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RESUMEN: Lasradiacionesionizantes son genotoxicasy pueden ser cancerigenassi lasdosisde radiacion son
superioresalosval ores dictados por normas nacional es einternacional es. L os ef ectos genotoxicos son estudiados
mediante bioensayos de Microntcleos (MN) en células de lamucosabucal de pacientes con cancer del Instituto
Naciona de Cancer deAregua, los cuales, dentro del esquemade tratamiento son expuestosaradi acionesionizantes.
El objetivo del presentetrabajo esel deevaluar e nivel de genotoxicidad en diferentes modalidades de exposicion
al tratamiento radioterapéutico 'y relacionarlo con lasdosisde radiacion. Losresultados de losandlisis presentaron
unaampliavariabilidad en el conteo de Micronlcleos, debido afactores Fisicosy Biologicos, como las diversas
dosisderadiacion parael tratamiento de diversostumores en diferentes Grganos. Como conclusion se observaque
cuanto maslejanaeslazonadeirradiacion alatomadela muestra (lamucosabucal) hay unadisminucién enla
aparicion de MN, este hecho puede llevar alaestimacion delas dosis de radiacién absorbida por el pacientey la
determinacion de niveles de formacion de MN, como un indicador biolégico de buena préctica. También se ha
identificado unadiferenciasustancial entrelafrecuenciade micronticleosy €l alto porcentajede células apoptoticas
apartir del octavo dia de tratamiento, en algunos pacientes.

Palabras claves: Dosimetria, Genot6xicos, Micronucleos, Radiacion ionizante.

ABSTRACT: lonizing radiations are genotoxic and might be carcinogenic if the radiation doses are above the
valuesdictated by national and international standards. The genotoxic effects are studied by means of bioassays
of micronuclei (MN) in cells of the patients' mucous mouths of the National Institute of Cancer in acity named
Aregua, whom were exposed to ionizing radiations within their treatment scheme. The objective of the present
work isto evaluate the genotoxic level at different modalities of exposure to the radio-therapeutic treatment and
to relate them to the radiation doses. The analysisresults displayed an ample variability in the count of MN, due
to Physical and Biological factors, asthe diverse radiation doses for the treatment of diverse tumorsin different
organs. In conclusion, it was observed that the most distant it isthe zone of irradiation to the taking of the sample
(the mouths' mucous) the least MN appearance. This means that the levels of MN can be used to estimate the
radiation doses absorbed by the patient and as well as a biological indicator of good practice. Also, it has been
identified a substantial difference between the frequency of micronucleus and the high percentage of apoptotic
cells as on the eighth day of treatment, in few patients.

Key words: Dosimetria, Genotéxicos, Microntcleos, Radiacién ionizante.

INTRODUCCION

La carcinogénesis esta determinada por varios
factores, tanto genéticos como ambiental es, por tal
razon los factores que involucran la cura del can-
cer también est4limitada por estosy otrosfactores
de carécter socio cultural. (Jianlin et a, 2004)

Debido a lo anterior haremos referencia a los
fundamentos de caracter radiobiol 6gico de la on-

cologiaactual parael tratamiento de un tumor ma-
ligno. En ese sentido a Oncol ogia Radiante con mas
de cincuenta afios de experienciay constante evo-
lucion, tanto en el seguimiento médico como en el
tratamiento con mejores calidades de haces de ra-
diacion, hamejorado la calidad de vida de los pa-
cientes, aumentando |a tasa de sobrevida en forma
paulatinaen € transcurrir del tiempo. (Galley Paulli,
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Figura 1. Células del epitelioy laregion basal delamucosabucal, 330X. (Di Fiore, 1975)

2003)

Esconacido €l inicio delacarsinogénesiscomo
la incapacidad de la formacion estructural del
cromosoma, a causa de lafalta de reparacion dela
cadena ADN dafiada por los procesos de forma-
cion deradicaleslibres o por dafio directo de agen-
tesfisicos o quimicos. En este sentido |as radiacio-
nesionizantes como agente Fisico, interacttan con
el medio acuoso en el cua se encuentrala cadena
de ADN, formando en la vecindad de la misma,
radicaleslibres que dafian laestructuradel ADN, a
demasdeformar radicaleslibres, estas radiaciones
son capaces de romper la cadena de ADN me-
diante una ionizacion de las bases que las confor-
ma. La primera de las interacciones se denomina
interaccion indirecta y la segunda interaccion di-
recta. (International Atomic Energy Agency, 1986;
Janlinetal., 2007)

L os dos tipos de interacciones estan presentes
en una irradiacion de pacientes oncolégicos con
técnica de radioterapia, sean con modalidades de
Braguiterapiao Teleterapia, sin embargo lapropor-
cion de cada interaccion es diferente en regiones
anatémicas diferentes, dependiendo a demas de
estadio del tumor.

