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RESUMEN

La Asamblea de los Delegados de la CLASA, consideran Ia Anestesiologia
como una especialidad de alto riesgo, por lo que consideran la creacién de
una Comisidén Latinoamericana permanente que se ocupe del estudio del
riesgo del riesgo profesional. Cohen y col., en USA efectuaron un estudio
nacional en 73 496 personas; 49 585, eran miembros del personal de
quiréfanos, expuestos a inhalacion cronica de anestésicos volatiles y 23 914
faboraban fuera del quiréfano y no expuestos a anestésicos. Los
investigadores encontraron 6.9% de anormalidades congénitas en hijos de

personal de quirdfano y sélo 3% de personal fuera de quiréfanos.

Los numerosos estudios publicados sobre la contaminacion de los
guiréfanos e inhalacién cronica .de anestésicos volatiles, evidenciaron que el
grupo laboral de los anestesidlogos, una mayor incidencia de cefalea, fatiga,
irritabilidad, agresividad, alteraciones perceptivas, cognocitivas y motoras,
padecimientos infecciosas por la inmunosupresién que producen ios
anestésicos inhalados, incremento en el riesgo de presentar aborto
espontaneo y en la incidencia de anormalidades congénitas en sus hijos, de
mayor frecuencia en las anestesidlogas

Se frata de un ensayc clinico controlado (observacional, analitico,
transversal, prospectivo, longitudinal, explicativo). Se establecié un universo

de trabajo.formado por médicos anestesiélogos que laboran en la unidad



203 de quiréfanos centrales del Hospital General de México de 12 S. 8. La
muestra obtenida fue de 26 médicos anestesidlogos en total que cumplieron
los criterios de inclusion y de los cuales se formaron: un grupo control de 8
médicos residentes de nuevo ingreso sin exposicion previa anestésicos
halogenados y tres grupos en forma aleatoria, siendo el grupo | los médicos
anestesiologos de fer. Afio de residencia con un afio de exposicién previa a
anestésicos halogenados, el grupo Il formado por médicos anestesiélogos
de 2° afo de residencia, el grupo il formado por médicos anestesiélogos de
base. Cuando se llevé a cabo la cuantificacion de linfocitos T y linfocitos B
por la técnica de rosetas la cual nos da una imagen no tan solo de
numerosos linfocitos circulantes, sino también de funcionalidad, al llevar a
cabo una interaccion dinamica entre el linfocito y el eritrocito de carnero
solo o sensibilizado no se puede visualizar ninguna alteracién, menos atin
pudimos observar algin cambio importante cuando se lieva a cabo Ia
cuantificacion de las subpoblaciones de linfocitos T por la técnica de
anticuerpos monoclonales por inmunofluorescencia indirecta. En este
trabajo investigamos la funcionalidad de la respuesta inmune celfular por la
técnica de LIF, no encontrando diferencia significativa. Por lo que debemos
considerar que debemos utilizar ensayos genéticos mds especificos para
peder dilucidar si los anestésicos tienen un papel relevante en las
alteraciones genéticas que se han presentado en anestesidlogos, como
también poder utilizar otro tipo de células en los ensayos {células

germinales).
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I INTRODUCCION

A. ANTECEDENTES:

Se reconoce desde hace algin tiempo la existencia de riesgos sanitarios en
muchos sectores de actividad; sin embargo hasta la ultima década
empezaron a publicarse datos en el sentido de que la exposicién cronica a
niveles residuales de gases anestésicos en el quiréfano pueda constituir

también un riesgo sanitario asociado a la practica médica.

En 1920 Hamiiton, describia una intoxicacion por éter caracterizada por una
serie de sintomas gastrointestinales y del SNC, en un grupo de
investigadores que habia sido expuesto a vapores de éter mientras
fabricaban poélvora durante la primera guerra mundial. Y en 1940 se
comunicd el de un cirujano, una enfermera y un anestesista. A principios de
la década de 1960 varios investigadores estudiaron la toxicidad producida
por los agentes anestésicos en tejidos humanos no nerviosos. La exposicion
crénica a niveles analgésicos de Oxido Nitroso, provocaban una depresion
de la médula 6sea dependiendo de la dosis. En 1968 una revisién de las
causas de muerte entre anestesidlogos, para un periodo de 1948-1967
demostré una elevada tasa de mortalidad por tumores malignos del sistema

linfatico v del S.R.E. (2,4,5}.

L



En reportes recientes, es seilalado por varios autores, las posibles
alteraciones de la respuesta inmune en el personal parameédico, que esta
expuesto crénicamente a pequefias cantidades de anestésicos inhalados
{liquidos, halogenados y gases), como en el Oxido nitroso, halotano,
enflurano, isoflurano, que polucionan en el drea quirurgica, dando lugar a
una variada patologia, en las que las neoplasias, defectos congénitos y

hepatopatias parecen ocupar los primeros lugares. (1,2,3,5,6}).

