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RESUMEN Y PALABRAS CLAVES

A los efectos de determinar si la exposicion cronica a
rayos X durante la practica clinica diagnostica, que reali-
zan los estudiantes de Odontologia como parte de su for-
macion académica, produce dafio genético, se realizd
esta investigacion.

Para el efecto se desarrollaron dos bioensayos: el test
de Micronucleos en células de la mucosa bucal, que es
un bioensayo que permite evaluar efectos clastogénicos
Ccomo aneugénicos y otras anormalidades del nucleo que
pueden ser utilizadas como marcadores de dafo celulary
el ensayo de electroforesis de células individuales o del
Cometa, en muestras de sangre periférica, que determina
el dafo a la cadena simple o a la doble cadena del ADN.

Se analizaron dos cohortes una expuesta y otra control
de estudiantes de la carrera universitaria de Odontologia,
correspondiendo a la expuesta, estudiantes del ultimo afo
de la carrera, que realizan placas radiograficas a los pa-
cientes que asisten a las clinicas, durante un periodo de
exposicion cronica de tres afnos. La cohorte control se
caracteriz6 por estudiantes de los primeros afos de la
carrera que no estan expuestos a rayos X.

Los resultados mostraron un aumento significativo en
la frecuencia de micronucleos (p< 0.05) y de células en
apoptosis y otras anormalidades del nucleo como cario-
rrexis, cromatina condensada, broken eggs y picnosis, en
células de la mucosabucal de los estudiantes expuestos
cronicamente a la radiacién emitida por los equipos de
rayos X, sin embargo no se encontraron diferencias signi-
ficativas en la medicion del dafio en el ADN, medido por
el ensayo del Cometa, comparados con la poblacion con-
trol, lo cual indica efecto citotoxico en células de la mu-
cosa bucal y un dafno minimo al ADN en células de sangre
periférica Estos hallazgos confirman ademas, la utilidad de
los bioensayos de Micronucleos en mucosa bucal y del
Cometa, en sangre periférica, de estudios de biomonitoreo
humano para evaluar genotoxicidad, y sugieren la necesi-
dad de realizar biomonitoreos en otras poblaciones ex-
puestas a dosis subtéxicas y en forma crénica a rayos X.

Como un aporte de este trabajo éste equipo de inves-
tigacion, ha realizado un programa de concienciacion de
los cuidados a tener en cuenta para la exposicion y mani-
puleo de equipo de rayos X, que sera puesto en marcha
a inicios del ano académico 2012.

Palabras claves: micronucleos en mucosa — placas
radiograicas — citotoxicidad — apoptosis- ensayo del
cometa.

1. INTRODUCCION

El principal efecto de las radiaciones ionizantes es sobre
la molécula de ADN, y los efectos que tiene estan relacio-
nados a las dosis y el tiempo de exposicion. Si se consi-
dera que cualquier dosis por pequefia que sea conlleva
un riesgo, las dosis deben de reducirse a valores tan

bajos como sea posible. Sin embargo, es importante tener
en cuenta el tiempo de exposicion en forma cronica, al
que se exponen trabajadores y personas en formacion
profesional, como estudiantes de carrera del area de la
Salud y que la radiosensibilidad puede variar de un indivi-
duo a otro dependiendo de la edad, sexo y tipo de expo-
sicion (Mi-Young, 2002).

Las exposiciones a rayos X durante la radiografia pa-
noramica en pacientes adultos y en nifios, induce efectos
genotdxicos en células gingiviales, incrementando el dano
cromosomico y la muerte celular. Por consiguiente, estas
radiografias panoramicas dentales, deberian ser requeri-
das solo cuando fuese muy necesario ya que no puede
ser considerado como un procedimiento de bajo 0 ningun
riesgo (Cerqueira et/al 2008; Antonio, E. 2011).

Tolbert y colaboradores, 1992 sugieren la utilizacion
del test de micronucleos, como una herramienta para eva-
luar efecto genotdxico, ya que se originan por roturas de
cromosomas, o por divisiones mitoticas anormales y para
detectar otras anormalidades nucleares atipicas como pic-
nosis, cariorrexis, cariolisis, que son indicadores de dafno
celular (Serto,1987) (Bonassi et al 2001).