En e presente estudio se utilizé un equipamiento
especifico de Teleterapia, siendo este un equipo con
una fuente de Co -60, emisor de rayos gamma de
1,25 MeV, con € cual se tratan una amplia gama
de enfermedades oncoldgicas en € Ingtituto Na-
ciona del Cancer-Paraguay.

L osrayos gammaemitidos por lafuente de Co-
60, son colimados y direccionados a volumen
tumoral en e paciente, una vez que llegan a éste,
interacttian con el medio biol gico produciendo una
serie de reacciones fisico-quimicas como ser va
riabilidad de pH., creacion deradicaleslibresy rup-
tura de cromosomas, estos efectos a nivel celular
originan céulascon distintos dafios cromosomicos,
como ser losllamados huevo-quebrado (cross-egg)
y micro-ndcleo, queinducen aapoptosis.

Los micro-nucleos son fragmentos de
cromosomas, que por alguna razon fueron separa-
dos delacinéticade formacion celular y quedaron
con un peguefio nucleo satélitedel original, lahipo-
tesis de que a mayor fluencia de fotones de rayos
gamma, mayor ruptura de los cromosomas y por
ende mayor probabilidad de formacion de
micronucleos, esunade las confirmaciones de este
trabgjo. (Di Fiore, 1975)
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Figura 2. Micro-niicleo cercano a nicleo central, este micro-ntcleo contiene material genético desmembrado delos cromosomeas.

Sin embargo ladinamicacelular y laconforma-
cion del tejido epitelial de la mucosa bucal, junto
con lavariabilidad delos procesos organicosenlos
pacientes oncol bgicos, hacen que las medidas de
losefectosdelasradiacionesionizantesin-Vitro sean
mas dificiles de describir, que un hecho fisico de
causa-efecto. (Vallerga et al., 2006)

El tejido epitelial que formalamucosabucal es
un epitelio estratificado de células planas, las cua-
les cumplen un ciclo de diez dias|uego de los cua-
les son eliminadas, la dificultad radica en que las
interacciones de | as radiacionesionizantes que da-
ran origen a un micro-ndcleo, ocurren en la capa
basal de la mucosa bucal y no en e epitelio. (Di
Fiore, 1975)

Esdecir las células impactadas por losfotones
y cuyainteraccion originaun micro nucleo-celular
deben vigar por asi decirlo hastael exterior del te-
jido epitelial donde seran recogidos mediante un
palillo bajalengua

Por otra parte los efectos bioldgicos de las ra
diacionesionizantes son acumulativos en los 6rga-
nos irradiados, ademés el tratamiento con radiote-
rapiaesloco-regional alazonadeirradiacion, sien-

do estas caracteristicas confirmadas en el presen-
te trabgjo.

MATERIALES Y METODOS

La metodologia de muestreo se efectlio sobre
once (11) pacientes, los cuales fueron selecciona
dos sin discriminar el tipo de tumor ni la zona de
irradiacion y a quienes se prepararon para recibir
su tratamiento en €l Instituto Nacional del Cancer
Aregua-Paraguay.

a) A cada paciente se le extrajo una muestra de
mucosa bucal antes del inicio de su tratamiento y
durante los veinticinco (25) atreinta (30) dias con-
secutivos que compl etan su tratami ento, con sesio-
nes diarias de radioterapia.

Las muestras de células de la mucosa bucal,
son obtenidas mediante un hisopado con espétula
de madera a pacientes con cancer, realizando se-
guidamente un frotis sobre el portaobjetos limpio,
dejdndose secar al aire a temperatura ambiente.
Se obtuvo cuatro laminas por diay por paciente.