En intereses de los defectos inhibitorios de la division celular, aumento de
subito después de Jenssen y Cols. En 1956, descubrieron anemia aplasica
en pacientes con tétanos que fueron sometidos a régimen de inhalacion de
N2; en donde los casos mortales de mielopoyesis habian cesado. Estudios
posteriores determinaron que actua sobre la medula dsea por inhibicién de
ia C-mitosis; el 0.45% de vapor de halotano, produce gran inmunocitopenia,
observandose en el organismo una respuesta que dependiendo del tipo de
anestésico usado es evidente que queda un sin ndmero de alteraciones
producidas por la anestesia, entre ellas la respuesta inmune, como resultado
de ello se postulan la génesis del cancer siendo esto irrefutable

preocupacién para el anestesidliogo. (1,4,7,8)

Algunos experimentos comenzaron a realizarse en 1966 a fravés de
encuestas epidemioldgicas efectuadas por médicos anestesidlogos y otras

especialidades, en las que se hizo aparente que existia mayor frecuencia de



infertilidad no voluntaria, abortos espontaneos y productos con
maiformaciones congénitas. Y esto dio origen a estudios experimentales, en
los que se sometié a algunos animales de laboratorio a condiciones de
exposiciones similares a las del anestesidiogo, observandose el efecto de
tales sustancias sobre dichos animales y sus descendientes. Alin cuando en
tales experimentos las concentraciones de Halotano y Oxido Nitroso fueron
variables, los descendientes de los animales abortados presentaron mayor
nimerc de malformaciones esqueléticas en vértebras y costillas, paladar

hendido y muy bajo peso al nacer. (9,11,12)

Estudios en diferentes paises sugieren que el frabajo en el quiréfano esta
asociade a un incremento en el indice de malformaciones congénitas en los
hijos y mala salud en ios anestesiélogos. Han sido ampliamente discutidos y
todavia no se ha establecido, si estos son los resultados de la exposicién y
contaminacion de gases residuales, stress, infecciones, fatiga, disturbios
hormonales y diabéticos, poblacién seleccionada, exposicion a vapores
solventes, exposicion a rayos X, citostaticos y otras causas. {1,9,15)

Algunos estudios en animales se han demostrado, en experimentos
animales, la teratogenicidad de muchos agentes anestésicos inhalados. En
un estudio en ratén se demostrd que la exposicion crénica de residuos de
halotano combinado con oxido nitroso, en una exposicion similar a la usada
en anestesia quirdrgica puede tener efectos a_dversos sobre los procesos

reproductivos.
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Quizas lo mas importante de éste estudio, es que, demostrd un efecto sobre
los cromosomas masculinos en vivo, La exposicion de ratas hembras a esta
combinacion resulta de disminucidn de la ovulacién y en la eficiencia de la
implantacion en el nivel mas bajo de exposicién (halotano 1 ppm ademas
oxido nitroso 50 ppm), asi como a un nivel mas alto. Un leve retraso en el
desarrollo, fue visto en los fetos de las ratas embarazadas expuestas, del 6°
al 15° dia de gestacion, sin embargo no fue mayor el efecto teratogénico. Es
evidente que el efecto sobre la gestacidén indica que parece estar
determinado por la exposicion de la hembra, no hay efectos mutagénicos
dominante fetal sobre las hembras antes del apareamiento. En las células
germinales se comprobd el efecto téxico de los agentes anestésicos
inhalados; asi en ratas macho LWE/F Mai Kripe multinucleadas en los
espermatozoides, y se planted podria causar dano genético. (9,13,14,18,19).

Debe ser marcado que el efecto citogénico fue visto después de un largo
periodo de exposicion. Una importante disminucion en la ganancia de peso
fue vista en hijos masculinos de hembras expuestas antes y durante ei
embarazo a altas concentraciones en la combinacion halotano y oxido
nitroso. Importantes incrementos en el nlimero de animales y el namero de
células por animal con aberraciones cromosomales fueron observadas en
ambos grupos de ratas masculinas expuestas a la mezcla de halotano y
oxido nitroso. Este efecto fue visto en médula désea y en células
esperma_togénias, este es el primer reporte de dafio cromosomal de agentes

combinadas en experimento en vivo. (7,13,15,20,21)



Como ya se mencioné anteriormente las concentraciones de gases
anestésicos medidos en las salas de operaciones pueden variar cientos de
partes por millén (ppm). Existiendo diferencias dentro de la misma sala, asi
como en los sistemas de ventilacién. Se reportan 15 ppm de halotano, y en
quirdéfanos antiguos coh mecanismos de ventilacion deficientes, desde 85
hasta 300 ppm del halogenado. Este agente de uso tan frecuente ha sido
detectado en el ambiente respirado por anestesiclogos, y estas
concentraciones residuales pueden identificarse hasta 16 horas de la

exposicién. (17).

LOS CROMOSOMAS

Al comenzar a hablar del material genético, es necesario que hablemos
también de los cromosomas, localizados en el niclec de las células
eucaridticas y constituidos principalmente por acido desoxirribonucléico
(DNA} y unas proteinas asociadas a este, llamadas histonas. Estos
cromosomas son el material genético encargado de transmitir por
generaciones [a informacion de las funciones que debera realizar la célula

durante toda su existencia.

