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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto genotoxico causado por los Rayos
X, en el ADN linfocitario en sangre periférica, utilizando el ensayo cometa como técnica
de anélisis, en el personal del Servicio de Radiologia del Hospital Nacional LUIS
N.SAENZ PNP. La poblacion de estudio fue de 40 personas separadas en 2 grupos, el
lero de 20 trabajadores expuestos a los Rayos X, con un tiempo laboral de exposicion de
2-15 afios y 16 afios a mas y de edades entre 20-30 y 31 afios a mas. El 2do grupo fue el
grupo control, formado por personas del mismo centro de trabajo sin exposicion a Rayos
X. Las muestras de sangre fueron obtenidas por puncion venosa en tubos con heparina,
de los cuales fueron aislados los linfocitos y asu vez estos fueron colocados en laminas
porta objetos con geles, para la realizacion del ensayo cometa. Las laminas fueron
sometidas a lisis alcalina seguida de la corrida electroforética (pH=13), para seguir con
la tincidn lectura en un microscopio de fluorescencia. El andlisis de imagenes se realiz6
usando el programa informatico Komet 4, en el cual se almacenaron los datos
recolectados en formato Excel y analizados en el programa estadistico SPSS. Los
resultados indicaron que existe un incremento significativo (p<0.05) de dafio genotdxico
en el 10% de los trabajadores expuestos a los Rayos X y solo el 1% del grupo control.
Respecto a la variable de estudio de la edad en el personal expuesto no se encontrd
resultados significativos. Por el contrario para la variable de tiempo de exposicion, los
individuos expuestos entre 2 a 15 afios presentaron mayor dafio celular (Nivel 1y II) en
relacién a los expuestos de 16 a mas afios que presentaron niveles bajos. Los Rayos X
causan un efecto medianamente nocivo en la integridad del genoma teniendo una
correlacion con los afios de exposicion del personal que trabaja en el servicio radiologia.
Los hallazgos confirman la utilidad del ensayo cometa como una herramienta atil para
evaluar dafio genotdxico y prevenir tempranamente el aparecimiento patologias radio

inducidas.



ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the genotoxic effect caused by X-rays in
DNA in peripheral blood lymphocytes, using the comet assay and analysis technique,
the staff of the National Hospital Radiology LUIS N.SAENZ PNP. The study population
was 40 persons separated into 2 groups, the 1st of 20 workers exposed to X-rays, with a
working time of exposure 2-15 years and 16 years and over age 20-30 and 31 years later.
The 2nd group was the control group, consisting of people from the same workplace
without exposure to X-ray Blood samples were obtained by venipuncture into
heparinized tubes, which were isolated lymphocytes and assume time these were placed
in partment sheets gels, for performing the comet assay. Slides were subjected to
alkaline lysis followed by electrophoretic run (pH = 13) to continue reading staining
fluorescence microscopy. Image analysis was performed using the Komet 4 software, in
which the collected data to Excel and analyzed using the SPSS statistical program was
stored. The results indicated that there is a significant increase (p <0.05) of genotoxic
damage in 10% of workers exposed to X-rays and only 1% in the control group. With
regard to the study variables of age in the exposed staff found no significant results. In
contrast to the variable exposure time, exposed individuals between 2-15 years showed
greater cell damage (Level I and Il) compared to those exposed to more than 16 years
had low levels. The X-rays cause a moderately adverse effect on the integrity of having
a correlation with years of exposure of personnel working in the radiology service
genome. The findings confirm the usefulness of the comet assay as a tool to assess

genotoxic damage and prevent early onset pathologies induced within the tool.



INTRODUCCION.

La integridad del material genético se ve comprometida con la exposicion a radiacion
ionizante, dando origen a cambios genéticos como supresiones y ruptura de una o de las
dos cadenas del ADN. La aparicion de estos cambios, altera el equilibrio y la funcion
celular favoreciendo la susceptibilidad para eventos mutagénicos, teratogénicos y
carcinogenicos, los cuales han sido documentados en la literatura en diversas
investigaciones. Los efectos bioldgicos por las radiaciones ionizantes (Rayos X) varian
de acuerdo al tiempo de exposicion e intensidad, y las consecuencias se manifiestan en
muchos drganos, en concreto en la médula 6sea, rifiones, pulmones y el cristalino de los

0j0s.

Las afecciones para la salud debido a las radiaciones ionizantes se las puede dividir en
los siguientes grupos: deterministicos, se observa en personas expuestas a altas dosis de
radiacion, lo que induce la muerte celular provocando la perdida de funcionalidad de
uno o varios tejidos, los estocasticos, cuando el contacto con la radiacién ionizante
potencia eventos de dafio ya presentes en el individuo, provocando sinergismo entre las

alteraciones genomicas, Y los efectos producidos por la radiacion.

Actualmente cobran importancia los efectos de las radiaciones ionizantes a dosis bajas y
alin mas a dosis menores de 20-250mSv/afo, limite establecido por los organismos
internacionales (IAEA) para la poblacion expuesta laboralmente como el valor por
debajo del cual, el riesgo es minimo pero no inexistente. Estudios llevados a cabo en
Estados unidos, Canada y el Reino Unido, sobre trabajadores expuestos a radiacion
ionizante a dosis bajas, mostraron aumento significativo de la incidencia de cancer en

tejidos blandos y leucemia.



En los dltimos afios el avance de las tecnologias médicas viene propiciando un
imparable aumento de las técnicas que utilizan radiaciones, lo que hace muy necesario el
conocimiento por todos los profesionales sanitarios del tipo de agentes fisicos que se
utilizan en todos los campos del trabajo Yy especialmente los riesgos a que se pueden
someter las personas que pueden estar en contacto con este tipo de agentes en su medio
de trabajo, ya que si las radiaciones ionizantes penetran en los tejidos vivos, pueden

provocar importantes efectos biologicos.

Es por ello que se ha visto incrementada la investigacion a este respecto in vitro e in
vivo, desde el andlisis de los mecanismos de toxicidad molecular, genotoxicidad, hasta la
busqueda de herramientas de biomonitoreo genético y biodosimetria que permitan una
aproximacion al dafio y mejor evaluacion de riesgo a corto, mediano y largo plazo,
permitiendo la implementacién de medidas de prevencion antes de la aparicion de

condiciones clinicas irreversibles.

Por todo ello, es preciso saber cuéles son los efectos bioldgicos de estas radiaciones y
conocerlos en aquellas personas que trabajan en contacto con radiaciones ionizantes
(Rayos X) o lugares en los que se emplean, ya que en el medio sanitario proliferan

dichas fuentes.

