et al.,2006; Vredenburg et al., 2015; Helsby et al., 2019).



El metabolismo de la ifosfamida es similar al de la ciclofosfamida, pero existen algunas
diferencias en la extension de la formacion de ciertos metabolitos, porque la ifosfamida difiere
estructuralmente de la ciclofosfamida en la posicion de un grupo cloroetilo. Al igual que la
ciclofosfamida, la ifosfamida se activa a través de la 4-hidroxilacion por el CYP2B6 y el
CYP3A4 para formar la mostaza de ifosforamida citotoxica. La 4-OH-ifosfamida se metaboliza a
sus metabolitos inactivos 4-ceto-ifosfamida por el alcohol deshidrogenasa (ADH) y 4-tio-
ifosfamida con conjugacién de glutation (GSH) reducido a traves de las glutation transferasas
(GST) (Figura 2). La mostaza de ifosforamida es el metabolito alquilante final de la ifosfamida,
que puede formar un enlace covalente con la molécula de ADN y causar enlaces cruzados entre

las cadenas de ADN (Zhang et al., 2006; Vredenburg et al., 2015).
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Figura 2. Metabolismo de la ifosfamida. Como profarmaco, la ifosfamida se activa a través de la 4-hidroxilacion para formar 4-
hidroxifosfamida que se inactiva para formar 4-cetoifosfamida por alcohol deshidrogenasa (ADH) y 4-tioifosfamida con
conjugacion de glutation reducido. El tautomero de 4-hidroxifosfamida, aldoifosfamida, se puede convertir en carboxififosfamida
por ALDH1A1 y la alcoifosfamida por aldo-ceto reductasa. Alternativamente, la aldoifosfamida puede descomponerse para
generar mostaza de ifosforamida citotoxica (Modificada de Zhang et al., 2006; Vredenburg et al., 2015).

Metotrexato

El metotrexato o ametopterina, un analogo del acido félico, es un acido organico débil, con un

peso molecular de 454 daltons, cargado negativamente a pH neutro y con una solubilidad



limitada de los lipidos. En general, el metotrexato se transporta activamente a las células, excepto
cuando los mecanismos de transporte activo pueden estar saturados y predomina la difusion
pasiva. Una vez intracelular, el metotrexato se une competitivamente con la dihidrofolato
reductasa. Esta reaccion es critica para la reproduccién celular porque la dihidrofolato reductasa
es la Unica enzima capaz de catalizar la conversion de dihidrofolato a la forma activa de
tetrahidrofolato. Un suministro continuamente renovado de N-metileno tetrahidrofolato es un
cofactor necesario que proporciona fragmentos de carbono individuales para la timidilato
sintetasa para convertir 2-desoxiuridilato en timidilato (Figura 3) (Olsen, 1991; Brown et al.,

2016).
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Figura 3. Ciclo de la formacién de tetrahidrofolato, compuesto esencial para la formacién del acido félico (Tomada de Olsen,
1991; Brown et al., 2016).
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Cisplatino

Estd ampliamente aceptado que el principal mecanismo bioquimico de accién del cisplatino
implica la union del farmaco al ADN en el nucleo celular y la posterior interferencia con la
transcripcion normal y / o los mecanismos de replicacion del ADN. Estas interrupciones pueden
desencadenar procesos citotoxicos que conducen a la muerte de la célula cancerosa. Después de
la administracion intravenosa al paciente, el cisplatino se difunde rapidamente en los tejidos y
estd muy unido a las proteinas plasmaéticas. La unién a proteinas plasméticas se debe
principalmente a la fuerte reactividad del platino contra el azufre de los grupos tiol de
aminoacidos como la cisteina. De hecho, aproximadamente el 90% del cisplatino en la sangre
estd unido a proteinas plasmaticas (principalmente albumina), lo que lleva a la inactivacion de
una gran cantidad de moléculas de cisplatino. Cuando el cisplatino llega a una célula, hay varios
obstaculos que superar antes de que se produzca la unién del farmaco al ADN nuclear. En
algunos casos, estos mecanismos incluyen formas de detectar y determinar si el dafio al ADN
inducido por el cisplatino es lo suficientemente fuerte como para ser letal. En otros casos, el dafio
directo del cisplatino a las proteinas u otras biomoléculas puede desencadenar mecanismos de

citotoxicidad (Fuertes et al., 2003; Shiyao et al., 2015).
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Figura 4. Representacion esquematica de la reactividad del cisplatino, asi como las moléculas a las que se une antes reaccionar
con el ADN (Tomado de Fuertes et al., 2003; Shiyao et al., 2015).

Doxorubicina

La antraciclina doxorubicina, es un metabolito de Streptomyces peucetius, es un agente
quimioterapéutico desarrollado en la década de 70s que se usa en el tratamiento de una amplia

gama de céanceres.

Hay dos mecanismos propuestos por los cuales la doxorrubicina actta en la célula cancerosa, la
intercalacién en el ADN asi como la interrupcién de la reparacién del ADN mediada por
topoisomerasa-I1, la generacion de radicales libres y su consecuente dafio a las membranas
celulares, el ADN vy las proteinas. La doxorubicina se oxida a semiquinona, un metabolito
inestable, que se convierte nuevamente en doxorubicina en un proceso que libera especies
reactivas de oxigeno. Las especies reactivas de oxigeno pueden conducir a la peroxidacién de
lipidos y al dafio de la membrana, dafio del ADN, estrés oxidativo y a desencadenar vias

apoptoticas de muerte celular. Alternativamente, la doxorubicina puede entrar en el nucleo y
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envenenar a la topoisomerasa Il, lo que también resulta en dafio al ADN y muerte celular (Thron

etal.,, 2011).
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Figura 5. Mecanismos de dafio propuestos para la doxorrubicina. La intercalacion en el ADN, lo que lleva a la inhibicion de la
sintesis de ADN o envenenamiento de la topoisomerasa Il (TOP2A); y la generacion de radicales libres, lo que lleva a dafios en el
ADN y la membrana celular (Tomado de Thron et al., 2011).

Bleomicina

Ciertamente, la propiedad mejor caracterizada de la bleomicina es su capacidad para efectuar la
degradacion de los sustratos de ADN. A nivel de caracterizacion quimica de los productos, quizas

los sustratos mas interesantes hayan sido sustratos de oligonucleétidos de ADN de secuencia
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conocida y uniforme. Estos han incluido la digestion con endonucleasas de restriccion de los
ADN plasmidicos, que han permitido la definicion de la selectividad de secuencia de la escision
del ADN por bleomicina, asi como los oligonucledtidos de ADN preparados sintéticamente
cortos, el ultimo de los cuales ha facilitado la caracterizacion de los productos quimicos reales

resultantes de la degradacion del ADN por bleomicina.