Lamuestra se fijé en etanol — acido acético en
proporcion de 3:1 durante 1 hora, y se degjo secar a
temperatura ambiente.
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1D Tasa de Dosis/dia  Dosis Total Dias Total  Tipo de Tumor  Estadio
5 2.0 50 20 Ca-cérvix A
11 2,0 50 25 Ca-cérvix 1B
12 3,6 59,4 23 Tumor Cerebral 1B
13 36 48,6 28 Ca-mama A
29 2.0 54 27 Tumor Cerebral IVB
39 1.8 36 22 Sﬁ:}?ﬁ -
63 3,6 84,6 24 Ca- Orofaringe IVB
64 1,8 52,2 29 Tumor Cerebral A
76 3.0 30 13 Pardtida Recidiva
77 1,8 50,4 24 Ca-maxilar B
80 3,6 86,4 25 Ca-cérvix IVB

Tabla 1. Valores de dosis por dia de tratamiento y tipo de tumor con su estadio.

Seprocedié aredlizar lahidrélisisen HCL 1N.

. 5 minutos a temperatura ambiente.
. 10 minutos a 60 °C.
. 5 minutos a temperatura ambiente.

Setransfirié aun cuppling en agua helada (5 °C)
durante 5 minutos para cortar la hidrélisis y dejar
secar.

Las ldminas hidrolizadas fueron colocadas en
carbol fucsina durante 20 minutos como maximo
en ausenciade luz.

Se lavaron las laminas con agua corriente y se
degjaron secar a temperatura ambiente.

Luego seobservarony seanalizaron en micros-
copios Olympusa 1000x y sellegaron acontar 2.000
células por paciente determinando el nimero de
M.N. y las frecuencias de aparicion. (Figura 2)

b) Como control negativo se tomaron 6 perso-

nasno fumadoras, ni sometidasaninglin tratamiento
con farmacos o productos naturales, y se procedio
con lamismatécnicade muestreo de micro-nucleo.

Las fichas de tratamiento de los once (11) pa-
cientes son analizados teniendo en cuentalasdosis
deradiacion impartidas cadadiaenlazonadeirra
diacién. Las dosis totales de tratamiento, los dias
detratamiento, € tipo de tumor y estadio de evolu-
ciontumoral. (Tablal)

A cada paciente se le extrgjo las muestras de la
mucosa bucal durante los 25 a 30 dias de trata-
miento, con los cual proximamente se leyeron 100
ldminas por pacientes, contandose 50.000 células
y determinandose |a frecuencia de micro-niicleos
por dia

RESULTADOS Y DISCUSION
Unavez obtenidos|os datos de conteos de micro-
nlcleos de cada muestra diariay verificada la do-

Gomez Grance ef al., pp. 80-89



Reportes Cientificos de la FaCEN Vol. 1, N° 1 (2010)

Planilla de Control Negativo

Al = 8 z w2l & g

15 1471 | 1,02 1 |2011] 0,05

2 2087 0.10 4 11050 [ 0,38

1 2010 | 0,05 512000 | 0,25

o | 4 12020]020 3 12000 [ 0,15

2 1529 | 0.13 4 2020 ] 0,20
MN 0,30 MN 0,21
o 0,41 o 0,12
814 1,36 CV 0,60

Tabla 2. Cantidad de micro-ntcleos (MN), y frecuenciade micro-nucleos (FMN) segiin €l sexo de personas sanasy no irradiadas

con radiacionesionizantes.

sisderadiacionimpartida, serealizé €l seguimiento
de lavariacién de las frecuencias de micro-nuicleo
estimandose unaincertidumbre de clase B de 3 %,
gue corresponderia a errores sistematicos en la
obtencion de las muestras.

Por otra parte se estimé |os valores de control
negativo, los cuales son presentados en la Tabla 2

Como se observa en la Tabla 3 los promedios
de frecuencia de micro-nucleos en general van au-
mentando a medida que la dosis de radiacién y la
gravedad del paciente son mayores.

L os val ores promedios de frecuencia de micro-
nicleos obtenidos, se deben analizar desde d punto
devistadel indicador delasvariablesdolencia-gra-
vedad y dosis de radiacién suministrada, sin em-
bargo las dosis de radiacién no estan en relacion
directacon el promedio de micro-nuicleos, en espe-
cia debido aque el promedio delasfrecuencias, se
calcula con varias muestras obtenidas durante los
dias de tratamientos, dando lugar a valores de la
muestra sesgados por factores radiobiologicos,
como ser el factor de recuperacion bioldgicay la
cinéticacelular.

Por otraparte, no sedetermind que el promedio
de MN esté en funcién directa de las dosis totales
de tratamiento lo cual corroboraria trabajos ante-

riores(Jianlinet d., 2004, Elianaet al ., 2005; Rached
et a., 1998; He et d., 2000).