En el Perl existen pocas estadisticas que hablen de riesgos o accidentes y lesiones
laborales, a los que se exponen los profesionales de la radiologia. Sin embargo, algunos
informes aislados hablan de un aumento de la exposicion a 170 y 280 mSv en personas y
personal que son sometidos a radiografias diagnosticas, por accidentes laborales u
controles médicos; esto debido a que algunos centros laborales tercializan los exdmenes

con services.

Los estudios genotdxicos permite analizar si las poblaciones expuestas a radiaciones
ionizantes como los Rayos X, presentan alteraciones en la morfologia de los
cromosomas y en la integridad del ADN, y que a futuro podrian desencadenar

enfermedades genéticas.



La utilidad del estudio genotoxico radica en demostrar y determinar la relacion entre el
dafio genético y la radiacion ionizante. Ademas permite realizar recomendaciones para

prevenir enfermedades.

El proposito de esta investigacion es determinar el efecto genotdxico de los Rayos X en
el personal laboralmente expuesto del Servicio de Radiologia del Hospital Nacional
Luis N. Sdenz PNP de Lima.

10



ANTECEDENTES

Los rayos X son radiaciones ionizantes electromagnéticas, invisible, capaces de
atravesar cuerpos opacos Yy de impresionar las peliculas fotogréficas. Los rayos X se
generan cuando un haz de electrones muy energéticos se desacelera al chocar con un
blanco metalico, el choque produce un espectro continuo llamados rayos X (Del Cura et
al. 2010)

Al interaccionar la radiaciéon ionizante con una célula se produce ionizaciones y
excitaciones en las macromoléculas como son el ADN, ARN, enzimas, proteinas, etc. o
con el medio en el que estan en suspension las estructuras celulares. Por esta razén suele
dividirse la accion de la radiacion en directa sobre las macromoléculas e indirecta sobre
el medio. Las alteraciones en macromoléculas fundamentalmente como el ADN vy otras
proteinas celulares, inducen cambios en la estructura y funcionalidad de todo el sistema.
(Sainz. 2005)

Existen dos tipos de efectos causados por la exposicion a la radiacion sobre la salud;
deterministicos, se observan en personas expuestas a altas dosis de radiacion; lo que
induce la muerte celular provocando la perdida de funcionalidad de uno o varios tejidos.
Los estocasticos, cuando el contacto con la radiacién ionizante potencia eventos de dafio
ya presentes en el individuo, provocando sinergismo entre las alteraciones genémicas y

los efectos producidos por la radiacion. (Touil et al. 2002)

La exposicion a radiaciones ionizantes, ha sido estudiada ampliamente, siendo un grupo
ocupacionalmente expuesto a este riesgo, los trabajadores de la salud en los cuales las
medidas de prevencion son la mejor forma de proteccion, la cual es dada por una

vigilancia adecuada de las dosimetrias personales, examenes para-clinicos como cuadro
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hemético y TSH, como pardmetros de evaluacion y seguimiento del trabajador. (Munar
y Rios. 2011)

Los hallazgos en relacion con el tiempo y la presencia de aberraciones cromosoémicas,
debido la exposicion a bajas dosis (20-250 mSv) de radiacion ionizante, se han
encontrado: en promedio de 1,93 aberraciones por individuo; 39% entre 1 y 10 afios de
exposicion, 27% entre los 11 y 20 afios de exposicion y 46% entre los 21 y 30 afios de
exposicion). Los hallazgos sugieren que la exposicién a bajas dosis de radiacién
ionizante, puede ocasionar dafios cromosomicos y esta en relacion directa con el tiempo
de exposicion y la sensibilidad individual, mas no con la cantidad de radiacion recibida.
Los trabajadores expuestos deben tener un seguimiento bioldgico adicional a la

dosimetria. (Baquero et al. 2004)

Un grupo de estudio compuesto por trabajadores ocupacionalmente expuestos
"radioterapia y diagndstico”, trabajando hace 12 afios en promedio con edades entre 25-
45 afios y sexo masculino, mostraron aumento de las CA (Aberraciones Cromosomicas)
asi como la frecuencia MN (Microndcleos), son mas sensibles a mutageno MMC, pero
no revelan un cambio en la SCE (Intercambio de cromatidas hermanas) frecuencia, Rl o
cuadro hematico. Una indicacion preliminar del presente estudio es que a largo plazo la
exposicién a la radiacion de bajo nivel puede probablemente dafiar la constitucion
genética de un individuo. (Gadhia et al. 2004)

Las radiaciones ionizantes causan un efecto nocivo en la integridad del genoma; sin
embargo el uso de medidas de proteccion como delantales y protectores de un material
(como vinilo) que contiene plomo no evita el aparecimiento de estas lesiones. El
biomonitoreo genético es una herramienta Util para el diagnostico y prevencion tanto
primaria como secundaria de aparecimiento de patologias radio inducidas. (Mufioz et al.
2008)

La dosimetria bioldgica mide los efectos inducidos por las radiaciones ionizantes a nivel

bioldgico, constituye una medida indirecta del grado de exposicion a las mismas. A
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priori puede ser considerado el método dosimétrico idoneo ya que nos refleja
exactamente las alteraciones bioldgicas radioinducidas. Se han realizado numerosos
estudios que demuestran que la irradiacion in vitro o in vivo de los linfocitos sanguineos
produce idénticas alteraciones en los cromosomas por cada dosis de irradiacion,
permitiendo de esta forma, una relacion entre los niveles de aberraciones observados en
las personas expuestas, con una curva dosis-efecto producida in vitro. (Prieto et al.
2006)

Los linfocitos son las células mas adecuadas para la realizacién de las pruebas de
genotoxicidad porque pueden acumular lesiones debidas a exposiciones repetidas y
prolongadas lo que nos permite detectar dafios a exposiciones de baja dosis y de larga
data. (Cueva. 2008)

Los linfocitos humanos se expusieron a irradiacion X (250-2000 mSv) o se trataron con
H202 (9,1 a 291 microM) a 4°C y el grado de migracion de ADN se midié usando una
técnica de electroforesis unicelular bajo condiciones alcalinas. Ambos agentes indujeron
un aumento significativo en la migracion del ADN, a partir de la dosis mas baja
evaluada. Los patrones de migracion eran relativamente homogéneos entre las células
expuestas a los rayos X. La mayor parte de la reparacion del ADN se produjo dentro de
los primeros 15 min, mientras que todos se completaron por 120 min después de la
exposicion. Sin embargo, algunas células no demostraron reparacion durante este
periodo de incubacion, mientras que otras células demostraron patrones de migracion de
ADN indicativos de mas dafio que la inducida por la irradiacion inicial con rayos-X.
Esta técnica parece ser sensible y util para la deteccion de dafio y la reparacion en

células individuales. (Singh et al. 1988)