La degradacion del ADN mediada por bleomicina requiere la presencia de un ién metalico redox
activo, como Fe* o Cu*, asi como oxigeno molecular. Usando el octanucleétido de ADN
autocomplementario °CGCTAGCG® como sustrato, la bleomicina produce como resultado una

escision franca de la cadena de ADN (Hecht, 2000; Groseli et al., 2018; Allawzi et al., 2019).
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Figura 6. Posible ciclo catalitico de la bleomicina (BLM) y el hierro (Fe) como sustrato molecular para la captacion de electrones
(Tomado de Hecht, 2000; Allawzi et al., 2019).

Es bien sabido que cuando celulas de mamiferos en proliferacion presentan dafio al ADN, estas
células inician arresto del ciclo celular para reparar completamente el dafio al ADN antes de

14



continuar con la division celular. En las células de mamiferos el gen supresor de tumores p53
juega el papel de salvaguardar la integridad del genoma humano a través de la modulacién del
arresto al ciclo celular, reparacion del ADN y procesos apoptoticos (Whitwell et al., 2015). Los
datos obtenidos por el trabajo realizado por Salazar et al. (2009), revelan incrementos en la
expresion de p53 en respuesta a tratamiento con farmacos, entre los que destaca la bleomicina,

los cuales estan directamente asociados con dafio extremo al ADN.

P53y el dafio al material genético

El aumento de la exposicion a xenobidticos compromete la integridad genética. Los estudios
epidemioldgicos de individuos expuestos a riesgos ambientales han demostrado que una alta
frecuencia de dafio cromosdmico esta asociada con el desarrollo de cancer. Por lo tanto, es

importante determinar los niveles de dafio en el ADN inducidos por cientos de xenobidticos.

El gen supresor tumoral p53 desempefia un papel clave en la proteccion de la integridad del
genoma humano. Se han demostrado diferentes sefiales de estrés, incluido el ADN y el dafio del
huso para aumentar los niveles de p53. En ausencia de estrés celular, la proteina p53 de tipo
salvaje se mantiene en niveles bajos por la ubiquitinacion intracelular rapida, que impide su
acumulacién. La activacion de p53 implica un aumento en los niveles de proteina p53, asi como
cambios estructurales en la proteina. Las modificaciones postraduccionales generalmente resultan
en la estabilizacion y acumulacion de p53 en el nicleo, donde p53 interactla con sitios

especificos de secuencia en sus genes objetivo. Por lo tanto, la activacion de p53 implica un
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aumento marcado en la abundancia celular de las moléculas de p53, que luego ejecutan los

eventos bioquimicos importantes en las redes de sefializacion reguladoras.

Estudios anteriores han propuesto que la deteccion de niveles elevados de proteina p53 en
respuesta al tratamiento con agentes que dafian el ADN en lineas celulares podria usarse como un
indicador del dafio inducido por carcindgenos genotdxicos (Salazar et al., 2009; Whitwell et al.,

2015).

Tejido epitelial bucal

Los tejidos epiteliales estdn en contacto inmediato con los agentes genotdxicos inhalados y son
los objetivos reales de los carcindgenos (Speit et al., 2007). La mucosa bucal proporciona una
barrera para potenciales carcindgenos que pueden ser metabolizados para generar productos
reactivos. Se sabe que el 90% de todos los canceres parecen ser de origen epitelial, la mucosa
bucal puede ser usada para monitorear eventos genotoxicos tempranos como resultado de

carcindgenos potenciales que ingresan al cuerpo por ingestion o inhalacion (Thomas et al., 2009).

Los epitelios se nombran y clasifican segun el nimero de capas celulares y la forma de sus
células, el epitelio de la mucosa oral se clasifica como epitelio plano estratificado. Este se
caracteriza por tener una lamina epitelial gruesa, donde las células que la componen varian de
forma desde la base hasta la superficie. La capa cercana a la lamina basal esta constituida por
células cilindricas. Por encima de esta capa basal, hay otras capas de células poliédricas. Cuanto
mas cerca de la superficie estan, tanto mas se aplanan las células para constituir verdaderos

estratos. Si el epitelio plano estratificado se sita en una superficie externa, las células
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superficiales pierden el nacleo y el citoplasma es sustituido en gran parte por una

escleroproteina, la queratina. Las células son entonces estructuras desvitalizadas con forma de

escama, descrito como epitelio plano estratificado queratinizado. Para el caso del tejido epitelial
bucal, en las superficies internas himedas del cuerpo, las células superficiales de este tipo de

epitelio estan queratinizadas y anucleadas (Fawcett, 1987).

Este epitelio escamoso estratificado consta de cuatro capas distintas. El estrato corneo o la capa
de células queratinizadas, alinean la cavidad oral que comprende células que son constantemente
derramadas como resultado del desgaste del tejido superficial. Debajo de esta capa, se encuentra
el estrato granuloso, o la capa de células granulares, y el estrato espinoso, o la capa de células
espinales, que contiene poblaciones de células diferenciadas, apoptoticas y necroticas. Debajo de
estas capas se encuentra el estrato germinativo, que contiene células basales que se dividen
activamente y células madre basales, que producen progenie que diferencian y mantienen el
perfil, la estructura y la integridad de la membrana (Figura 7). Se cree que el intervalo de tiempo
para la migracion celular desde la capa basal a la capa superficial queratinizada oscila entre 7 y
21 dias, aunque los datos experimentales que investigan tales tasas de migracién son limitados

(Thomas et al., 2009).
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Figura 7. Representacion esquematica de una seccion transversal de la mucosa bucal normal. Con microndcleo (MN), yema
nuclear (YN), célula binucleada (BN), cromatina condensada (CC) célula picnética (PN) (Modificada de Thomas et al. 2009).