Otro de los ensayos utiles para la deteccion de dafo
en la cadena del ADN es la electroforesis de una sola
célula o ensayo del cometa, que permite evaluar los nive-
les de dafno en la cadena simple y doble del ADN, en
poblaciones celulares sin necesidad de estudios de proli-
feracion y es una herramienta potencialmente sensible
para evidenciar dafio genotoxico inducido por diferentes
toxicos en el sitio de accion de los mismos Mudry, (2006).

En Paraguay tanto los profesionales como estudiantes
de la carrera de Odontologia se encuentran expuestos con
frecuencia durante las practicas de diagnoéstico por image-
nes, a radiaciones, sin ningun tipo de proteccioén, ya que
este habito de bioseguridad de radioproteccion no es prac-
ticado estrictamente a este nivel, a pesar de la existencia
de normas vy legislaciones que regulan este tipo de activi-
dad. Considerando esto, hemos analizado Micronucleos en
células de la mucosa bucal y en muestras de sangre peri-
férica dafio en el ADN mediante el ensayo del Cometa, de
estudiantes de la Carrera de Odontologia, quienes estan
expuestos a dosis bajas de rayos X en forma crénica.

2. OBJETIVOS Y ALCANCE

La investigacion se basa en la Hipotesis que la exposicion
cronica a rayos X emitidos durante la realizacion de radio-
grafias dentarias tiene efecto genotdxico en estudiantes de
la Carrera de Odontologia con lo que aumentaria el riesgo
de acumular las lesiones al ADN vy el riesgo de ser sucep-
tibles a desarrollar algun tipo de cancer con el tiempo.

2.1. Objetivo General

» Determinar el efecto genotodxico de la exposicion a
rayos X durante las radiografias dentaria en estu-
diantes de Odontologia.
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2.2. Objetivos Especificos

+ Determinar la frecuencia de micronucleos en células
epiteliales de la mucosa bucal de estudiantes de
Odontologia expuestos a la radiacion de rayos X.

* Determinar el dafio en el ADN mediante la Técnica
del Cometa en estudiantes de Odontologia expues-
tos a rayos X.

 Elaborar un programa de prevencion y radioprotec-
cion entre los estudiantes de Odontologia expuestos
a radiacion de rayos X.

2.3. Impacto de los resultados de la investigacion

Los resultados demuestran un efecto citotoxico y niveles
bajos de dafno en el ADN a una dosis subtoxica y a una
exposicion cronica, por lo que amerita un control periddico
de la poblacion a través de un biomonitoreo, a los efectos
de evaluar el nivel de dafo genético y la ejecucion del
programa de prevencion y radioproteccion, que se reali-
zara en las Facultades de Odontologia de diferentes Uni-
versidades.

3. METODOLOGIA

3.1. Diseiio metodolégico del estudio

El disefio de la investigacion corresponde a un estudio
observacional analitico de corte transverso, de cohortes
de expuestos y no expuestos con variables predictivas
dicotomicas y resultantes cuantitativas. Este estudio brin-
dara datos que permitira comparar el dafo genético por
exposicion en ambos grupos.

3.2. Universo y/o poblacion de estudio

Poblacion enfocada

Estudiantes de la carrera de odontologia que se encontra-
ban cursando las materias clinicas y que realizaban diag-
nésticos por radiografias.

Poblacion accesible

Alumnos sin distincidbn de sexos que cursaban materias
clinicas de la carrera de odontologia de la Universidad
Autonoma del Paraguay, que estuvieron expuestos a ra-
diaciones ionizantes causadas por la toma de radiografias
a pacientes de la clinica odontologica durante por lo
menos tres anos.

3.3. Criterios de inclusion y exclusion

Poblacion expuesta

Criterios de inclusion

Estudiantes de ambos sexos cuyas edades estuvieron
comprendidas entre 24 y 29 afos, que estuvieron expues-
tos a radiaciones de Rayos X. producidas por los equipos
radiograficos en las salas de la clinicas odontologicas

asistenciales y que accedieron a participar del trabajo y a
responder el cuestionario.

Criterios de exclusion

Individuos de ambos sexos cuyas edades no estuvieron
comprendidas entre 24 y 29 afios, que no hayan estado
expuestos ocupacionalmente a radiaciones ionizantes
emitidas por los aparatos de rayos X.

Individuos que hayan estado expuestos durante tres
semanas previas al trabajo a radiaciones, o que hayan
consumido medicamentos, o alcohol, que no desearon
participar del proyecto y no respondieron a la encuesta.