El siguiente estudio se realiz6 para contribuir a la caracterizacion del grado de
variabilidad en el dafio basal en las celulas blancas de la sangre de la poblacion de
control, y para investigar como esta variabilidad esta asociada con factores externos e

internos. Dos pruebas sensibles: el ensayo cometa alcalino y el ensayo de aberracion

13



cromosOmica se aplicaron para estudiar los niveles de fondo de dafio del ADN en las
celulas blancas de la sangre. La evaluacion estadistica de los datos confirmoé que existe
una correlacion positiva entre la migracion del ADN y el nimero de ndcleos de cola
larga encontrado con el ensayo de cometa y el numero total de aberraciones
cromosOmicas. Los datos obtenidos pueden servir como valores de control en los

estudios de biomonitorizacion préximas. (Nevenka et al. 2006)

En el presente trabajo se realizd un estudio de biomonitoreo humano, desde el punto de
vista genotdxico ocasionado por la exposicion a los plaguicidas, a través del Ensayo
Cometa por registro visual y el software Comete Imagen. Los resultados obtenidos
indican que existe un incremento significativo (0.05) de dafio genotdxico en los
agricultores ocupacionalmente expuestos. Los hallazgos confirman la utilidad del ensayo
cometa para la realizacion de monitoreos humanos para evaluar dafio genotdxico.
(Larrea. 2007)

Actualmente cobran importancia los efectos de las radiaciones ionizantes a dosis bajas y
aun mas a dosis menores de 20-250mSv/afio, limite establecido por los organismos
internacionales (IAEA) para la poblacién expuesta laboralmente. En el Per( existen
pocas estadisticas que hablen de riesgos o accidentes y lesiones laborales, a los que se
exponen los profesionales de la radiologia. Sin embargo algunos informes aislados
hablan de un aumento de la exposicion a 170 y 280 mSv en personas y personal que son
sometidos a Radiografias diagnosticas, por accidentes laborales o chequeos médicos.
(Ramirez. 2002)

Las rupturas de simple cadena y la formacion de sitios labiles al alcali en el ADN, son
parametros ampliamente utilizados para la deteccion de genotoxicidad. Se ha
demostrado su implicaciébn en enfermedades degenerativas, en el cancer, y
recientemente, su vinculo con el estrés oxidativo. En la década de 1980 se desarroll6 la

variante alcalina de la electroforesis de células individuales (ensayo cometa), para la
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deteccion de dafio en el ADN. Por primera vez se proporcionaron datos en células
individuales. (Arencibia et al. 2011)

El ensayo cometa es una prueba muy versatil y adaptable, capaz de dar informacion
sobre los diferentes tipos de dafios al ADN presentes en una célula, y también sobre la
capacidad celular para reparar los dafios. Su aplicacion en las pruebas de genotoxicidad
de productos quimicos y control biolégico humano parece aumentar con el inminente
desarrollo de métodos de alto rendimiento y de andlisis totalmente automatizados.
(Collins et al. 2008)

Las metodologias del ensayo del cometa que se aplican en los diferentes laboratorios son
variadas pero, sin duda alguna, la version alcalina es la mas utilizada. A pH 13, la

técnica resulta mas sensible para la deteccidn de niveles bajos de dafio. (Zafiga. 2009)

Las pruebas de ensayo cometa y micronicleos, tienen como objetivo determinar el
efecto genotoxico producido por los Rayos X en individuos expuestos laboralmente. En
el ensayo cometa, se obtuvo un alto nivel de significancia: (p0.05) para una cola. Los
resultados muestran dafio gendémico inducido por radiaciones ionizantes. El ensayo
cometa demostrd tener mayor grado de sensibilidad en comparacién con la prueba de

microndcleos. (Santiago. 2010)

La aplicacion de la prueba cometa tiene como objetivo la evaluacion de dafio del ADN
causado por diferentes dosis de radiacion gamma en linfocitos humanos periféricos in
vitro. Los criterios de valoracion del ensayo del cometa mostraron valores
significativamente mas altos para todas las muestras de sangre irradiados en
comparacion con el control. Por tanto, la longitud de la cola y momento de la cola de
dosis-efecto se encontrd que era lineal en un intervalo de dosis de 10 Gy y 0.5Gy. En
este trabajo también se sefiald6 como posible, el uso de la prueba cometa en la deteccidn
de las lesiones del ADN causadas por la dosis de radiacion extremadamente alta, que no

es posible mediante el uso de métodos estandar citogenéticas. (Vera et al. 2004)
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Se evaluaron las lesiones del ADN tempranas causadas por la exposicion a dosis bajas
de la radiacion ionizante en 41 trabajadores de los departamentos de Radiologia,
Medicina Nuclear y Radioterapia y un grupo de 20 individuos sanos no expuestos, todos
de la misma Institucion. En todos los trabajadores ocupacionalmente expuestos a
radiacion se encontrd un incremento en la fragmentacion del DNA al terminar su jornada
laboral. La cantidad de radiacion en los tres departamentos es diferente, en Medicina
Nuclear y Radioterapia, los trabajadores mostraron una dosis mensual mayor, asi como
un mayor dafio en su DNA en comparacién con los trabajadores de Radiologia. Las
colas de cometa més largas se encontraron en los trabajadores de Medicina Nuclear en
donde se utilizan radionuclidos; estas substancias son manejadas y administradas oral o
intravenosamente por los trabajadores, lo cual implica un tipo de exposicion diferente a
la radiacion, esto podria explicar las mayores diferencias encontradas en este estudio. El
dafio detectado por el ensayo cometa se repara en su mayoria, pero puede generar
aberraciones estables y representar un riesgo para salud a largo plazo. (Martinez et al.
2010)

Se realiz6 una evaluacion de riesgos laborales genotéxicos en 42 trabajadores del
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, RS, Brasil, que habian sido expuestos al plomo
(soldadura), el 6xido de etileno (area de esterilizacion), los farmacos antineoplasicos
(enfermeras y farmacéuticos) o radiacion ionizante. Se compararon con 42 individuos no
expuestos. Hubo un aumento en la frecuencia de linfocitos binucleados citocalasina-
bloqueados con micronucleos, aunque no fue significativa (P = 0,058). Los grupos
expuestos a farmacos antineoplasicos y la radiacién tenian un aumento significativo en
la frecuencia de micronucleos (P = 0,038 y P = 0,022, respectivamente). Las altas
frecuencias de puentes dicéntricos sugieren la accion de clastogénica en estos dos
grupos. Estos resultados sugieren que las medidas de seguridad adoptadas son muy

importantes para proteger a los trabajadores contra la exposicion a agentes mutagénicos
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y deben ser mejorados en el radioldgicos y areas quimioterapéuticos. (Sharbel y
Erdtmann. 2000)