Ensayo de Micronucleos (MNxI)

Los micronucleos son fragmentos o cromosomas enteros, que no alcanzaron los polos del huso
durante la mitosis y permanecen encapsulados en la telofase en un nacleo separado. El ensayo de
aberracion cromosémica detecta solo el dafio del genoma, mientras que el ensayo de

micronucleos detecta adicionalmente la pérdida de cromosomas o el mal funcionamiento del

huso mitético causado por mecanismos aneugenicos (Kashyap et al., 2012). Los micronucleos

son muy relevantes porque representan verdaderos eventos mutagénicos (es decir, una mutacion
cromosOmica transmitida a una célula hija). ElI ensayo de micronicleos de células orales
exfoliadas representa un ensayo minimamente invasivo y de facil obtencion, que se ha ido

perfeccionando y estandarizando desde principios del siglo pasado. Ademas, se ha sugerido su
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uso como un marcador temprano de eventos de dafio genético nuclear que podrian dar lugar a

eventos cancerigenos (Holland et al., 2008)

Los micronucleos en células exfoliadas emergen durante la mitosis de las capas basales del
epitelio como particulas extracromosomicas de ADN y no se incluyen en los nucleos principales
de las células hijas. Por lo tanto, la formacion de micronucleos es inducida por sustancias que
causan la rotura de cromosomas (clastdgenos) asi como por agentes que afectan al aparato del
huso mitético (aneugénicos). “Esto implica que no hay diferencias significativas en las
frecuencias MN entre individuos que han estado expuestos a clastogenos por un periodo de
muchos afios y otros que solo fueron expuestos durante un corto tiempo” (Majer et al., 2001),
siempre y cuando las poblaciones de células madre o indiferenciadas no estén dafiadas a nivel del

genoma.

Criterios para la clasificacion de las células exfoliadas de la mucosa oral

Para determinar los tipos de células exfoliadas de la mucosa oral obtenidas y basandose en las
caracteristicas morfoldgicas de las células tefiidas con Feulgen/Light Green se tomaron los

criterios propuestos por Thomas et al. (2009), y Bolognesi et al. (2013).

Célula normal basal: Tienen una relacién nucleo-citoplasma mayor que las células bucales
diferenciadas (Figura 8a). Las células basales tienen un nucleo uniformemente tefido y son de menor
tamanfio y de forma mas ovalada en comparacién con las células bucales diferenciadas mas angulares y

planas. Célula diferenciada: nicleo méas pequefio, angular y mas plano que las células basales,
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redondas y uniformemente tefiidas (Figura 8b). Micronucleo: Contiene tanto el nucleo principal
como el microndcleo, los micronucleos son redondos u ovales con una intensidad de tincion
similar al del nucleo principal, los microndcleos suelen tener 1/3 -1/16 de diametro del nucleo
principal, los microndcleos deben estar localizados en el citoplasma celular (Figura 8c, d). Brote
nuclear: El nucleo principal tiene una constriccion aguda que forma un brote, este se ata al
ndcleo principal, tiene intensidad de la tincion similar como nudcleo principal, el didmetro del

brote puede ser cuarto a medio didmetro nuclear (Figura 8e).

Células binucleadas: este tipo de célula contiene dos nucleos principales, los nucleos son de
tamano e intensidad de tincién es similar (Figura 8f). Cromatina condensada: muestra areas de
cromatina agregada, distintas areas de nucleo estdn mas intensamente tefiidas, el ndcleo exhibe
patron estriado (Figura 8g). Célula Cariorréxica: El nicleo tiene cromatina agregada extensa, la
fragmentacion nuclear puede ser evidente (Figura 8h). Célula Picnotica: tiene un nucleo
encogido, que esta uniforme e intensamente tefiido, el diametro del nucleo es 1/3 - 2/3 diametro
del nacleo normal (Figura 8i). Célula Cariolitica: El nicleo esta agotado de ADN, no esta tefiido

por Feulgen (Figura 8j).
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Figura 8. Diferentes tipos de dafio celular usando tincion Feulgen/Light-Green; ver texto (Tomada de Thomas et al., 2009).

Antecedentes

La literatura acerca de los cambios nucleares (genémicos) en personal de enfermeria que maneja
agentes antineoplasicos difiere en los resultados arrojados usando varias pruebas, Cavallo et al.
(2005), incluyendo en su estudio a agentes alquilantes, antimetabolitos, antibioticos y hormonas,
encuentra que no hay diferencia significativa entre los grupos control y expuesto de enfermeras
italianas usando la técnica de microndcleos en linfocitos de sangre periférica (MNCB), en

contraste con la técnica de microndcleos en células exfoliadas de la mucosa oral (MNXxI).

Otros autores encuentran una asociacion directa entre la exposicion a antineoplasicos y dafio al
material genético nuclear, Bouraouia et al. (2011) encontrdé un aumento significativo (p<0.05) en

la frecuencia de micronucleos en linfocitos de enfermeras Tunesianas, asi como de aberraciones
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cromosOmicas en un grupo conformado por 20 trabajadores expuestos a antineoplésicos en

comparacion con el grupo control.

En cuanto al dafio en el material genético nuclear de enfermeras mexicanas, el estudio realizado
por Alcantar Zavala (2015) se encontrd una relacion positiva entre exposicion a citostaticos
(ciclofosfamida, ifosfamida, metrotexato, cisplatino, doxorrubicina y bleomicina) y dafio
genotoxico por la presencia de yemas nucleares en células exfoliadas de la mucosa oral
(2.65+2.72 VS 16.81+25.79 [X£SD]). Ademas, se encontré que, a menor autocuidado en la
preparacion y manejo de citostaticos, se presenta mayor genotoxicidad en el personal de
enfermeria. Por lo que, en el presente estudio, se propuso dar seguimiento al trabajoa 1, 2 y 3
afios de la primera evaluacion realizada en el afio 2015 por la Dra. Alcantar, para establecer si

persiste el dafio al material genético nuclear.
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Justificacion

La exposicion a ciertos quimicos como los quimioterapéuticos pueden generar dafio al material
genético. Por lo que, con motivo de una exposicion ocupacional a quimioterapéuticos, esta
investigacion aplica el ensayo de micronucleos en células exfoliadas de la mucosa bucal, con el
fin de evaluar los riesgos a la exposicion de farmacos antineoplasicos para establecer una gestion

adecuada de los trabajadores que manipulan y preparan estos farmacos.

Hipotesis

En una evaluacién inicial del personal de enfermeria expuesto ocupacionalmente a
antineoplasicos se encontr6 una relacion positiva entre exposicion a citostaticos y dafio
genotoxico evidenciado por la presencia de yemas nucleares en células exfoliadas de la mucosa
oral. Por tanto, las enfermeras que sigan expuestas de forma ocupacional a quimioterapéuticos

presentaran dafio persistente en el material genético a 1, 2 y 3 afios de la primera evaluacion.