Los cromosomas son cuerpos filiformes que durante la division celular, se
contrae haciéndose mas gruesos y cortos, en elos se puede distinguir un

centrémero y dos brazos cromosémicos o cromatides hermanas.
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Dependiendo de la posicion del! centrémero, los cromosomas se clasifican

como sigue:

1. METACENTRICOS :Cuando los brazos de las cromatides tienen casi la
misma longitud, esto es: el centromerc esta casi a la mitad del
cromosoma.

2. ACROCENTRICQO: Cuando los dos brazos tienen una longitud diferente,
es decir el centrémero estid mas cerca de un extremo del cromosoma.

3. TELECENTRICOS: Cuando hay un solo brazo claramente distinguibie de

cada cromatide y aqui el centrémere del cromosoma. Ver figura 1.

4. SUBMETACENTRICOS: Cuando el extremo de las dos cromatides es
ligeramente mas corto que los otros; asi el centrémero se encuentra

desplazado ligeramente del cetro del cromosoma.

1 5 13 TELECENTRICO

FIGURA 1. CROMOSOMAS HUMANOCS 1,5 Y 13, QUE SON RESPECTIVAMENTE
EJEMPLO DE CROMOSOMAS METACENTRICOS, SUBMETACENTRICOS Y
ACROCENTRICOS, LOS CROMOSOMAS TELECENTRICOS NO EXISTEN EN
LOS HUMANOS



INTERCAMBIC DE CROMATIDES HERMANA

Existen en citogénetica varias técnicas que permiten observar el dafo que
provocan diversos agentes sobre los cromosomas, esto, es dafic sobre el
DNA o defectos mutagénicos. Entre estas técnicas podemos mencionar la
busqueda y deteccion de aberraciones cromosomicas, la deteccién de
micronicleos, ia determinacion de la frecuencia de intercambios de
cromatides hermanas (ICHs}). Todas aquellas se realizan con cultivos
celulares ya sea de vegetales o de animales inciuyendo al hombre. Otras
técnicas como la deteccién de revertantes se realizan en cultivos
bacterianos (7,12).

Puesto que el presente trabajo se utiliza la técnica de intercambio de

cromatides hermanas (ICHs), revisaremos sus principales caracteristicas.

Para hablar de ICHs, debemos mencionar que estos son observados gracias
a un métode de tincién diferencial de las dos cromatides de los
cromosomas. Esta metodologia se comienza a aplicar desde ¢l momento en
gue se inicia el cultive celular; incorporando en el medio una base apaioga a
la timina y que se conoce como 5-bromo desoxiuridina (BrdU); pasados dos
ciclos de reaplicacion celular BrdU, se ha incorporado al DNA cromosdmico
y las céiulas quedan listas para el proceso de tincién diferenciai con ios

colorantes Hoescht 33258 y Giemsa.



Una vez tehidas, las células en metafase presenian sus cromosomas con

diferente intensidad de coloracion en las dos cromatides.

Esta diferencia de intensidad de coloracion en las dos cromatides de cada
cromosoma es debida a que en la doble cadena ADN de una cromatide se
encuentra incorporada la base analoga BrdU (cromatide clara), mientras que
en la otra cromatide de la base analoga, solo se ha incorporado en una sola
hebra de ADN (cromatide obscura). Asi esta metodologia nos permite
observar intercambios de fragmentos simétricos entre las dos cromatides
hermanas a las cuales se les denomina ICHs (Intercambio de Cromaitides

Hermanas) Ver.figura 2.

Por otra parte se ha observado que al agregar a cultivos de linfocitos (en los
cuales se aplica esta metodologia) distintos agentes mutagénicos y
carcinogénicos, el nimero de ICHs se incrementa considerablemente;
comparado con cultivo testigo donde la incidencia de ICHs es relativamente
constante entre los individuos y es independientemente de la edad y sexo,
dando una frecuencia de ICHs de entre 5 y 9 por célula en metafase. {16,21).

El aumento de ICHs como consecuencia del dano producido por el agente
sobre el ADN, demostrd que la medicion de este parametro es el indice méas
sensible para detectar dafio sobre el material genético y comparado con las
pruebas estandart de bisqueda de aberraciones cromosomicas, resultoé ser

alrededor de 100 veces mas sensible. (16,21},



Los ICHs se han asociado a mutacion, puesto que al haber un intercambio
de material de una cromatide a otra puede decirse que ha existido una
ruptura o lesién del material genético (ADN). Y también esta combinacion de
ADN de cadenas madre con cadenas hijas, por un proceso de reparacion,
puede acarrear como se ha demostrado en bacterias una mutacién debida a

delecidn o insercion de bases a la hebra de ADN. {16,21}.

Todo lo anterior nos indica que el estudio de los ICHs quimicamente
inducidos, ademés de ser muy sensibles y relativamente rapido y sencillo, es
un método eficaz para detectar agentes que dafian a los cromosomas, esto

es al ADN. (16,21).
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FIGURA 2 INTERCAMBIO DE CROMATOIDES HERMANAS
LOS CROMOSOMAS 1,3,5 Y 7 ; NO PRESENTAN ICHs. ¥ LOS
CROMOSOMAS 246 Y 8; PRESENTAN 438 Y 1 ICHs
RESPECTIVAMENTE ESTOS SENALADOS CON FLECHAS.