Poblacién no expuesta

Criterios de inclusion

Estudiantes de la carrera de Odontologia de cursos infe-
riores que no hayan participado de practicas de diagnoés-
tico por imagenes y que no realizaron radiografias, cuyas
edades estuvieron comprendidas entre 18 y 20 afos, que
accedieron a participar del estudio y a responder al cues-
tionario.

Criterios de exclusion

Estudiantes de la Carrera de Odontologia que hayan es-
tado expuestos a rayos X, ya sea como parte de su forma-
cién o por otro motivo. Que hayan recibido tratamiento
radioterapico o de quimioterapia.y que no desearon parti-
cipar del estudio y no respondieron al cuestionario.

3.4. Técnicas de instrumentos de recoleccion de datos

Previo a la toma de muestra se aplico una encuesta de
caracter confidencial a individuos expuestos y no expues-
tos de manera a correlacionar los datos obtenidos de cada
participante. En la misma se recabaron datos como la
edad, curso, tiempo de exposicion en horas, etc. (anexo 1).

Analisis Genoétoxico
Se evaluo el efecto genotdxico mediante dos bioensayos
el test de micronucleos en células de la mucosa bucal y
el ensayo del cometa.

Las muestras de mucosa bucal y de sangre periférica
de cada individuo tanto de la poblacién control como de
la expuesta, se tomaron en forma simultanea durante los
meses de junio a octubre.

Analisis de micronucleos en células exfoliadas
de mucosa bucal

Se obtuvo una muestra de células de la mucosa bucal,
mediante un raspado de la cara interna de la mejilla con un
baja lengua, con el cual se realizd un extendido en la lamina
portaocbjeto. Las muestras fueron fijadas con metanol / ac.
Acético ( 3:1) y se colorearon con la técnica de Feulgen, la
observacion al microscopio se realizé mediante la utilizacion
de filtros especiales para contrastar el citoplasma, se con-
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taron 2000 células por individuo y se determind la frecuen-
cia de micronucleos en ambas poblaciones, la control y la
expuesta, segun Tolbert, (1992) (Fenech, 1999).

Test del cometa para medir dafo en el ADN

La técnica del ensayo del cometa se realizd segun Singh
et al (1988) y con pequefias modificaciones( Singh,1994)
y consideraciones de optimizacion. (Zufiga 2009). Se ob-
tuvieron 2ul de sangre periférica del dedo anular de cada
uno de los participantes, las muestras fueron suspendidas
en 0,5 % de agarosa de bajo punto de fusion (LMP) y pi-
peteadas en portaobjeto que previamente fueron cubiertos
con una capa de agarosa de punto de fusién normal
(NMP) al 1% vy llevados a 4°C por 10 minutos y luego se
sumergieron en buffer de lisis (2,5M Nacl, 100 pym
Na2EDTA, 10 pm Tris- Hcl Ph 10,1, Triton - X - 100 y 10
% DMSO), por 1 hora a 4 °C en obscuridad, a los efectos
de provocar la lisis y la des compactacion del ADN. Pos-
teriormente los portaobjetos fueron expuestos a buffer al-
calino (1 mM Na2EDTA, 300mM NAOH buffer) Ph >13 por
20 minutos para degradar el ADN.

Cada uno de los portaobjetos fueron sometidos a elec-
troforesis por 20 minutos a 25 V 'y 300 m A, en el mismo
buffer, y posteriormente se lavaron con buffer 0,4 Try -Hcl
(Ph 7, 5), para eliminar el exceso de alcali y remover los
detergentes. La fijacion de las muestras se realizaron al-
cohol p.ay las laminas finalmente fueron tefiidas con Bro-
muro de etidio (10ug/ml). Se examinaron las laminas bajo
microscopio de fluorescencia con un aumento de 400X.

Se evaluaron 100 células por placa, y la evaluacion se
realizé por registro visual y a través delsoftware casp lab
Comet Assay free ( http// casp lab comet assay software).

Evaluacion por registro visual

Se realizd segun los criterios de Speit (1995) y Collins
(2004) donde las células se clasifican teniendo en cuenta
que a mayor descarga de ADN polifragmentado fuera del
nucleo, mayor es el dafio genotoxico. Para cuantificar el
dafio al ADN se establece una categoria de dano a las
células basadas en el largo del cometa:

Categoria 0: células sin dafo ( 5um).

Categoria I: células con bajo nivel de dafio 5 - 20 um.

Categoria II: células con medio nivel de dafio entre 20
y 40 um).

Categoria Ill: células con alto nivel de dano entre 40 y
95 um).