Objetivos

General:

Establecer la relacion entre la exposicion laboral a quimioterapéuticos y dafio genotoxico,
citotoxico y citostatico a 1, 2 y 3 afios de la primera evaluacion, en células exfoliadas de la
mucosa oral en enfermeras.

Particulares:

e Biomonitorear el dafio al ADN mediante la cuantificacion de microndcleos y yemas
nucleares.

o Verificar el efecto citotoxico de los agentes quimioterapeuticos mediante la evaluacion de
tipos celulares asociadas a muerte.

e Evaluar y cuantificar células binucleadas para establecer defectos en la citocinesis.

e Establecer la persistencia de dafio inducido por quimioterapéuticos al material genético
nuclear.

23



Método

Se le dio seguimiento por 3 afios a 12 enfermeras con exposicidn a quimioterapéuticos
(ciclofosfamida, ifosfamida, metrotexato, cisplatino, doxorrubicina y bleomicina) las cuales
fueron reclutadas de cinco instituciones del sector salud pablico de Morelia, Michoacén,
comprendidas entre 21 y 60 afios al momento de la toma de muestras. El criterio de seleccion fue
que hayan dado su consentimiento y que hayan tenido una exposicién a quimioterapéuticos,
mientras que se excluyo a las enfermeras que no deseasen participar en el estudio, que no hayan
tenido exposicidn ocupacional a quimioterapéuticos o en tratamiento directo con antineoplasicos
o radioterapia. Se tom6 un grupo de enfermeras no expuestas como control negativo de las
mismas instituciones del sector salud. Se les pidi6 su consentimiento informado y que contestaran

un cuestionario.

Toma de muestras: Se instruyd a las enfermeras a cepillarse y enjuagar su boca teniendo
preferencia por los carrillos. Se realizd un raspado de la mucosa oral izquierda de arriba hacia
abajo 3 0 6 veces con el citobrush. Inmediatamente después se realizé el frotis con el citobrush
sobre el portaobjetos (previamente desengrasado y rotulado). Posteriormente, se fijo con spray
citoldgico (Citocell, México). Se repitio el procedimiento para el carrillo derecho. Por Gltimo, se

realizd un tercer frotis, ahora de ambos carrillos, repitiendo el procedimiento.

Se utilizé la técnica de micronucleos orales con la tincion Light Green-Schiff: Donde se
colocaron las laminillas en una coplin con etanol (Meyer, México) 50% y al 20% (V/V), esto
para deshidratar la célula. Posteriormente, se colocaron por 30 minutos en una coplin con HCI
(Meyer, México) 5M, para separar las purinas de la desoxirribosa, provocando se abrieran los
anillos de monosacaridos. Se colocaron las laminillas en una coplin perfectamente tapada y
cubierta con reactivo de Schiff (Sigma-Aldrich, USA) durante 60 minutos, para que una vez
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escindidas las bases se formen grupos aldehidos con los cuales el reactivo de Schiff produce su
coloracion magenta. Después se pasd a una coplin con Light Green (Sigma-Aldrich, USA)
durante 10 minutos, para tefiir el citoplasma de verde. Por Gltimo, se enjuagd en agua destilada y
se dejo secar para observar en el microscopio de campo claro a 20, 40 y 100 aumentos (Nikon,

Japon).

Evaluaciones Citogenéticas

Se contabilizaron 1000 células por individuo muestreado estableciendo los diferentes tipos
celulares (cariorréxicas, con cromatina condensada, picnoticas y carioliticas) asociadas a
diferentes tipos de citotoxicidad (apoptosis y/o necrosis), de células binucleadas asociadas a
citostaticidad, ademas, se contabilizaron otras 1000 células estableciendo genotoxicidad, donde

se registrd la frecuencia de micronucleos (MNXxI) y yemas nucleares (Y NXxI).

Andlisis estadistico

El analisis estadistico se desarrollé usando la “t” de Student para comparar los datos de la media
(X) y desviacion estandar (DE) de cada uno de los tipos de dafio de los grupos control y

expuesto de los afios 2016, 2017 y 2018.
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Resultados

Genotoxicidad

Los datos presentados en la tabla 2 y la figura 9, muestran los datos resultantes de marcadores de
dafo al material genético nuclear observados en los afios 2016, 2017 y 2018. Los datos al ser
analizados estadisticamente muestran que para las yemas nucleares existe un aumento
significativo (p<0.05) del grupo expuesto en comparacion con el control para los afios 2016, 2017

y 2018 en los que se efectuo el seguimiento.

Tabla 2. Promedio y porcentaje de micronucleos y yemas nucleares en enfermeras
expuestas a antineoplasicos, estudio longitudinal

N
(individuos)/ Micronucleos Yemas Nucleares
Grupos No de Células (X+DS) (%) (X+DS) (%)

Control (2015) 15/ 5000 2.4+15 (0.2) 0.840.8 (0.08)
Expuesto (2015) 12/ 12000 5.0£4.9* (0.4)* 19.5+12.9* (1.7)*
(1® Evaluacion)

Expuesto (2016) 11/3300 2.7£2.5  (0.2) 4.512.6* (0.5)*
Expuesto (2017) 11/ 11000 2.0£2.1  (0.2) 2.811.4* (0.2)*
Expuesto (2018) 12/ 12000 2.5+1.5 (0.2) 12.616.7* (1.2)*

" p<0.05 (“¢” Student)
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Microntcleos y Yemas Nucleares de enfermeras expuestas a antineoplasicos
estudio longitudinal
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Figura 9. Micronucleo (MN), Yema Nuclear (YN) ), p/cada 1000. “¢” de Student *(P<0.05) @ Primera evaluacion realizada en el
2015.

Citotoxicidad y Citostaticidad

Para el marcador de dafio citotdéxico evidenciado por las células picnéticas y carioliticas el
incremento del grupo expuesto en comparacion con el control es estadisticamente significativo
(p<0.05), en las mediciones realizadas en los afios 2016, 2017 y 2018 (Figura 10 y 11). Sin
embargo, para el marcador de muerte celular por apoptosis, las células cariorréxicas y con
cromatina condensada al ser evaluadas forma conjunta, el resultado no marca diferencia
significativa entre el grupo expuesto y control. Por Ultimo, para las células binucleadas el
incremento en el grupo expuesto es estadisticamente significativo (p<0.05) en comparacion con

el control (Tabla 3).