B. SITUACION ACTUAL

Ei hombre ha estado constantemente expuesto a fuerzas fisicas,
compuestos quimicos y agentes biologicos, que dependiendo de su
naturaleza y concentracion en el ambiente, pueden a llegar a ser toxicos. La
evolucién que el género humano tiene, se debe en parte a su gran capacidad
de adaptacidn a un ambiente en constante cambio. Esta capacidad de
adaptacién ha sido desafiada en los Gltimos afios por una enorme y variada

cantidad de agentes.

En 1973, en Bolivia, durante la Vil Asamblea de Delegados de la CLASA, se
cred la “Comision para el estudio de los riesgos profesionales del
anestesidlogo”, comisién integrada por un representante de Argentina, uno

de Bolivia y uno de México.

En Quito, Fcuador , en 1975 durante ia VIil Asamblea de 1a CLASA basados
en una amplia bibliografia mundial, recolectada por ia comision, los
Congresistas concluyercn que los Riesgos Profesionales del Personal que

tabora en los quirdfanos, se divide en cuatro grupos:

L Riesgos ocasionados por inhalacidn crénica de anestésicos volatiles

residuales gue existen en el ambiente de los quiréfanos.



il Riesgos ocasionados por infecciones transmitidas por los pacientes al

personal que los atiende.

1. Riesgos por agentes fisicos, quimicos y bioldgicos manejados en los

guiréfanos.

V. Riesgos ocasionados por la naturaleza del trabajo del anestesi6logo,

principalmente, por estrés y el cansancio.

De 1949 a 1976 los numerosos estudios publicades sobre Ia contaminacion
de los quiréfanos e inhalacion cronica de anestésicos volatiles,
evidenciaron en el grupo [aboral de los anestfesidlogos, una mayor
incidencia de cefalea, fatiga, irritabilidad, agresividad, alteraciones
perceptivas, cognocitivas y motoras, padecimientos infecciosos por la
inmunosupresién que producen los anestésicos inhalados, incremento en el
riesgo de presentar aborto espontaneo y en la incidencia de anormalidades
congénitas en sus hijos, de mayor frecuencia en las anestesiélogas; mayor
porcentaje de padecimientos hepaticos, renales y neoplasicos, sobre todo
en el tejido linfatico y reticuloendotelial, asi como mayor incidencia de
infartes cardiacos, suicidios y accidentes automovilisticos como causa de

muerte.



En la mayoria de los paises del primer mundo, a partir de 1978, las salas de
operaciones se construyen con extractores potentes, eficientes vy
silenciosos, que recambian el volumen de aire, de 15 a 20 veces por hora, y
no se permite que funcionen los aparatos de anestesia si no tienen instalada
una valvula de evacuacion de gases al exterior o al sistema de extraccion, ya
que esta perfectamente demostrado que con estos dispositivos se eliminan

del ambiente el 90% de los vapores y gases residuales.

Sin embargo en nuestro pais y practicamente en toda Latino América, los
anestesiélogos no podemos considerar que la contaminaciéon haya sido
resuelta, por lo que seguimos siendo afectados por ella, pues segin los
muestrecs estadisticos efectuados en México, Argentina, Brasil y Colombia
aproximadamente del 96 al 8% de los quiréfanos Latino-Americanos, {en
algunos paises el 100%) no cuentan con extractor de aire ya que las leyes
Sanitarias no lo exigen y en los aparatos de anestesia no se instala valvula

de evacuacion de gases, por ser mas baratos si no tienen este dispositivo.

En México solo los centros hospitalarios de las grandes ciudades estan
correctamente equipados, pero los numerosos hospitales de la provincia
Mexicana carecen de estos dispositivos de seguridad, por lo menos ia gran

mayoria.



Los residuos de 6xido nitroso y anestésicos halogenados, en ausencia de
sistemas de evacuacion y extraccion, pueden alcanzar concentraciones de

3000 y 50 p.p.m. respectivamente o mas.

El NIOSH (Institutc Nacional de Salud y Salubridad Ocupacional de USA)
recomienda como limnites superiores en ef ambiente de los quiréfancs, 25

p-p.m. de oxido nitroso y 2 p.p.m. para los anestésicos halogenados.

Estas recomendaciones s6lo son alcanzadas con una maquina de anestesia
absolutamente hermética, con un buen extractor que recambie e! volumen
del aire del quiréfano 20 veces por hora, y una valvula de evacuacién

efectiva.
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B. JUSTIFICACION

lLa anestesia general puede definirse como “el estado en ef cual el

organismo es insensible al dolor y posiblemente a otro tipo de estimulo”.

Fue durante la 1 Guerra Nundial, con la fabricacién de la pélvora cuando
aparecieron los sintomas de envenenamiento por éter. Se observaron
efectos adversos a largo plazo de la exposicion laboral a pequefas
concentraciones de gases anestésicos residuales; algunos presentaban
cefalea, depresion, ancrexia, fatiga excesiva y pérdida de la memoria; los
cuales desaparecieron al ausentarse del quiréfano o con la ventilacion
adecuada. A los fines de la década de los 60s, se observd que ademas del
riesgo anestésico del paciente, habia un riesgo para la satud de! personal de

guirofano.