Sin embargo estetrabajo establece unarelacion
cuadraticaparaladosisderadiacion del andlisisde
cuatro graficos de Frecuenciade Micro-niicleo Vs.
Dosis, mostradosenlos Gréficos 1,2,3y 4, esposi-
ble observar que la curva de tendencia cuadrética
representael mejor gjuste, en especial para pacien-
tes cuya zona de irradiacion coincide con la zona
de extraccién de la muestra (mucosa bucal), en
donde el coeficiente de correlacion representa €l
15 %y en las zonas de irradiacién algjadas de la
zona de extraccion representa un coeficiente de
correlacion mucho menor que el 1%.

Si lazonairradiadaes|ejanaalazonade cabe-
zay cuello, pero irradia el tracto gastrointestinal,
existeunareacciony un cambioenlacinéticadela
mucosa bucal, cuyo epitelio recubre todo €l apara-
to gastrointestinal (del cual forma la mucosa bu-
cal), esdecir el hechodeirradiar €l epitelio en cual-
quier zona del cuerpo produce una variacion del
recuento del microntcleos, sin embargo esto no es
posible detectarlo como una funcién lineal de la
dosis, debido al tipo de muestreo y alacinéticace-
lular del tracto basal al epitelio. (Di Fiore, 1975; De
Almeidaet a. y Sadigursky, 2006)
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Dosis Promedio de (FMN/Gy)
ID Dolencia-Gravedad (Gy) Frecuencia de MN 100
5  Carcinoma Escamoso Filtrante - Ca de 50,0 0,97 1.94
cérvix ITA.
1 C’arc.inoma Escamoso Filtrante - Cade 50,0 0.62 124
cérvix I1IB.
12  Tumor Cerebral ASTROCITOMA IIIB. 59.4 1,64 2,76
13 Cade Mama izq. IITA-Supraclavicular 48.6 0,72 1,48
29 Metastasis Cerebral-CA MAMA IVB 54,0 1,15 2,12
39 Sarcoma Difuso-maxilar Izquierdo. 36,0 1,48 411
63 Ca Orofaringe IV-B 84,6 0,61 0,72
o4 T.umqr. Cerebral ASTROCITOMA 52.2 0.46 0.88
Pilocitico.
76 Recidivade Ca Pardtida post cirugia. 30,0 0,56 1,86
77  Ca de seno maxilar derecho ITIB. 50,4 0,87 1,73
80 Carcinoma Escamoso IVB 86,4 0,66 0,76

Frecuencia de micro-nucleos en personal no expuesta es de 0,3.

Tabla 3. Valores de dosisimpartidas, frecuencia de micro-nicleosy gravedad de las dolencias.

Es de suponer que en regiones en donde la mu-
cosaepitelial no sevecomprometida no existanin-
guna correlacion con las dosis de radiacion, sin
embargo se puede observar lafigura4 en donde la
misma patol ogia con diferentes estadiosfueron tra-
tadas con las mismas dosis obteniéndose diferen-
tes curvas de respuesta de frecuencias de
micronucleos, |o que contradi ce resultados prelimi-
naresde (Elianaet al., 2005), en donde lasdosisde
radiacion mayores generan frecuencias de
micronucleos mayores sin tener en cuenta el esta-
dio delaenfermedad.

La aparente contradiccion esta dada en la dife-
rencia de la gravedad de la enfermedad, es decir
paraun cancer de cérvix estadio Il irradiado auna
misma dosis que un cancer de cérvix de estadio I,
la frecuencia de micronucleos en el primer caso
presenta un mayor recuento de MN. (Jianlinet al.,
2007; Muller et al., 2002)

La literatura (International Atomic Energy
Agency, 1986; Di Fiore, 1975) estimaqueel rendi-
miento de MN, esta relacionado con las dosis de
radiacion por lasiguiente ecuacion:

Y=AD?+BD+C Ec-1

En donde las constantes A, B, C son caracteris-
ticasdel tipo deradiacién, lafluenciadelosfotones
y laradiosencibilidad del indicador biol 6gico.

De hecho la estimacién de las dosis de radia
cion mediante indicadores biol 6gicos necesitauna
gran cohorte (Minodier et al., 2002; Baciuchka et
al., 2002; Chandraet a., 2001); de modo aque es-
tos indicadores sean mas precisos a dosis atas y
gran tasa de dosis sin embargo, para dosis de ra-
dioterapiaen donde las dosis son fraccionadasy se
Ilegan adosis altas pero con fracciones bgja de las
dosis, losfactoresA, B y C son mayores alos esti-
mados en laliteratura (I nternational Atomic Energy
Agency, 1986; Vallerga et al., 2006); lo que hace
gue la estimacion posea unaincertidumbre asocia-
da respecto a dichos trabajos del orden de 28,04
%(Tabla 4).