27



Tabla 3. Promedio y porcentaje de células asociadas de Citotoxicidad y Citostaticidad de
enfermeras expuestas a antineoplasicos estudio longitudinal

Citostaticidad

Citotoxicidad

Cromatina
N Células Condensada/ Células
Grupos (Individuos)/ Binucleadas Cariorrexica Picnéticas Carioliticas
No de Células  (X+DS) (%)  (xxDS) (%)  (x+DS) (%)  (x+DS) (%)

Control 15/5000 4.4+2.6 (0.4) 2.1+2 (0.2) 4.8+1.6 (0.4) 16+4.3 (1.6)
(2015)

Expuesto 12/3300 7.09+7.02° (0.6)° 58.5+27.1" (10.7)" 42.09+23.1" (3.8)° 144.8+57.1" (13.2)"
(2015)
17 Evaluacién

Expuesto 11/11000 14.0+9" (1.6)" 42+2.7  (0.5) 18.5+15" (2.2)° 43.2¢7.8° (5.2)
(2016)

Expuesto 11/11000 17.18%10.7° 1.7)°  2.9+2 (0.2) 4.5+4.4 (0.4)  37.3+25.3" (3.7)"
(2017)

Expuesto 12/12000 24.8+18.8° (2.4)° 1.1t1 (0.1)  41.0+34.2° (4.1)° 87.5%67.8° (8.8)"
(2018)

(X£SD) “¢” Student, = (p<0.05)
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Células asociadas a Citostaticidad y Citotoxicidad de enfermeras expuestas a antineoplasicos
estudio longitudinal
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Figura 10. Célula binucleada (BN), cromatina condensada (CC), Carirrética (Cr), p/cada 1000. “¢” de Student *(p<0.05) Primera

evaluacion 2015
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Figura 11. Célula Picnética (Pi) y Carilitica (Cl). p/cada 1000. “t” de Student *(P<0.05)2Primera evaluacion realizada en el

2015
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Figura 12. Microfotografias de células exfoliadas en campo claro y fluorescencia, célula diferenciada (a -b), micronucleo (c-d), y
yema nuclear (e-f), (100x) (Garcia y Roldan, 2019, Laboratorio Citogenética y Mutagénesis, UMIEZ FES Zaragoza).

Figura 13. Microfotografias de células exfoliadas en campo claro y fluorescencia, célula binucleada (a-b) con cromatina
condensada/cariorrética (c-d), picnética (e-f) y cariolitica (g-h), (100x) (Garcia y Roldan, 2019, Laboratorio Citogenética y
Mutagénesis, UMIEZ FES Zaragoza).
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Discusion

Genotoxicidad

Para esta investigacion el incremento significativo de yemas nucleares en comparacion con el
grupo control revela dafio al material genético nuclear, debido a que estas anomalias se forman de

la eliminacion ADN amplificado durante la interfase o mecanismos de reparacion del ADN

(Thomas et al., 2009; Fenech y Crott, 2002).

El mecanismo de distincion de cadena utilizado por el sistema de reparacion de desajustes
dirigido por hebras depende de la metilacion de residuos de citosina seleccionados en el ADN.
Los grupos metilo se agregan a todos los residuos de citosina en la secuencia GATC, pero no
hasta algin tiempo después que se haya incorporado en una cadena de ADN recién sintetizada.
Como resultado, las Unicas secuencias que aun no se han metilado estan en la nueva hebra justo
detras de una bifurcacién de replicacion. El reconocimiento de estos GATC no metilados permite
que las nuevas cadenas de ADN se distingan transitoriamente de las antiguas (Alberts et al.,
2008). Por lo que, al ocurrir la hipometilacion por ausencia de folato en el ADN, se engafa al
sistema de sintesis del ADN, para que se genere ADN redundante producto del no

reconocimiento de citocina metilada en la nueva hebra.

Se tiene evidenciado que la formacion de yemas nucleares se ve inducido por la deficiencia de
acido folico en linfocitos de sangre humana, debido a que adecuados niveles de folato, previene
la hipometilacion (Fenech y Crott, 2002). Y dado que el acido fdlico es una vitamina,
considerado nutriente esencial, con estrecha interaccion metabdlica en la sintesis de nucle6tidos
(Pita Rodriguez, 1998; Cortez et al., 2000), podemos extrapolar que forma indirecta, la formacion
de yemas nucleares se debe al metotrexato, debido a que inhibe competitivamente la

dihidrofolato-reductasa (enzima responsable de convertir el &cido folico a tetrahidrofolato, el
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cofactor necesario para la transferencia de un carbono en muchas reacciones metabdlicas) (Witt y

Bishop, 1996).

En nuestro grupo de estudio, las enfermeras expuestas a quimioterapéuticos presentaron un
numero constante de micronucleos que no representa un aumento significativo entre el grupo
expuesto y el control, lo que posiblemente puede significar que las células con inestabilidad
genética, los micronucleos, pueden seguir uno de varios posibles caminos, degradacion,
reincorporacion, extrusion, persistencia, condensacion prematura de los
cromosomas/cromotripsis (Hintzsche et al., 2017). Dado que el promedio en general de los
micronucleos presentes en células exfoliadas de la mucosa oral se mantiene relativamente
constante a través del tiempo, podria ser el caso de que las células con alteraciones, las células
micronucleadas, no fueron degradados, reincorporados o extruidos mas bien de que la mayoria de
las células micronucleadas son arrestadas en su ciclo celular por la transcripcion del gen p53,
activado en respuesta directa al extenso dafio al material genético (Salazar et al., 2009),

persistiendo de forma constante a través de los afios en los que se realizaron las mediciones.

Citotoxicidad

Y en cuanto a la frecuencia mayor de células picnéticas, nos revela que las células entraron al
proceso de muerte celular (Tolbert et al., 1992; Thomas et al., 2009). Se tiene reportado que las
células picnoticas son evidencia del proceso de apoptosis, por lo que este marcador nos puede
servir como marcador de vigilancia, ya que pueden evidenciar que el principal efecto de los

antineoplasicos se esta llevando a cabo, mediante muerte celular programada o apoptosis.
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Podemos atribuirle este evento a los efectos que tiene los antineoplasicos que se unen al material
genético nuclear generando aductos, este es el caso de la Ciclofosfamida e Ifosfamida que
reaccionan con atomos de los acidos nucleicos, formando puentes intracatenarios en la doble
hélice de ADN, provocando interferencias importantes en los procesos de transcripcion y

replicacion del ADN (Witt y Bishop, 1996), con esto cesa la sintesis de ADN y la célula muere.