Se evaluo el efecto mutagénico producido por exposicidn cronica a rayos X en sistemas
celulares normales (CHO-K1) y deficientes en mecanismos de reparacion (xrs-5)
mediante la version alcalina del ensayo cometa. La evaluacion grupal y comparativa
entre las lineas estudiadas mostré un incremento significativo (p<0,001) en cuanto a la
cantidad de células con dafio para las células sensibles a la radiacién. Especificamente,
la magnitud del mismo se manifestdé predominantemente por la observacion de cometas
de grado 1 y 2, no detectdndose figuras apoptéticas y/o necréticas. Lo expuesto podria
ser atribuido a la exposicion de la cromatina en el momento de la irradiacion, debido a la

organizacion nuclear diferencial entre ambas lineas celulares. (Guerci y Grillo. 2007)

Se evaluo el dafio inducido por rayos gamma a través del ensayo cometa en linfocitos de
sangre periférica, tratando de establecer los limites de deteccion y saturacion de la
técnica y contribuir al conocimiento de las relaciones dosis-respuesta para radiaciones de
bajo LET. En numerosos trabajos la evaluacion del dafio genotdxico radioinducido se
contempla desde la construccion de curvas de calibracién con fines dosimétricos,
aplicando técnicas citogenéticas. No obstante, el presente estudio propone, de manera
innovadora, la utilizacion de estas curvas con el objetivo de evaluar la radiosensibilidad
individual implementando el ensayo cometa. Los resultados permiten sugerir que dentro
del valor de rango de 0 a 8 Gy la sensibilidad del método posibilita la prediccion de la
respuesta relativa individual (radiosensibilidad) en referencia al olive tail momento

(momento cola). (Giierci et al. 2006)

Este trabajo de investigacidn ayuda a evaluar los efectos sanitarios de la exposicion a los
contaminantes organicos mediante ensayo cometa técnica por KOMET 3,1 software.
Este estudio utilizé el biomonitoreo humano para evaluar los efectos genotoxicos de la
exposicion a los contaminantes organicos. Los datos experimentales sugieren que los

pardmetros de dafio del ADN (OTM, % T-ADN y TL) se encontraban més alto valor en
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el aumento en los valores de OTM. Este estudio demuestra que, mediante técnicas
altamente sensibles, es posible detectar humana riesgos para la salud en una etapa

temprana cuando es posible la intervencion. (Ravi et al. 2010)

Ensayo del cometa, se llevo a cabo para evaluar el dafio en el ADN en los linfocitos T,
los linfocitos B y granulocitos de 41 trabajadores expuestos al benceno en una empresa
de artes gréficas y 41 donantes no expuestos. En los linfocitos T, el dafio del ADN fue
ligeramente mayor en trabajadores expuestos que en los controles. Los momentos de
cola en los dos grupos fueron 1,75+0,29 y 1,47+0,41, respectivamente (P<0,0006). Dafio
en el DNA de los linfocitos B en los dos grupos mostraron la mas significativa
diferencia entre los tres tipos de células. Los momentos de cola fueron 3,86+ 0,71 y
1,51+ 0,39, respectivamente (P< 0,0001). En los granulocitos, dafios en el ADN también
fue diferente, los momentos de cola es 3,61+0,75 y 2,60+0,59, respectivamente (P<
0,0001). La comparacion de dafios en el ADN en ambos grupos, muestra que los
linfocitos B podrian ser una diana util de vigilancia bioldgica de la exposicion humana a

niveles bajos de benceno. (Donggeun et al. 2002)

Se evalud el efecto genotoxico de los plaguicidas utilizados en actividades de empaque
de banano, utilizando el ensayo cometa (electroforesis unicelular) como marcador
bioldgico en los linfocitos Este fue un estudio caso-control doble ciego de 30 mujeres
expuestas procedentes de 15 fincas bananeras y 28 mujeres no expuestas
ocupacionalmente a plaguicidas de la misma area geografica. Los resultados muestran
el dafio al ADN monocatenario despues de trabajar 5 a 15 afios (R2 = 0,12). En Costa
Rica no tenemos un registro historico de la clase de los plaguicidas utilizados en las
fincas bananeras, el periodo de tiempo y por cuanto tiempo se utilizaron. Esto evité un
nuevo analisis sobre la dosis, la frecuencia de la exposicion y el uso de nuevo o de tipo
antiguo de pesticidas en las granjas en relacion al dafio del ADN. EI ensayo cometa es de
un valor en el control genético de las poblaciones expuestas pesticidas. (Ramirez y
Cuenca 2002)
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El ensayo cometa, se llevé a cabo para evaluar el dafio del ADN en linfocitos humanos
de 20 voluntarios antes y después de la coloracion del cabello. EIl dafio del ADN en los
linfocitos se encontr6 que era ligeramente mayor en los voluntarios después de la
coloracion del cabello. El valor del momento cola antes y después de la coloracion del
cabello fueron 1,47 +/-0,41y 1,75 + / - 0,29, respectivamente (p <0,0008). Dafio en el
ADN en los linfocitos mostré una diferencia significativa con el tratamiento y el tiempo
de calentamiento. Los momentos de cola después de 15 min de tiempo de tratamiento
antes y después de la coloracion del cabello eran 1,44 +/ - 0,22y 1,85 + / - 0,36,
respectivamente (p = 0,0004) y los momentos correspondientes en la cola 20 min de
tiempo de calentamiento antes y despues fueron 1,37 +/-0,15y 1,78 +/-0,34 (p =
0,0002). En conclusion, hemos encontrado que una exposicion aguda de los tintes para
el cabello con calentamiento causa dafios del ADN en linfocitos periféricos y que este

dafo se relaciona significativamente. (Cho et al. 2003)

Para investigar el posible efecto genotoxico de la administracion crénica in vivo del
farmaco D-003 a ratas SD (Sprague Dawley) mediante la aplicacion de la electroforesis
alcalina de células individuales (Ensayo Cometa). Al finalizar el tratamiento, los
leucocitos y las células del higado de las ratas de los diferentes grupos fueron embebidos
en agarosa, lisiados, sometidos a electroforesis y tefiidos con nitrato de plata para
analizar la induccion de rupturas de cadena (RC) vy sitios labiles al alcali (SLA) en el
ADN. Los resultados no evidenciaron la induccion de RC y SLA por la administracion
cronica oral de D-003 ni en leucocitos, ni en hepatocitos de ratas SD, lo que permite
corroborar los resultados obtenidos anteriormente, evidenciando la baja toxicidad del

producto. (Gonzales et al. 2004)