Lamejor estimacion delaecuacion querelacio-
nalas dosis con la frecuencia de MN esta dada
por el promedio de los coeficientes para aquellas
curvas de mayor coeficiente de correlacion R?, de
modo que la curva que estimarialadosis se puede
escribir como:

Y =17x10°D?+4,69x10°D +1.013  Ec-2
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. . o ABS de
o D chi‘glcos MN-1131  MN-Co-60 CD(‘)f 6/8 Dif %  Emor%
@) Linfocitos 8 S I-131 MN Promedio
Dicentrico
5 2.0 0,73 0.18 0.93 402.8 26.8
11 2,0 0,73 0,18 0,93 4028 26,8
12 3,6 1,20 0,48 0,87 80,6 27.6
13 3,6 1,20 0,48 0,87 80,6 27.6
29 2,0 0,73 0,18 0,93 4028 26,8
39 1.8 0.69 0.16 0.93 4935 35,5 28,0 %
63 3,6 1,20 0,48 0,87 80,6 27.6
64 1.8 0,69 0,16 0,93 4935 35,5
76 3,0 0.99 035 0,89 1522 10,5
77 1.8 0,69 0,16 0,93 4935 35,5
80 3.6 1,20 0,48 0,87 80,6 27.6

Tabla 4. Estimacion de porcentaje de frecuenciade micro-nlcleosy dicentricos mediante la curva de dosis respuesta medida
en: facilidad deteleterapiay iodoterapiacon I-131. [International Atomic Energy Agency, 1986; Vallergaet a., 2006]

Se puede notar en latabla4 que existe unagran
diferenciaen el célculo de lafrecuenciade micro-
nucleo en funcién de la dosis para la estimacion
con|-131y loscé culos con lafuncion determinada
en este trabajo, sin embargo la diferencias son no-
toriamente menores cuando se cal cula de frecuen-
cia de micronucleos con la funcién obtenida para
losdicentricosen linfocitosirradiados con Co-60.

Los graficos mostrados en las paginas que si-
guen denotan las curvas de gjuste y la ecuacion de
correlacion entre las dosis de radiacion y la fre-
cuencia de MN detectadas en los pacientes, con
distintas patol ogias.Es de destacar que se encuen-
tran en proceso de evaluacion 72 pacientes con di-
ferentes patologias, con los cuales se esperalare-
duccidn delaincertidumbrey el aumento enlaexac-
titud de la determinacion de la Dosis a paciente
conlo que se pretende unaconclusion definitivadel
presente trabajo.

CONCLUSIONES
Lagran variabilidad de los datos y el valor de
incertidumbre de clase B, hacen que la estimacién
deladosis de radiacion impartidas a pacientes de
cancer, tenga una incertidumbre asociada del 30
%, sin embargo se espera una reduccion de dicha

incertidumbre a medida que aumente | os datos so-
bre las dosis por fraccién de los pacientes aincluir
en la estadistica.

Es decir manteniendo un mayor muestreo de
pacientesy estimando lacurvanormal para untra
tamiento protocolizado estandar se podriadetermi-
nar laDosis con una exactitud del orden de 10%,
en situaciones de exposiciones normales de trata-
miento.

En situaciones de exposicion accidental en don-
de latasa de dosis es sumamente mayor se espera
una incertidumbre del 3% en la estimacion de la
dosis.
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Gréfico 1. Curvas de tendencias que correlacionan las dosis de radiacion con la frecuencia de micronticleos contadas en las
muestras bucal es, para patologias de cabezay cuello, con correlacion ata.

Gréfico 2. Curvas de tendencias que correlacionan las dosis de radiacion con la frecuencia de micronicleos contadas en las
muestras bucal es, para patol ogias de cabezay cuello, con menor coeficiente de correl acion.
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Gréfico 3. Curvasdetendencias que correlacionan las dosis de radiacién con lafrecuenciade micron(icleos contadas en las
muestras bucal es, para patol ogias de cabezay tumor cerebral, con menor coeficiente de correlacion.

Gréfico 4. Curvas detendencias que correl acionan las dosis de radiaci6n con lafrecuencia de microntcleos contadas en las
muestras bucal es, para patol ogias de cérvix uterino, con menor coeficiente de correlacion.
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