Ademas, también se le puede atribuir al Cisplatino el elevado nimero de células picndticas
debido a que, para este compuesto se estima solo el 1% de las moléculas de cisplatino se unen al
ADN formando enlaces cruzados e interviniendo en la sintesis de ADN, esta molécula también
inhibe a la proteina de choque térmico Hsp90, la cual esta involucrada en la transduccion de
sefiales, regulacion del ciclo celular y reparacion de enlaces cruzados entre cadenas (Fuertes et
al., 2003). De esta forma, al provocar aductos con la proteina Hsp90 se genera una célula incapaz

de corregir sus errores de replicacion en el material genético nuclear.

Se encontré evidencia de que en muchas células sufrieron muerte celular por necrosis asociado a
células carioliticas (Tolbert et al., 1992; Thomas et al., 2009), al encontrar un elevado nimero
de estas células en el grupo expuesto en los tres afios en los que se realizd la medicién. Dentro de
los antineoplésicos a los que estan expuestas las enfermeras se encuentra la Bleomicina, al cual
podemos atribuirle este evento, debido a que este quimico produce rompimientos dobles de la
cadena de ADN, por la produccién de complejos radicales libres usando iones de oxigeno. Por lo

que la escision directa del ADN puede ser el resultado de este complejo (Witt y Bishop, 1996).

En el trabajo realizado por Hecht, (2000) se demuestra que la bleomicina esta caracterizada por
degradar substratos de ADN con la presencia de un ion metalico como el Fe 2+, asi como

oxigeno molecular a través de la extraccion de atomos de Hidrogeno. Este proceso se lleva a cabo
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por la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) los cuales se caracterizan por ser
atomos o grupos de atomos que tienen un electrén desapareado o libre de sus orbitales externos,
de esta manera al sustraer electrones de moléculas estables crean mas radicales libres generando
una reaccién en cadena que destruye a las células (Roldan, 2016). Por lo que, posiblemente el
agotamiento de los sustratos y la digestion de la doble hebra de ADN sea consecuencia de la

interaccion de la bleomicina con estos sustratos.

También se sabe que el Cisplatino inhibe la actividad del sistema de reparacion de rompimientos
de la doble hebra de ADN, a través de la inhibicion de las subunidades de la proteina DNA-PK,
la cual se encarga de la reparacion de los rompimientos de doble hebra del ADN inducidos por
radiacion ionizante (Fuertes et al., 2003). De esta manera, la accion simultanea de la bleomicina y
el cisplatino, genera la digestion de los sustratos del ADN, asi como la incapacidad de corregir

esta escision de los nucleétidos.

Citostaticidad

Podemos ver también que las células binucleadas tienen valores elevados del grupo expuesto en
comparacion con el control, podemos atribuirle este evento a la Doxorubicina, debido a que
interrumpe la red de filamentos de actina por la inhibicién de la polimerizacion de esta molécula
(Fraczkowska et al., 2018). De esta forma generan células incapaces de terminar la division

celular blogueando la citocinesis.
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En cuanto a la persistencia del dafio al material genético nuclear, los datos muestran un aumento
en los marcadores de dafio genotdxico, citotoxico y citostatico evidenciado por yemas nucleares,
células binucleadas, picnoticas y carioliticas en todos los afios en los que realizaron las
mediciones, lo que podria indicar persistencia, posiblemente debido que de las células troncales
que poseen toda la maquinaria para la produccion de multiples generaciones de células
(Zamorano-Ponce et al., 2008) han sido dafiadas. Esto es especialmente valido para sistemas en
renovacion permanente, como el epitelio bucal, en el que las células troncales son las Unicas que
persisten un tiempo suficiente en el tejido como para acumunlar mutaciones (Humphries y

Wright., 2008), generando linajes de células (clonas), con persistencia dafio.

Las investigaciones sobre el riesgo de generar dafio genotdxico por la exposicion a agentes
antineoplasicos usando distintos métodos, concuerdan con nuestros hallazgos de que existe dafio
genotdxico significativamente mayor en el personal expuesto que maneja, prepara y/o administra
los agentes antineoplasicos en comparacion con el control. Fuchs et al. (1995), Fucic et al. (1998)
y Bouraoui et al. (2011) reportan encontrar un aumento significativo de micronucleos en
enfermeras que manipulan agentes antineoplasicos comparado con los controles, usando
linfocitos de sangre periférica. Burgaz et al. (1999) y Cavallo et al. (2007), usando la técnica de
micronucleos en células exfoliadas de la mucosa oral reportan un aumento significativo del
marcador asociado a dafio genotoxico, micronucleos, en el personal de enfermeria expuesto a
antineoplasicos comparado con los controles. Estos hallazgos ademas concuerdan con los
reportados por Alcantar-Zavala (2015), donde reporta que a menor autocuidado en el manejo de
antineoplasicos aumentan las células asociadas a dafio genotdxico. Sin embargo, a pesar de

encontrar en el presente estudio un aumento significativo de yemas nucleares asociadas a dafio
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genotdxico, discrepa con los datos reportados por Burgaz et al. (1999) y Cavallo et al. (2007)
sobre la frecuencia de micronlcleos de forma especifica, esto puede deberse debido a la
naturaleza del mecanismo de accion de los antineoplasicos a los que las enfermeras en los
estudios realizados estaban expuestas. Ademas, la sensibilidad del ensayo de microndcleos de la
mucosa oral puede detectar rompimientos de la doble hebra del ADN que fueron excluidos del
nacleo, sin embargo, no puede detectar si estos rompimientos originan rearreglos cromosémicos
0 de una sola croméatida, como por ejemplo las translocaciones de uno o mas cromosomas,
configuraciones cuadriradiales o cromosomas isodicentricos. Por lo que para tener resultados que
revelen todos los efectos que pueda tener la exposicioén a agentes antineoplésicos es necesario
incluir junto con el ensayo de micronucleos exfoliados de la mucosa oral, algin ensayo de

bandeo de cromosomas como el bandeo G de linfocitos de sangre periférica.

Conclusiones

La presente investigacion, usando el método de células exfoliadas de mucosa oral encuentra que
existe riesgo de dafio al material genético nuclear como consecuencia de la exposicién a la

Ciclofosfamida, Ifosfamida, Metrotexato, Cisplatino, Doxorubicina y Bleomicina.

> El elevado nimero de yemas nucleares encontradas en comparacion con el grupo control
evidencia de dafio genotdxico debido a la accion del antineoplasico metotrexato.