El ensayo cometa ha sido estandarizado en diferentes especies, pero poco se conoce del
analisis en los espermatozoides, es de vital importancia este andlisis dado por su alta

sensibilidad a los procesos oxidativos que incluyen la formacion de radicales libres
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durante el proceso de maduracién o metamorfosis. Por lo cual el Ensayo Cometa sera de
gran utilidad en los ensayos de genotoxicidad y de estrés oxidativo en células germinales

masculinas. (Arencibia et al. 2010)

El Software Komet 4 es un programa que utiliza una camara de video de alta resolucion
conectada al microscopio de inmufluorescencia, transfiere una fotografia de video en
vivo al monitor del ordenador. La imagen mostrada en el monitor refleja lo que se
observa por la pieza optica del microscopio. Sencillamente se utiliza el mouse para
seleccionar una célula y el Software calculara instantaneamente todos los pardmetros de
medida; momento de la cola Olive, % de intensidad de cola, longitud de cola y % de
ADN en la cola — ampliamente reconocidos como las mediciones de dafios en el ADN
en el ensayo cometa y luego afiade los datos correspondientes a la célula a su lista de
resultados. El sistema permite calificartodaslas células de un portaobjetos en dos
minutos. Cuando se ha calificado la cantidad de células requerido (50 células por
muestra), se almacenan los datos en un archivo de formato Excel,los cuales son
copiados y analizados en el programa estadistico SPSS 17.0., el cual puede amalgamar
los datos, producir graficos y generar resumenes estadisticos de las pruebas de test de
ANOVA, Kruskall-Wallis y Coeficiente de Correlacion (Zufiga. 2009)
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HIPOTESIS

“La evaluacion del efecto genotoxico en trabajadores expuestos a Rayos X determina
que existe un alto dafio de ADN linfocitario en el personal que labora en el Servicio de
Radiologia, del Hospital Nacional LUIS N. SAENZ PNP”
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MATERIALES Y METODOS.

El tipo de estudio fue observacional, descriptivo, prospectivo, transversal y comparativo.
La poblacion de estudio fue de 40 personas dividida en 2 grupos, el ler grupo de 20
trabajadores expuestos a los Rayos X del Servicio de Radiologia del Hospital Nacional
PNP LUIS N.SAENZ de Lima, con 8 horas de exposicion diaria por 5 dias a la semana y
un tiempo laboral de exposicién de 2-15 afios y 16 afios a mas y de edades entre 20-30 y
31 afios a mas. El 2do grupo fue el grupo control, formado por personas del mismo
centro de trabajo sin exposicion a Rayos X, cuyas edades y horario de trabajo fueron
similares a los del grupo de trabajadores expuestos. La participacion al estudio fue de
forma voluntaria firmando una carta de consentimiento informado para autorizar la toma
de muestra de sangre (Anexo 5). El lugar de estudio fue en el Servicio de Radiologia del
Hospital Nacional PNP LUIS N.SAENZ, que se ubica en el distrito de Pueblo Libre,

Departamento de Lima-Per. Donde se tomaron las muestras de sangre (Anexo 1).

El procesamiento y analisis de las muestras se realizaron en el Laboratorio de
Genotoxicidad del Centro Nacional de Salud Ocupacional y Proteccion del Ambiente
para la Salud del Instituto Nacional de Salud, ya que cuenta con los equipos especiales
para las corridas electroforéticas y del software para la visualizacion y cuantificacion de

las imagenes fluorescentes del ensayo cometa.

Obtencidén de muestras.

Las muestras sanguineas fueron obtenidas por puncion venosa en tubos vacutainer de 3
ml, con Heparina como anticoagulante (Anexo 2). Luego las muestras fueron procesadas
de acuerdo al protocolo inicialmente descrito por Singh et. al. (1988) con ligeras
modificaciones de Ramirez (2002) y Zufiiga (2009).
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Obtencidn de los linfocitos por gradiente de Percoll.

Para la obtencion de los linfocitos se prepard el gradiente de Percoll al 30%(1.080 g/mL)
y 60%(1.020 g/mL) usando como diluyente la Solucion salina bufferada de Hank
(HBSS) y se homogenizo con Vortex. Cada solucion se depositd en un tubo coénico 1.5
mL de Percoll 60% y luego cuidadosamente se deposito por las paredes del tubo 1.5 mL
de Percoll 30%, luego como mucho cuidado se agreg6 la muestra de sangre por la pared
del tubo con el gradiente de Percoll suavemente y se centrifugo a 2200 rpm por 10
minutos. Después de la centrifugacion se observd un anillo de color blanco entre las
interfaces del Percoll de 30% y 60% y al fondo los hematies, y de esta interfase se
obtuvo con una micropipeta el anillo de los linfocitos. Este pequefio volumen del anillo
se depositd en un tubo cénico para la respectiva preparacion de los microgeles (Anexo
3).

Preparacion de los microgeles de agarosa.

Se utilizaron portaobjetos que fueron cubiertos con 150 ul de agarosa de punto de fusién
normal (NMP) al 1%. Posteriormente se preparé alicuotas de 25 ul de las muestras de
linfocitos que fueron mezcladas con 75 ul de agarosa de bajo punto de fusion (LMA) al
0,5% en PBS, mantenida previamente a 37°C. Esta mezcla celular se deposité sobre los
portaobjetos, rotulados e inmediatamente, se cubren con cubreobjetos de 24 mm x 60
mm. Se dejo solidificar a 4°C durante 15 min y transcurrido este tiempo, se retiraron los
cubreobjetos. Posteriormente, se depositd una tercera capa de agarosa (LMA) al 0,5%
sobre la capa celular, se cubrié nuevamente con un cubreobjetos de la misma medida y
se dejo solidificar también por 10 min a 4°C. A continuacion, se retiraron los

cubreobjetos y las preparaciones fueron sumergidas en el tampén de lisis.

Lisis de membrana.

La solucion de lisis se compuso de NaCl 2,5 mol/L, EDTA 0,1 mol/L y Tris 0,01 mol/L,
1 % Triton, 10 % DMSO vy ajustado a pH 10, donde las preparaciones fueron sumergidas
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entre 1y 24 h, a 4°C. Esta solucién fue enfriada previamente para asegurar la estabilidad
de los geles en los portaobjetos, todo el proceso se realizd en oscuridad para evitar el
dafio adicional que podria producir la luz en el DNA desprotegido (Anexo 4)

Desnaturalizacion y electroforesis.