Categoria IV: células totalmente dafadas superior a 95
um. Una vez establecido el porcentaje de células en cada
categoria se calculo el indice de dafio (N), por cada mues-
tra de individuo:

N= N° Cél Cat | + 2XN° Cél.Cat Il + 3XN° Cél. Cat IlI
+ 4 X N° de Cel. Cat IV.

Evaluacion por el software Casp lab Comet assay IV

Se obtuvieron valores de momento de la cola (tail moment)
que permite medir el porcentaje de ADN en la cola del

Figura 1. Categorias 0,ll, Il y IV de dafio celular segun el criterio de
Speit (1995) y Collins (2004).

Figura 2. Categoria | de dafio celular segun el criterio de Speit
(1995) y Collins (2004).

cometa y momento olive (tail momento olive) que describe
la heterogeneidad de la respuesta dentro de una pobla-
cion celular ya que calcula las variaciones de la distribu-
cion de ADN dentro de la cola, se mide en pm.
7.4 Variables
* Predictiva: Estudiantes expuestos
Estudiantes no expuestos
* Resultante: Frecuencia de Micronucleos y longitud
de la cola del cometas Hipotesis.
HA Aumenta la frecuencia de MN en individuos ex-
puestos.
HO No hay aumento de Frecuencia de MN en indivi-
duos expuestos.
HA: Existe mayor dafno en el ADN en los individuos
expuestos.
HO: No hay dafo en el ADN en los individuos expues-
tos.

3.5. Andlisis estadistico

Para el Analisis Exploratorio de los Datos de Micronucleos
en Células de la Mucosa Bucal para el Grupo de Control
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES (en meses) (Diagrama de Gantt)

MESES

ACTIVIDAD

Entrenamiento en laboratorio externo para
ajuste de la técnica

Ajuste de las técnica

Toma de muestra para MN y para técnica
del Cometa y aplicacion de la encuesta

Evaluacion de las muestras

Andlisis y discusion de resultados

Elaboraciéon de informe

(n=31) y el Grupo Expuestos (n=30) se utilizd el paquete
estadistico SPSS. Y los resultados fueron analizados esta-
disticamente por la prueba “t” de students y se aplico
ademas la prueba no paranéfrica U de Mann-Whitney para
el contraste de hipotesis.

Para el analisis de dafio en el ADN por el ensayo del
Cometa se analizé mediante la prueba de comparacion de
medias U de Mann-Whitney para dos muestras indepen-
dientes de los datos de dano en el ADN y valores del
momento de la cola ( tail momento) y momento Olive ( tail
momento Olive).

Se consideraron estadisticamente significativos los va-
lores < 0.005.

4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacion demografica de las poblaciones
estudiadas

Poblacion control o no expuesta

Alumnos estudiantes de Odontologia, de edades com-
prendidas entre 18 y 20 afos, cursando el primer afo de
la carrera. El 84% de la poblacion es femenina (25/31) y
el 16% (5/31) masculina.

El 43,3% (13/31) de la poblacion presenta anteceden-
tes familiares con algun tipo de cancer, ya sea pulmon,
prostata, utero y mayoritariamente de mama. El grado de
parentesco reportado fue en abuelos y abuelas, tias y

Tabla 1. Caracterizacion de la poblacion estudiada.

madre. El 40% de la poblacion analizada es consumidora
casual de alcohol.

Poblacion expuesta

La poblacion expuesta consiste en 30 estudiantes de la
Carrera de Odontologia que actualmente se encuentran
cursando el sexto afio de la carrera cuyas edades se en-
cuentran comprendida entre 23 y 29 afos, el 83% de la
poblacién es femenina (25/30) y el 17% (5/30) masculina,
el 56,7% de la poblacion analizada es consumidora de
alcohol en forma moderada.

El 26,7% (8/30) de la poblacion presenta anteceden-
tes familiares con algun tipo de cancer, ya sea huesos,
prostata, mamas y mayoritariamente de colon. El grado de
parentesco reportado fue en abuelos, tias y padre.

Todos los encuestados reportan trabajar hace al
menos 3 anos en la sala de Rayos X, e | 100% de los en-
cuestados no utiliza ningun tipo de proteccion contra los
Rayos X. En la tabla 1 pueden apreciarse los datos demo-
graficos mas resaltantes dela poblacion estudiada.