» Con base en nuestros datos se encontrd evidencia de dafio citotoxico a través del proceso
de la apoptosis, por un elevado numero de células picndticas en el grupo expuesto.

» Asi como dafio citotoxico por necrosis debido al incremento significativo de células

carioliticas en el grupo expuesto por la accion digestiva del ADN por la bleomicina.

36



Por lo anterior, las enfermeras que estén expuestas ocupacionalmente a antineoplésicos
presentaran dafio citotoxico por apoptosis y necrosis.

Se evidenci6 dafio citostatico por el incremento significativo de células binucleadas en
el grupo expuesto debido a la accion que ejerce la doxorrubicina sobre las fibras actina.
Por lo que, con base en nuestros resultados, la exposicion laboral a los antineoplésicos
mencionados genera dafio genotoxico, citotdxico y citostatico.

Existe persistencia de dafio causado por los agentes antineoplasicos en las evaluaciones

realizadas en los afios 2016, 2017 y 2018.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO, PERSONAL EXPUESTO

“AUTOCUIDADO EN LA PREPARACION Y MANEJO DE
CITOSTATICOS Y SU RELACION CON GENOTOXICIDAD EN EL
PERSONAL DE ENFERMERIA"

Al firmar este documento, doy mi consentimiento para participar en
este proyecto de investigacion, invitindoseme previamente, a que
utilice el tiempo necesario para notificar mi decisién de manera libre
y voluntaria sobre la inclusién o no dentro de este estudio. Se me ha
explicado que este proyecto ha sido autorizado después de una
exhaustiva revision por parte del Comité Académico Interinstitucional
del Doctorado en Ciencias de Enfermeria de la Universidad de
Guanajuato.

Se me ha comunicado que personal de enfermeria de las siguientes
instituciones del sector salud en Morelia, Michoacan participaran en
este estudio: Hospital Infantii de Morelia “Eva Samano de Loépez
Mateos”, Centro Estatal de Atenciéon Oncolégica, Hospital General
“Dr. Miguel Silva", Hospital de la Mujer y Hospital General “Vasco de
Quiroga del ISSSTE y que todas ellas han autorizando de manera
formal y por escrito la ejecucion del proyecto, dicho permiso se
obtuvo a través del Comité de Etica Estatal o de la institucién segun
corresponda.

Me fue dado a conocer el objetivo de la investigacion el cual consiste
en: analizar el autocuidado en la preparacion y manejo de
citostaticos y su relacion con genotoxicidad en el personal de
enfermeria y que he sido seleccionada para participar en dicha
investigacion en virtud de que de cumplo con los requisitos
necesarios para la misma. También se me ha informado sobre el
derecho que poseo de que aun, después de que se haya iniciado la
investigacion, puedo declinar a continuar, sin que esto tenga
repercusiones en mi persona.
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Se me ha avisado que las muestras me seran tomadas de sangre
venosa periférica (cinco mililitros) y de la mucosa oral para ser
analizados en el Laboratorio de Citogenética y Mutagénesis de la
Facultad de Estudios Superiores de Zaragoza (FEZ Zaragoza) de la
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM).

Para la toma de la muestra sanguinea, se me ha solicitado que
informe a la persona responsable de la investigacion, sobre la
presencia de alguna infeccion durante los ocho dias previos a la
toma de la misma para diferir su obtencién una semana después de
que haya cedido dicho evento; también que comunique si he
recibido tratamiento con antibiéticos, ya que en tal caso, la
recoleccién sanguinea se hara 15 dias posteriores al término del
mismo. De igual manera, se me solicitd que no ingiriera ningtn tipo
de bebidas alcohdlicas 24 horas previas a la obtencién de la muestra
y que en caso contrario, lo notifique para postergar su recoleccion
por espacio de un dia. Ilgualmente, se me ha invitado a informar
sobre la ministracion de algun tipo de vacuna durante las tres
semanas previas a la obtencion de las muestras, para que estas
sean recolectado al cumplir un mes después de su aplicacion.
Asimismo, se me pidié6 que no realice ningun tipo de actividad
deportiva (ejercicios aerdébicos de bajo, mediano o alto impacto) 24
horas previas a la recoleccion y que en caso de que esto sucediera,
lo notifigue para programar su obtencién un dia después de dicho
acontecimiento.

En relacién a la toma de muestra de la cavidad oral, se me ha
notificado que se obtendran con un cepillo especial (citobrush),
raspando suavemente la zona de ambos carrillos, previo a lo cual,
me realizaré un aseo bucal con un cepillo y crema dental
realizandome dos enjuagues con agua simple y al final uno con
solucién fisiolégica; asimismo, se me ha comentado que el riesgo es
minimo en ambos procedimientos.

Me han manifestado que el lugar asignado para la obtencién de las
muestras serd mi centro de trabajo, durante mi turno laboral y que
en el supuesto caso de presentar algun problema durante los
procedimientos y derivado de ellos, la atencién sera brindada por el
profesional de la salud responsable de la investigacién.

Se me ha avisado que los beneficios que obtendra el personal de
enfermeria con la realizacion del estudio, es la deteccién de
genotoxicidad y que se pretende gestionar con las autoridades
competentes, rotaciones frecuentes del personal que prepara y
maneja citostaticos, para con ello, disminuir la presencia de dicha



43

condicion, ademas, incidir en relacién a la mejora de las condiciones
ambientales e institucionales, asi como de la dotaciéon de material y
equipo ideales para la preparacion y manejo de dichos farmacos.

Me han explicado que los datos obtenidos seran custodiados por el
investigador responsable de la investigacién y se me ha garantizado
discrecion y confidencialidad sobre mi identidad, de tal forma, que
solamente este profesional tendra acceso a lo anteriormente
sefialado, poder que le he conferido al firmar esta carta de
consentimiento informado. Asimismo, se me ha comentado que una
vez que se procesen las muestras, su desecho sera de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana NOM 087, referente a los residuos
peligrosos bioldégico — infeccioso (RPBI). Entiendo que los datos
seran conservados durante cinco afos, transcurrido dicho tiempo,
seran destruidos.

Se me ha notificado que en el supuesto caso de que me sea
detectada alguna alteracion en el ADN, no se puede afirmar
categéricamente que sea producto del contacto con citostaticos, por
lo cual, los resultados obtenidos no podran ser utilizados para una
eventual demanda en contra de la institucion para la cual laboro, ya
que con esta investigacién se pretende contar con informaciéon que
permita el mejoramiento de las condiciones de trabajo a traves de su
gestion ante las autoridades correspondientes.