Durante muchos afios se consideré que los anestésicos inhalatorios eran
farmacos inertes, con eficacia terapéutica. Actualmente se sabe que sé
metabolizan in vivo y son precisamente sus metabolifos los responsables de
los casos de toxicidad aguda y crénica; cuatro son jos mecanismos de

toxicidad de los anestésicos inhalatorios con lesion de los tejidos:

~a) Laacumulacion intracelular de metabolitos en cantidades téxicas.

b) La captacién de los haptenos capaces de iniciar respuesta inmunoldgica



o de hipersensibilidad sistémica.
c) La produccion de metabolitos intermedios reactivos.

d} La reaccion fisicoquimica def oxido nitroso en la vitamina B12,

C. HIPOTESIS.

St estudios clinicos han sugerido que los anestésicos inhalatarios {Halotano,
Enflurano e Isoflurano), tienen efecto depresor sobre la respuesta inmune y
posee un efecto mutagénico, entonces esperamos encontrar en nuestro
estudio una depresion de la respuesta inmune después de la exposicién a
anestésicos inhalatorios (Haletano, Enflurano e lIsoflurano), asi como

también de efectos genéticos.

D. OBJETIVOS.

1. Identificar los efectos de la exposicidn cronica v continua de anestésicos
inhalatorios (Halotano, Enflurano ¢ Isoflurano}, sobre la respuesta inmune

y alteraciones genéticas en Anestesitlogos.



2. Evaluar la respuesta inmune mediada por células, en médicos
Anestesiélogos, antes de la exposicion a anestésicos inhalatorios
(Halotano, Enflurano e isoflurano), y después de la exposicién de estos (8

a 10 meses).

3. Detectar si existen alteraciones genéticas (medido por intercambio de
cromatides hermanas) antes y después de la exposicidon a anestésicos
inhalatorios (Halotano, Enflurano e Isoflurano}, en forma cronica y

continua.

il. MATERIAL Y METODOS.

El presente estudio se llevo a cabo en los diferentes quiréfanos del Hospital
General de México de la §.8., donde se realizan una seleccion al azar de 20

médicos Residentes de Anestesiogia y 8 médicos de base de Anestesiologia.

a) Se estudiaron las poblaciones linfocitarias en sangre periférica {(venosa),
LIF, antigenos ubicucs e intercambio de cromatides hermanas, en el
grupo control que fueron 8 médicos residentes de nuevo ingreso, y que
no habia tenigio contacto con agentes anestésicos inhalatori_os (Halotano,

Enflurano e Isoflurano). Y se realizé una nueva toma de sangre periférica



2. Evaluar la respuesta inmune mediada por células, en médicos
Anestesidlogos, antes de la exposicion a anestésicos inhalatorios
{Halotano, Enflurano e isoflurano), y después de la exposicion de estos (8

a 10 meses).

3. Detectar si existen alteraciones genéticas {medido por intercambio de
cromatides hermanas) antes y después de la exposicidn a anestésicos
inhalatorios (Halotano, Enflurano e Isoflurano), en forma crénica y

continua.

il. MATERIAL Y METODOS.

El presente estudio se llevo a cabo en los diferentes quiréfanos del Hospital
General de México de la $.5., donde se realizan una seleccion al azar de 20

médicos Residentes de Anestesiogia y 6 médicos de base de Anestesiologia.

a) Se estudiaron las poblaciones linfocitarias en sangre periférica (venosa),
LiF, antigenos ubicuos e intercambio de cromatides hermanas, en ei
grupo confrol gue fueron 8 médicos residentes de nuevo ingreso, y que
no habia tenido contacto con agentes anestésicos inhalatorips (Halotanag,

Enflurano e Isoflurano). Y se realizé una nueva toma de sangre periférica



a los 8 meses posteriores a su ingreso.

¥ en los grupos problema, tan solo se Hevé a cabo ei estudio de intercambio

de croméatides hermanas y los grupos se formaron de la siguiente manera:

b)

GRUPO |. Integrado por 6 médicos residentes de primer afo de
Anestesiologia, del H.G.M. de la S.S., con una edad x de 27.6 afios y un
ano de exposicidon a anestésicos inhalatorios (Halotano, Enflurano e

isoflurano).

GRUPO 1. Integrado por 6 meédicos residentes de 2° afo de
Anestesiologia, de H.G.M. de la 8.5, y con una edad x de 32.8 afios de

edad y 3 afios de exposicion promedio a agentes anestésicos.

GRUPQ IIl. Formado por 6 médicos Anestesidlogos de base, de! H.G.M.,
de la 8.8, con una edad x de 31.8 y x de exposicion de 5.1 afios a

anestésicos inhalatorios.

Toma de muestras: a cada médico se e tomoé una muestra de 20 ml de
sangre venosa periférica heparinizada, en una sola ocasién al grupo ya

expuesto y dos tomas al grupo de control.



TECNICAS DE POBLACION LINFOCITARIAS.