Tras la lisis, las preparaciones se colocaron en la cubeta de electroforesis horizontal. Se
llen6 la cubeta con tampdén de electroforesis de manera que las preparaciones
estuvieron completamente sumergidas y se dejaron en estas condiciones durante 20 min.
Transcurrido este tiempo, se procedio a una electroforesis durante 20 min a 25v y 300
mA. La solucidon de electroforesis estuvo compuesta por 1 mM Na2EDTA y 300
mMNaOH con un pH 13 y se mantuvo a 4°C y en oscuridad durante todo el proceso
(Anexo 4).

Neutralizacion y fijacion.

Finalizada la electroforesis, los portaobjetos se retiraron de la cubeta y se colocaron en
una caja de lavados para someterlos a neutralizacion (3 veces x 5 min). Este tampon se
prepar6 con 0,4 mM de Tris-HCI con pH 7,5 a 4°C. Luego las laminas fueron
deshidratadas agregando en la superficie de cada una de ellas 2ml de etanol durante 3
min lo cual permite almacenar los portaobjetos durante un tiempo antes del recuento.
Las preparaciones se guardaron en cajas oscuras para evitar el dafio de la luz directa y se

mantuvo a temperatura ambiente (Anexo 4).

Tincion y visualizacion.

Las preparaciones se tifieron con 60 ul de bromuro de etidio a una concentracion de 0,4
ug/ml y se cubrieron con cubreobjetos de 24 x 60 mm. La visualizacion se realizo
utilizando un microscopio de epifluorescencia Olympus BX50, equipado con un filtro de
excitacion de 480-550 nm, bombilla de mercurio de 100 w y un filtro de barrera de 590
nm y conectado a una videocdmara Hitachi Denshi, Ltd. CCD-IRIS. El recuento celular

de cada muestra fue de 50 células por ldmina y por duplicado. La imagen de cada célula
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se capturo empleando el programa Komet 4, y la lectura de las células se realiz6 a 200X
de aumento. Para cuantificar el dafio genotdxico, se considerd la longitud de cola;
clasificada cinco niveles segun el dafio al ADN (0 — no dafiada, 1 - poco dafiada, 2 —
medianamente dafada, 3 - muy dafada y 4 - totalmente dafiada) y el porcentaje de DNA

en la cola como el pardmetro de evaluacion.(Zufiga 2009) (Anexo 4).

Analisis Estadistico.

Para el andlisis estadistico se uso el Programa SPSS 17.0 y se utilizd el test de U de

Man-Whitney y Coeficiente de Correlacion.
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RESULTADOS.

Estadistica descriptiva de la poblacion.

En la tabla 1 se muestra los datos del grupo expuesto a la radiacién y en la tabla 2 del

grupo control no expuesto a radiacion.

Tabla 1. Datos generales de los trabajadores expuestos a los Rayos X

. DOSIS DE|% DE ADN

INDIVIDUOS | SEXO EDAD ANOS DE EXPOSICION | mSv EN COLA
1 M 50 6 0.7 27.06
2 M 30 5 1.4 24.45
3 M 53 28 1.6 3.97
4 F 49 23 0.7 4.56
5 F 53 4 0.2 15.41
6 F 46 8 0.2 12.67
7 M 28 5 1.3 32.23
8 M 38 5 0.2 23.32
9 M 51 13 0.3 4.21
10 M 42 5 1.2 17.45
11 M 29 5 0.5 3.96
12 M 32 5 0.4 4.87
13 M 40 6 1.2 4.01
14 F 40 10 0.2 4.98
15 M 50 27 1.5 4.23
16 M 50 20 1.4 3.71
17 M 56 30 15 3.98
18 M 51 20 1.6 3.87
19 F 51 10 0.1 4.26
20 M 31 7 1.6 4.67
MEDIA 43.2 12 0.64 10.39
MEDIANA 475 |75 0.95 4.62
DSVESTANDAR 9.31 8.98 0.58 9.44

*mSv= unidad de medida de la Radiacion lonizante. **Limites para personal expuesto (<20mSv/afio)
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Tabla 2. Datos generales del grupo control no expuesto a Rayos X

TIEMPO DE|% DE ADN
INDIVIDUOS | SEXO | EDAD | TRABAJO ANOS EN COLA
1 F 46 21 1.43
2 M 50 25 0.89
3 M 35 16 1.23
4 F 33 14 1.63
5 M 38 16 1.43
6 M 48 20 1.33
7 M 49 19 1.01
8 F o1 25 0.93
9 F 50 26 0.84
10 M 49 19 1.53
11 M 39 15 1.43
12 M 38 18 1.14
13 M 47 20 1.07
14 M 46 21 1.35
15 M 52 25 0.97
16 F 50 24 0.57
17 F 48 20 1.32
18 M 41 16 1.53
19 F 51 21 1.24
20 M 50 20 2.38
MEDIA 45,5 [20.02 1.26
MEDIANA 48 20 1.28
DVS ESTANDAR 592 |[3.59 0.38

En la figura 1 se muestra la distribucion del género de la muestra donde el 25% (n=05)

fueron de sexo femenino y el 75% (n=15) del sexo masculino.
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Figura 1. Distribucién del género de la poblacién expuesta a los rayos X.

Evaluacion del efecto genotoxico por el ensayo cometa

La tabla 3 se muestra los valores promedio del ensayo cometa del personal expuesto y
grupo control (no expuesto). El personal expuesto mostrd un incremento
estadisticamente significativo (p<0,05) en valores de recuento total en el Nivel 0, Nivel
1y Nivel 2, en relacién con el grupo control en el que no se observé dafio.

Tabla 3.Nivel de dafio genotdxico en personal expuesto y control por el ensayo cometa

NIVELES  DE | DESCRIPCION POBLACION PERSONAL
DANO CONTROL EXPUESTO
(n=20) (n=20)
NIVEL 0 CELULAS SIN DANO (< 5%) | 1.26+0.38 4.85+2.28
NIVEL 1 CELULAS CON BAJO |0 16.43+1.44
NIVEL DE DANO (5-20%)
NIVEL 2 CELULAS CON MEDIO |0 26.77+3.97
NIVEL DE DARO (20-40%)
NIVEL 3 CELULAS CON ALTO |0 0
NIVEL DE DARNO (40-90%)
NIVEL 4 CELULAS CON MUY ALTO | 0 0
NIVEL DE DARO (> 90%)
Recuento total 0 69.97+1.67

*(p<0,05, Prueba de U de Mann-Whitney)
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En la figura 2 se muestra la magnitud media del % de ADN dafado. El ensayo cometa
mostro que el Valor medio de dafio en la poblacion no expuesta a radiacion solo fue de
1% y la expuesta fue de 10%. Estos ultimos tan solo presentan niveles bajos y medios
de dafio celular (Tabla 3).
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% DE ADN DANADO
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|
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EXPUESTOS (N=20) NO EXPUESTOS (N=20)