Morelia, Michoacan, de 20

Nombre y firma de la entrevistada

ME. Ma. Lilia Alicia Alcantar Zavala
Responsable de la investigacion

Nombre y firma del testigo Nombre y firma de testigo

Se me ha notificado que para consulta de dudas sobre la ejecucion del protocolo,
por favor me dirija con la persona responsable de la investigacion para que dé
respuesta a las interrogantes que plantee.

Ma. Lilia Alicia Alcantar Zavala

Numero teléfono celular: 44 31 80 55
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CONSENTIMIENTO INFORMADO, PERSONAL NO EXPUESTO

“AUTOCUIDADO EN LA PREPARACION Y MANEJO DE
CITOSTATICOS Y SU RELACION CON GENOTOXICIDAD EN EL
PERSONAL DE ENFERMERIA"

Al firmar este documento, doy mi consentimiento para participar en
este proyecto de investigacion, invitindoseme previamente a que
utilice el tiempo necesario para notificar mi decisiéon de manera libre
y voluntaria sobre la inclusién o no dentro de este proyecto. Se me
ha explicado que dicho proyecto ha sido autorizado después de una
exhaustiva revision por parte del Comité Académico Interinstitucional
del Doctorado en Ciencias de Enfermeria de la Universidad de
Guanajuato.

Se me ha comunicado que personal de enfermeria expuesto a
citostaticos de las siguientes instituciones del sector salud
participaran en este estudio: Hospital Infanti de Morelia “Eva
Samano de Lépez Mateos”, Centro Estatal de Atencion Oncoldgica,
Hospital General “Dr. Miguel Silva”, Hospital de la Mujer y Hospital
General “Vasco de Quiroga del ISSSTE y que todas ellas han
autorizando de manera formal y por escrito la ejecucion del proyecto,
dicho permiso se obtuvo a través del Comité de Etica Estatal o de la
institucion segln corresponda.

Me fue dado a conocer el objetivo de la investigacién el cual consiste
en: analizar el autocuidado en la preparacién y manejo de
citostaticos y su relacion con genotoxicidad en el personal de
enfermeria, sin embargo, como el estudio es epidemiolégico de
casos y controles, he sido seleccionada dentro del grupo no
expuesto para participar en dicha investigacién en virtud de que de
cumplo con los requisitos necesarios para la misma. También se me
ha informado sobre el derecho que poseo de que aun, después de
que se haya iniciado la investigacion, puedo declinar a continuar en
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la misma, sin que esto tenga repercusiones en mi persona.

Se me ha avisado que las muestras me seran tomadas de sangre
venosa periférica (cinco mililitros) y de la mucosa oral para ser
analizados en el Laboratorio de Citogenética y Mutagénesis de la
Facultad de Estudios Superiores de Zaragoza (FEZ Zaragoza) de la
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).

Para la toma de muestras sanguineas, se me ha solicitado que
informe a la persona responsable de la investigacion sobre la
presencia de alguna infeccion durante los ocho dias previos a la
toma de las muestras para diferir su obtencién una semana después
de que haya cedido dicho evento; también que comunique si he
recibido tratamiento con antibiéticos, ya que en tal caso, la
recoleccion sanguinea se hara 15 dias posteriores al término del
mismo. De igual manera, se me solicité que no ingiriera ningun tipo
de bebidas alcohdélicas 24 horas previas a la obtencién de la muestra
y que en caso contrario, lo notifique para postergar su recoleccion
por espacio de un dia. Igualmente, se me ha invitado a informar
sobre la ministracion de algun tipo de vacuna durante las tres
semanas previas a la obtencion de las muestras, para que estas
sean recolectadas al cumplir un mes después de su aplicacion.
Asimismo, se me pidié6 que no realizara ningn tipo de actividad
deportiva (ejercicio aerébico de bajo, mediano o alto impacto) 24
horas previas a la recoleccion y que en caso de que esto sucediera,
lo notifique para programar su obtencion un dia después de dicho
acontecimiento.

En relacion a la toma de muestras de la cavidad oral, se me ha
notificado que se obtendran con un cepillo especial (citobrush),
raspando suavemente la zona de los carrillos, previo a lo cual, me
realizaré un aseo de la boca con un cepillo y crema dental y al final
me llevaré a cabo un enjuague bucal con solucion fisiologica;
asimismo, se me ha comentado que el riesgo es minimo en ambos
procedimientos.

Me han manifestado que el lugar asignado para la obtencién de las
muestras sera mi centro de trabajo, en el servicio de adscripcion,
durante mi turno laboral y que en el supuesto caso de presentar
algin problema durante los procedimientos y derivado de ellos, la
atencion sera brindada por el profesional de la salud responsable de
la investigacion.

Se me ha avisado que los beneficios que obtendra el personal de
enfermeria expuesto con la realizacion del estudio, es la deteccion
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de genotoxicidad y que se pretende gestionar con las autoridades
competentes, rotaciones frecuentes del personal que prepara y
maneja citostaticos, para con ello, disminuir la presencia de dicha
condicién, ademds, incidir en relacién a la mejora de las condiciones
ambientales y de la dotacion de material y equipo ideales para
dichos farmacos.

Me han explicado que los datos obtenidos seran custodiados por el
investigador responsable de la investigacion y se me ha garantizado
discrecién y confidencialidad sobre mi identificacion, de tal forma
que solamente este profesional tendra acceso a lo anteriormente
sefialado, poder que le he conferido al firmar esta carta de
consentimiento informado. Asimismo, se me ha comentado que una
vez que se procesen las muestras, su desecho sera de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana NOM 087 referente a los residuos
peligrosos biolégico — infeccioso (RPBI). Entiendo que los resultados
de la investigacion me seran proporcionados si los solicito al
investigador responsable al término del estudio y una vez que estos
hayan sido publicados en revistas cientificas; estos datos seran
conservados durante cinco afios, transcurrido dicho tiempo, seran
destruidos.

Morelia, Michoacan, de 20

Nombre y firma de la entrevistada

ME. Ma. Lilia Alicia Alcantar Zavala
Responsable de la investigacion

Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo

Se me ha notificado que para consulta de dudas sobre la ejecucién del protocolo, por favor me dirija
con la persona responsable de la investigacion para que dé respuesta a las interrogantes que plantee.
Ma. Lilia Alicia Alcantar Zavala

Nuamero teléfono celular: 44 31 80 55 89
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