Se tomd muestra de 10 ml, de sangre heparinizada, posteriormente se
procedio a afadir un volumen de gelatina al 3% por cuatro volimenes de
sangre y colocar en posicién inclinada dentro de un incubar a 37°C para
permitir su sedimentacién. Una vez que los eritrocitos sedimentados, se
tomé el plasma sobrenadante rico en leucocitos para distribuirios en un par
de tubos de 13X100 mm con tapén, a los cuales se les afiadieron 0.4 gr., de
hierro coloidal y se les incuba durante 30 minutos en bano Maria a 37 °C con
agitacién frecuente, con el fin de mantener en suspensién las particulas de
hierro. Una vez transcurrido los 30 min. De incubacidn, se procede a retirar
el hierro coloidal con la ayuda de un magneto. Este procedimiento permite
eliminar las células fagocitarias. Posteriormente se colocaron dos
voliimenes de plasma sobre un volumen de Focoll-hypaque {d =177
g/mi) y se centrifugd a 400 G con ia finalidad de separar los linfocitos que se
podrian tomar de la interfase formada entre el Focoll-hypaque y el plasma.
Despusés de lavar las células en 3 coacciones, se contd la concentracion de
ellas, haciendo una dilucién con azul de tripano al 0.1%, lo cual permite

checar la viabilidad, se ajusté a 4 X 10° células/mi.

inmunofiuorescencia: para ia ideniificacion de las pobiaciones ceiuiares, se
utilizaron anticuerpos monoclonales murinos (Mab) (Ortho Diagnostic

Systemns Ratitan, New Jersey), las células T cooperadorasf/inductores (OKT



4), células T supresoras/citotoxicas (OKT 8), una vez que ias células
fagociticas fueron eliminadas por el tratamiento con hierro coloidal se siguié
una técnica de inmunofiuorescencia indirecta que utilizo laminillas {Muititest
Slides Flow Laboratories). Se colocaron 50 microlitros de Poli-1-lisina (Sigma
Chemical, Co.,5t Louis Mo.} a 2 mg/ml en cada pozo y se dejd incubar a
temperatura ambiente por 30 min. Entonces se afnadieron 20 microlitros de
la suspensidn celular que se fijo posteriormente con formaldehido al 1% en
buffer salina fosfatos, para afadir cada pozo {excepto una}, con uno de los
diferentes anticuerpos y después afiadir un anticuerpo policional de cabra,
anti-anticuerpo de ratén conjugado a isotiocianato de fluoresceica (Ab-FITC)

a todos los pozos.

ANTICUERPOS MONOCLONALES UTILIZADOS EN EL ESTUDIO

Ma + CD++ PM +++ Caracteristicas ++++

OTK 4 CD4 60 000 Inmunoglobulinas de subclase IgG 2B.
ldentifica linfocitos T humanos con
funcién inductora/cooperadora.

OKT 8 CDhs8 31000 Inmunoglobulinas de subciase IgG 2 A.

jdentifica linfocitos T humanos con

funcion supresoralcitotoxica.



+ Anticuerpos monoclonales {Ortho Diagnostic Systems)

++ Antigenos de diferenciacion
+E+ Peso motecular del Ag {antigeno} reconocido por el Mab
+H+t Células que aportan el Ag reconocido por et Mab y clase de

Inmunogicbulinas que es el Mab.

Posteriormente se procedié a aplicar gticerol al 50% y cubrir con
cubreobjetos. Al leer en un microscopio de luz ultravioleta se verifico
primero la ausencia de fluorescencia en el pozo de testigo gue no recibié
Mab, pero si el conjugado, contandose entonces el numero de células
fluorescentes entre un minimo de 200 células por pozo, obteniéndose asi los
nimeros porcentuales correspondientes a cada poblacion celular.

Determinacién de linfocitos T y B por el método de Rosetas (E y EAC). Los
linfocitos se separaron en un gradiente de Ficoll-hypaque,
densidad de 1.0077 -+ 0.001 g/ml., centrifugarlo a 400 G durante 30 minutos,

se ajustaron a 4X10° /ml.
Determinacion de linfocitos “T"” {rosetas E), 0.25 mi., de la suspension se
mezclaron con 0.25 mi de eritrocitos de carnere (E) al 0.1%, se centrifugaron

a 200G por 3 minutos y se colocaron en refrigerador durante 48 hrs.

Determinacién de linfocitos "B” {rosetas EAC); a 0.25 mi., de eritrocitos



tratados con hemdlisis {lgM} y complemento humano, se agregaron 0.25 ml.,
de la suspension linfoide, se centrifugd a 200 G por 3 minutos a temperatura
ambiente. En amhos casos {rosetas E y EAC) se colocaron entre porta y
cubreobjetos y se tomaron como linfocitos “T” o “B” respectivamente a las

células que se tenian adosadas al menos tres eritrocitos en su superficie.