Figura 2. Porcentaje de dafio genotoxico medido por el ensayo cometa en la poblacién

expuesta y no expuesta a radiacion

La tabla 4 se muestra los valores promedio del ensayo cometa del personal expuesto
segun la edad. El personal expuesto no mostro  incremento estadisticamente

significativo (p<0,05) en valores de recuento total en los nivel 0, nivel 1y nivel 2.
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Tabla 4. Dafo genotoxico en personal expuesto a rayos X por el ensayo cometa segun

la edad
NIVELES DE DESCRIPCION 20-30 ANOS (n=3) | MAYOR 31 ANOS
DANO (=17)
NIVEL 0 CELULAS SIN DANO | 3.961 4.9242.36
(< 5%)
NIVEL 1 CELULAS CON BAJO |0 16.43+1.44
NIVEL DE DANO (5-
20%)
NIVEL 2 CELULAS CON MEDIO | 28.3445.50 25.19+2.64
NIVEL DE DANO (20-
40%)
NIVEL 3 CELULAS CON ALTO |0 0
NIVEL DE DANO (40-
90%)
NIVEL 4 CELULAS CON MUY |0 0
ALTO NIVEL DE
DANO (> 90%)
Recuento total 56.86+3.39 66.81+5.13

LEl recuento es menor 3 en estos casos. *(p<0,05, Prueba de U de Mann-Whitney)

En la figura 3 se muestra la magnitud media del % de ADN dafiado segun la edad. El

ensayo cometa mostro que el Valor medio de dafio en la poblacion expuesta en las
edades de 20-30 afios se encuentra en 3.96%(Nivel 0) y 28.3%(Nivel 2) y los de edades

de 31 a més afios son de Nivel 0, 1y 2. Estos Gltimos estan solo presentan niveles bajos

y medios de dafio. (Tabla 4)
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Figura 3. Magnitud media del % de ADN dafiado segun la edad.

En la figura 4 se muestra que no existe correlacion entre la edad y el dafio del ADN en
el personal expuesto a Rayos X. El personal expuesto no mostro incremento

estadisticamente significativo (Coeficiente de correlacion -0.12 p<0,016)
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Figura 4. Distribucién de la edad y % de dafio de ADN en el personal expuesto
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En la tabla 5 se muestra el dafio genotoxico por el tiempo de exposicion en el trabajo.

Los individuos entre 2 a 15 afios presentaron mayor dafio celular (Nivel 1y 2) asi como

mayor recuento total (69.97+0.78), en relacion con los de méas de 16 afos de exposicidn

que no se observa dafio (Nivel 0).

Tabla 5. Dafio genotoxico en personal expuesto a rayos X por el ensayo cometa seguin el

tiempo de exposicion

NIVELES DESCRIPCION 2-15  ANOS MAYOR A 16
DE DANO (n=14) ANOS (n=6)
NIVEL 0 CEI:ULAS SIN | 5.45+2.94 4.05+0.30
DANO (< 5%)
NIVEL 1 CELULAS CON | 16.43+1.44 0
BAJO NIVEL DE
DANO (5-20%)
NIVEL 2 CELULAS CON | 26.77+3.97 0
MEDIO NIVEL DE
DANO (20-40%)
NIVEL 3 CELULAS CON |0 0
ALTO NIVEL DE
DANO (40-90%)
NIVEL 4 CELULAS CON |0 0
MUY ALTO NIVEL
DE DANO (> 90%)
Recuento total 69.97+0.78 0

*(p<0,05, Prueba de U de Mann-Whitney)

En la figura 5 se muestra la magnitud media del % de ADN dafado por el tiempo de

exposicion a los Rayos X. El ensayo cometa mostré que el Valor Medio en el tiempo de
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2-15 afos es de 16.43% (Nivel 1) y 26.77% (Nivel 2). Los expuestos de 16 a mas afios

solo se observd Nivel 0 de dafio (4.5%) (Tabla 5).
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Figura 5. Magnitud media del % de ADN dafiado segun el tiempo de exposicién

En la figura 6 se muestra que existe correlacién entre el tiempo de exposicion y el dafio

del ADN. EI personal expuesto a més de 16 afios de trabajo no mostré incremento

estadisticamente significativo, en relacion a los expuestos a menor tiempo de trabajo (2-

15 afos) los que si presentaron un incremento significativo (Coeficiente de correlacién -

0.59 p<0,016), aunque solo presentan niveles bajos y medios de dafio (Tabla 5).
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Figura 6. Distribucién del % de dafio de ADN y el tiempo de exposicion.
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DISCUSION

La radiacion ionizante (Rayos X) es un agente genotdxico para toda la vida criaturas. Es
capaz de causar dafio genético incluso a dosis muy bajas, por lo que es necesario evaluar
los posibles niveles de dafio en el DNA en los individuos expuestos crénicamente a su

lugar de empleo.

Es asi que los resultados obtenidos nos sugieren que la exposicion ocupacional en el
personal del Servicio de Radiologia mostr6 un incremento estadisticamente significativo
(p<0,05) en valores de recuento total en el Nivel 0, Nivel 1 y Nivel 2, en relacion con el
grupo control en el que no se observd dafio. ElI ensayo cometa mostr6 que el Valor
medio de dafio en la poblacién control solo fue de 1% y la expuesta fue de 10%.

Aunque tan solo presentan niveles bajos y medios de dafio celular.

A pesar de tener una exposicion baja de dafio, variable e intermitente, este hallazgo esta
en concordancia con lo descrito por otros autores de estudios como Baquero et.al. (2004)
y Ramirez (2002), en donde las dosis efectivas acumuladas mostraron que la cohorte
expuesta presenta valores mayores con relacion a la no expuesta, confirmando su
exposicion a la fuente emisora, es decir al intensificador de iméagenes. Sin embargo, los
valores encontrados se encuentran dentro de los limites establecidos para personal

laboralmente expuesto (<20mSv/afio).