Factor Inhibidor de linfocitos (LIF). La determinacién se realizd
obteniéndose el paquete leucocitario, proveniente de 10 ml, de sangre
venosa periférica heparinizada. Las células se separaron del plasma por
centrifugacion a 400 G durante 10 minutos. La suspensién celular se ajusté a
4X107 células/iml y se empaqueté por centrifugacion en capilares; después se
corto con interfase y se colocé en caAmara de Bloom, fijandose con grasa de
silicon. Una camara se llené de Medio Minimo Esencial (MME), y la otra con
MME y 0.01 mil, de antigeno de prueba (Tricofitina, PPD, Candidina y
Varidasa), La lectura se realizé después de 24 a 48 hrs. , proyectando el perfil
de la migracién scbre una hoja de papel con la ayuda de una ampliacién
fotografica. El calculo de la inhibicion se realizé mediante la siguiente

formula:

Peso promedio de las dreas de migracién con Ag

LIF =100

Peso promedio de las areas de migracidn sin Ag

2
a2



METODOLOGIA DE INTERCAMBIO DE CROMATIDES HERMANAS

a} Siembra: para el cultivo de linfocitos se tomd una muestra de sangre
venosa total de un médico residente de nuevo ingreso clinicamente sano,

sin antecedentes de infecciones virales previas al estudio.

Se sembraron dos frascos de cultivo por dosis. Cada frasco de cultivo
contiene: 0.5 ml, de sangre venosa periférica, 8 ml de medioc de McCoy 5°
medificado (in Vitro) y 0.5 ml de fitohemaglutinina. Los cuitivos se incubaron
a 37 °C y a las 24 horas se afadieron 45 microlitros de 5-bromo-2

desoxiuridina (BrdU) (sigma) y se continué con la incubacién una hora mas.

b) Cosecha: a las 72 hrs se centrifugaron los cultivos 10 minutos a 1 500
r.p.m., a continuacién se eliminé el sobrante y sé resuspendié el paquete

celular con 7 m! de solucién hipoténica de KCL 0.075 ml a 37 °C.

Después de los 15 minutos, centrifugar y eliminar el sobrenadante, sé
resuspendié nuevamente el paquete celular y se afiadieron 7 ml de solucién
fijadora de metanol-acido-acético 3:1, dejandolos reposar a temperatura
ambiente 15 minutos, luego se centrifugd y se eliminé el sobrenadante con

el objeto de hacer otros dos cambios de fijador.

1~
4



c}

d)

e)

Preparacion de laminiilas: en el tubo con suspension celular se dejé una
cantidad adecuada de fijador, sé resuspendieron las células y en
portaobjetos previamente desangrados se dejaron tres gotas de la
suspension a una distancia de 20 cm., aproximadamente. Las laminillas
se secaron al aire y se dejaron madurar por 2 dias antes del siguiente

paso.

Tincién: las laminillas se tifieron con colorantes fluorocromo
bisbenzidina Hoeschst 33258 (sigma) {100 myg/ml)} por 40 minutos, se
lavaron con agua de la llave y se secaron a 60 °C por 15 minutos. Se
colocaron en buffer de citrato fosfato pH 7.0, las laminillas se expusieron
a luz negra por 40 minutos, se lavaron y se secaron 30 minutos a 60 °C,
Finalmente se efectud otra tincion con colorantes Giemsa al 4% (2ml de
Giemsa, 5 mi de buffer de fosfato pH 6.4 y 43 ml de agua destilada) por 15

minutos.

Andlisis de laminillas: se contaron los intercambios de cromatides

hermanas en 30 metafases de segunda division.

I~
uh



il. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la cuantificacion de linfocitos T y linfocitos B,
por la técnica de rosetas en personas no expuestas a anestésicos
inhalatorios y 8 a 10 meses después de la exposicién, no se encontré una

diferencia estadisticamente significativa. Figura 1y 2.

La cuantificacion de linfocitos T cooperadores cuantificados por
inmunofluorescencia en estos mismos grupos, no se enconfré ninguna

diferencia estadisticamente significativa. Figura 3 y 4.

En cuanto a la relacion linfocitica T cooperadora-linfocitos T supresor,

tampoco se encontrd una diferencia estadisticamente significativa. Figura 5.

En las pruebas de funcionalidad, estas medidas por LIF a fricofitina, PPD,
Candidina y Varidasa; el porcentaje de positividad antes de la exposicion y

después de esta se encuentra muy similar. Figura 6.

En cuanto a intercambio de cromatides hermanas, no se mostré un cambio
estadisticamente significativo al comparar los diferentes grupos estudiados,

Figura 7.



Cuando se efectud este mismo estudio en personas antes y después de la
exposicidon a anestésicos inhalatorios (8 a 10 meses), no se encontré
cambios estadisticamente significativos en forma individual. Figura 8 y por

grupo Figura 9.

IV.  DISCUSION

Con los antecedentes de los diversos dafios que causan los anestésicos
inhalatorios en el ser humano, en sus diferentes esferas de la homeostasis,
nosotros esperamos encontrar alteraciones tanto inmunolégicas como
genéticas en los diferentes grupos estudiados en cuanto a tiempos
diferentes de exposicion, asi como antes y después de ésta en
anestesiélogos, los cuales conviven en esferas contaminadas. Sin embargo
cuando se llevo a cabo la cuantificacion de linfocitos T y Linfocitos B por la
técnica de rosetas la cual nos da una imagen, no tan sdlo de nimeros de
linfocitos circulantes, sino también de funcionalidad, al llevar a cabo una
interaccion dinamica entre el linfocito y el eritrocito de carnero solo o

sensibilizado.