Con respecto a la edad, la poblacion expuesta se encuentra entre 28-53 afios con una
edad media de 43. El grupo expuesto fue clasificado en 2 grupos de edades: Grupo I (20-
30 afios) y Grupo Il (31 a mas afios). El personal expuesto no mostré incremento
estadisticamente significativo (p<0,05) en valores de recuento total en los Nivel 0, Nivel
1 y Nivel 2. El ensayo cometa mostro que el Valor medio de dafio en la poblacion
expuesta en las edades de 20-30 afios, se encuentra en 3.96%(Nivel 0) y 28.3%(Nivel 2)
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y los de edades de 31 a mas afios, son de 4.92%(Nivel 0), 16.43%(Nivel 1) y
25.19%(Nivel 2). Los resultados indicaron que no existe correlacion entre la edad y el
dafio del ADN en el personal expuesto a Rayos X (Coeficiente de correlacion -0.12
p<0,016). Estos resultados concuerdan con los estudios de Gadhia et.al. (2004), Guerci
et.al. (2006) y Martinez et.al. (2010), que no evidenciaron una relacion directa de la edad
en los individuos expuestos con la radiacion, analizaron la relacion de dosis de
exposicion y presencia de aberraciones en el ADN demostrando que es independiente a
la edad, estos resultados también son confirmados por Baquero et.al. (2004), observando
que no hubo variacion de dafio celular por la edad de los individuos expuestos a
Radiaciones.

Al analizar el tiempo de exposicién a los Rayos X en el personal de Radiologia, se
encontrd que los individuos entre 2 a 15 afios presentaron un mayor dafio celular (Nivel
1y 2) asi como mayor recuento total (69.97+0.78), en relacion con los de més de 16
afios de exposicion, no se observé dafio (Nivel 0). ElI ensayo cometa mostro que
lamagnitud media del % de ADN dafiado por la exposicion a los Rayos X durante el
tiempo de 2-15 afios fue de 16.43% (Nivel 1) y 26.77% (Nivel 2). Los expuestos de 16 a
mas afios, solo se observo 4.5% de dafio (Nivel 0). El personal expuesto a mas de 16
afios de trabajo no mostré incremento estadisticamente significativo, en relacion a los
expuestos a menor tiempo de trabajo (2-15 afios) los que presentaron un incremento
significativo (Coeficiente de correlacion -0.59 p<0,016), aunque solo presentan niveles
bajos y medios de dafio. Los resultados encontrados coinciden con los estudios que
realizaron Munar et.al. (2011), Baquero et.al. (2004) y Zuiiiga (2009) sobre aberraciones
cromosOmicas y los afios de exposicién a Rayos X en el trabajo, estos coincidieron que
el aumento de dafio genético estuvo entre 1-10 afios de exposicion, y que disminuy6 en
el periodo entre 11-21 afios. Esto puede interpretarse como un incremento del dafio
cromosomico al inicio de la exposicion, que disminuye con el tiempo, lo que podria
obedecer a una mejora en los mecanismos de reparacion celular, como adaptacion a la

exposicion. Aunque autores Cueva et.al. (2008), Mufioz et.al. (2008) y Prieto et.al.
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(2006), aseveran que hay un mayor dafio pasado los 10 afios de exposicion en el trabajo,
explican que esto se debe a que las dosis son acumulativas, lo que causa un incremento
en el nimero de las aberraciones cromosomicas (dafio del ADN). Debido a esta
discrepancia se deberia realizar en el futuro un seguimiento anual a los individuos

expuestos.
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CONCLUSIONES.

De los resultados obtenidos se puede concluir que existe un nivel de dafio bajo y medio,
causado por la radiacion ionizante a nivel genético en las personas que estan expuestas

ocupacionalmente a bajas dosis de Rayos X.

No se encontro correlacion significativa en el personal que esta expuesto a los Rayos X

en el estudio con relacion a la edad y el nivel de

Se encontrd que existe una correlacion significativa con el tiempo de exposicion y el
nivel de dafio, el cual aumenta en los primeros 15 afios de exposicién y luego

disminuye progresivamente.

El ensayo cometa demostrd ser una técnica de facil aplicacion, interpretacion y de alta

sensibilidad para encontrar dafios a nivel del ADN.
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ANEXO 1. Ubicacion Geogréafica del Hospital Nacional LUIS

N.SAENZ PNP
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ANEXO 2. Equipo de Rayos X de la Institucion.
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ANEXO 3. Toma de muestra de sangre al personal de

radiologia
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ANEXO 4. Diagrama del proceso de las muestras para el

ensayo cometa.

1. Preparacion de reactivos 2. Preparacion de ldminas con agar 3. Obtencidn de linfocitos con
Percoll

4
4. Cargado de las muestras 5. Montaje de células en agar 6. Lisis celular a 4°C-1h-24h

7. Desenrrollamiento de ADN 4°C-20min 8. Electroforesis 20min-25v-300mA-4°C

10. Tincién con bromuro de etidio 11. Visualizacion en microscopio de 12.Anélisis de las imagenes por
Fluorescencia Software Komet 4.
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ANEXO 5. CONSENTIMIENTO INFORMADO

copico pe | Estimado participante. Soy Bachiller de Biologia Walter INFANTES
MUESTRA VIZCARRA, g_raduado de la Facultad de Ciencias qul(?glcas de la
Universidad Ricardo Palma. Como parte de los requisitos para la
obtencion de mi Titulo Profesional llevaré a cabo una investigacion.
La misma que trata sobre: “Evaluacion del efecto genotoxico en
trabajadores expuestos a Rayos X en el Hospital Nacional Luis N.
Saenz PNP”.

Para cumplir con el objetivo propuesto, como primer paso deseo su
CONSENTIMIENTO para el desarrollo de este estudio, que le tomaré aproximadamente
5 minutos, el cual constara la informacion que Ud., proporcionara: Edad, Sexo y Tiempo
que labora en el Servicio de Radiologia. Finalmente se realizar4 un ensayo genético,
orientado a identificar el efecto genotéxico de los Rayos X en células linfocitarias; esta
prueba requiere la toma de una muestra de sangre periférica, en una sola vez. Esta
muestra de sangre por usted aportada en forma voluntaria se utilizara Unicamente con
propositos netamente cientificos durante esta investigacion.

Este estudio esta regido por las normas de ética en investigacion dictadas por el Estado
Peruano en la Ley N. ° 26842 Ley del Ministerio de Salud y Ley N. © 28303 Ley Marco
de Ciencia, Tecnologia e Innovacion Tecnoldgica, que tiene como uno de sus objetivos
funcionales Desarrollar y difundir la Investigacion Cientifica y Tecnoldgica en Salud en
el Ambito Nacional.

D T
identificado con documento de identidad CIP 0o DNI N ....oiiiiiiiiiiinn...
EDAD............ SEXO......... Tiempo de Servicio en el Area........................ acepto

participar en este estudio y hago constar que se me ha explicado claramente y entiendo
el caracter del mismo, ademas se me ha explicado que puedo renunciar a la misma.

FIRMA DEL PARTICIPANTE FIRMA DEL INVESTIGADOR
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