No se puede vislumbrar ninguna aiteracion, menos adn pudimos observar

algin cambio importante cuando se lleva a cabo la cuantificacién de las



Cuando se efectud este mismo estudio en personas antes y después de la
exposicion a anestésicos inhalatorios (8 a 10 meses), no se encontro
cambios estadisticamente significativos en forma individual. Figura 8 y por

grupo Figura 9.

IV. DISCUSION

Con los antecedentes de los diversos dafios que causan los anestésicos
inhalatorios en el ser humano, en sus diferentes esferas de la homeostasis,
nosotros esperamos encontrar alteraciones tanfo inmunolégicas como
genéticas en los diferentes grupos estudiados en cuanto a tiempos
diferentes de exposicion, asi como antes y después de ésta en
anestesidlogos, los cuales conviven en esferas contaminadas. Sin embargo
cuando se flevo a cabo la cuantificacion de linfocitos T y Linfocitos B por Ia
técnica de rosetas la cual nos da una imagen, no tan sélo de nimeros de
linfocitos circuiantes, sino también de funcionalidad, al llevar a cabo una
interaccion dinamica entre el linfocito y el eritrocito de carnero solo o

sensibilizado.

No se puede vislumbrar ninguna alteracion, menos aun pudimos observar

algin cambio importante cuando se lleva a cabo la cuantificacion de las



subpoblaciones de linfocitos T por la técnica de anticuerpos monoclonales

por inmunofiucrescencia indirecta.

En trabajos previos se llevé a caho el estudio de la funcionalidad de Ia
respuesta inmune celular, éstas medidas por intradermorreaccion
anticuerpos ubicuos (PPD, tricofitina, Candidina y Varidasa), se observé una
disminucién de la reactividad a estos antigenos. Nosotros en este trabajo
investigamos la funcionalidad de la respuesta inmune celular por la técnica
de LIF a estos mismos antigenos antes y después de la exposicién de
anestésicos inhalatorios no encontramos diferencia significativa,
consideramos que ésta técnica no nos mostré resultados ya que dentro de
su metodologia se debe llevar a cabo el lavado de las células linfoides a
estudiar. Y con esto se pudo haber eliminado elementos que participaron en
el blogue de la respuesta inmune celular. Con lo que respecta a la valoracion
genética por intercambio de cromatides hermanas en donde no encontramos
cambios significativos y teniendo en cuenta los elementos carcinogénicos,
teratdgenos y abortos espontaneos en anestesiélogbs, consideramos que
deben utilizarse ensayos genéticos mas especificos para poder dilucidar si
los anestésicos tienen un papel relevanie en las alteraciones genéticas que
se han presentado en anestesiologos, como también, poder utilizar ofro tipo

de células en los ensayos, por ejemplo, células germinales.



V. CONCLUSIONES

1. Enlos estudios inmunolégicos que se Hlevaron a cabo en este trabajo no
podemos concluir que los agentes anestésicos causen algin dafio

directo sobre la respuesta inmune estudiada bajo las técnicas utilizadas.

2. En cuanto a los elementos genéticos no se demostré que los agentes

anestésicos lleven alteraciones de esta indole.

3. Es recomendable que diferentes estudios sobre los topicos focados en
esta tesis deban de seguirse estudiando por diferentes metodologias
para poder demostrar si es o no un elemento téxico y de riesgo
profesional a las concentraciones a las cuales vive el anestesidlogo en su
trabajo diario, esto debe ser considerado para mejorar sus condiciones

de trabajo.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4

CUANTIFICACION DE LINFOCITOS CD 8
EN ANESTESIOLOGOS

40

35+

304

25+

DE LINFOCITOS CD8

10

=
S

NN N N NN

ANTES DESPUES




FIGURA 5

RELACION CD 4/CD 8
EN ANESTESIOLOGOS
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FIGURA 6
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FIGURA 7 N° DE INTERCAMBIOS DE CROMATOIDES
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FIGURA 8 N° DE INTERCAMBIOS DE CROMATOIDES
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ANEXO I



HOSPITAL GENERAL DE MEXICO

CARTA DE CONSENTIMIENTO

A QUIEN CORRESPONDA:

Por medio de la presente autorizo al personal médico de quirdfanos
centraies del Hospital General de México 8. 8. A., para que se me tomen las
muestras de sangre venosa periférica necesarias para la determinacién de

alteraciones inmunolégicas del estudio de investigacién clinica:

“ALTERACIONES INMUNOLOGICAS EN ANESTESIOLOGOS A LA
EXPOSICION CRONICA DE ANESTESICOS HALOGENADOS”

Declaro con anterioridad que se me ha explicado detalladamente en que
consiste la toma de muestra de sangre, que beneficiaréd dicho estudio.
Estableciendo que recibiré respuesta a cualquier pregunta y aclaracion
relacionada con la investigacion , y estoy en completa libertad para retirar la
presente autorizacién en el momento que lo desee y sin que ello se afecte

las refaciones laborales por parte del servicio.

PACIENTE INVESTIGADOR

TESTIGO TESTIGO
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