4.2. Evaluacion de efecto genotoxico a través del Test
de Micronucleos en mucosa bucal

En la tabla 2 puede apreciarse las frecuencias de micronu-
cleos determinadas en la poblacién no expuesta y algunas
anormalidades nucleares. En la tabla 3 se muestran los
valores para la frecuencia de micronucleos y anormalidades

Caracteristicas demograficas y clinicas

Poblacion expuesta

No expuesta

80% (24/30) femenino

84% (25/31) femenino

radiografias dentarias

Sexo 20% (6 /30) masculino 16% (5/31) masculino
Edad 23 — 29 afnos 17 — 20 afos
Consumo casual de alcohol 56,7% 40%

Antecedentes familiares de cancer 26,7% 43,3%

Tiempo de exposicion a rayos X por 3 afios No se expone
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Tabla 2. Frecuencia de micronuleos y anormalidades nucleares en células de poblacién no expuesta (control).

Anormalidades nucleares
Estuﬂiante edad sexo N(I:’:ﬁ(; 20 BN Cariolisis | cariorrexis Bé;';zn cg;?j::;i::a picnosis
1 18 F 2 1 1
2 19 F 1 0 2
3 19 F 4 1 0
4 18 F 1 2 2 4 1 0
5 19 F 4 2 1
7 18 F 0 0 0
8 17 F 0 2 0 0
9 18 M 0 0 1
10 18 F 2 0 0
11 18 F 1 2 1 0
12 18 F 0 0 0
13 18 F 2 0 0
14 19 F 3 1 2 0 0
15 20 M 1 0 1
16 19 F 9 35 15 1 1
17 18 M 2 5 0 0
18 18 F 1 0 0
19 19 F 4 3 0 0
20 19 F 0 1 1 0 0
21 19 F 2 1 1
22 18 F 1 0 1
23 19 F 2 1 0
24 19 F 0 12 0 1
25 19 M 5 0 0
26 18 M 0 2 1
27 19 F 3 0 1
28 20 F 0 1 0 2
29 19 F 2 1 0
30 18 F 0 0 0
31 20 F 0 3 4 0 1
Medias 1,68 0,39 0,61 1,42 2,06 0.37 0,48
Desv. tip. 1,99 1,05 2,216 6,302 3,434 0,6 0,63

*BN = bi nucleada.

nucleares en la poblacion expuesta. Mientras que la tabla 4
compara los promedios de frecuencias de micronucleos en
ambas poblaciones,1,68 + 1,99 para la poblacion control y
6,67 + 5,2, para la expuesta y anormalidades nucleares. Al
aplicar la prueba de t student y la prueba no paranéfrica U
de Mann-Whitney para el contraste de hipétesis, se obtuvo
el valor de p= 0,006, considerandose como valores signifi-
cativos a aquellos que se encuentren por debajo de 0,05.
Por lo que la diferencia de frecuencia de micronucleos entre

ambas poblaciones es significativa, lo que permite rechazar
la hipodtesis nula y aceptar la alternativa. Las anormalidades
nucleares como picnosis, cariorrexis, y cromatina conden-
sada también se tomaron como parametros de evaluacion
genotoxica y citotoxica.

Los gréficos 1y 2 muestran las medias de las frecuen-
cias de micronucleos en poblaciones no expuestas y ex-
puestas respectivamente, siendo mayor en la poblacion
expuesta.
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Tabla 3. Frecuencia de micronuleos y anormalidades nucleares en células de poblacion expuesta.

Anormalidades nucleares
Estuﬂiante edad sexo MN/ZOOO BN Cariolisis cariorrexis el oz picnosis
células Eggs condensada
1 24 F 6 6 1 10 1 1
2 25 F 0 0 16 10 1 2
3 27 F 0 6 28 5 4 4
4 27 F 6 14 12 20 7 10 8
5 25 F 4 14 10 24 12 1 12
6 24 F 6 10 6 32 7 2 2
7 24 F 6 2 1 16 4 2 1
8 23 F 6 12 6 20 12 1 8
9 24 F 4 10 12 36 24 4 2
10 37 M 12 6 6 85 12 1 2
11 24 F 10 12 12 2 2 1 2
12 24 F 6 4 10 14 28 8 12
13 24 F 0 6 1 1 1 1 2
14 24 F 8 4 8 8 6 5 8
15 24 M 26 4 4 4 8 4 12
16 24 F 6 1 1 6 2 1 0
17 24 F 8 1 1 1 10 1 1
18 27 F 0 1 6 4 0 0
19 24 F 4 0 1 2 7 1 1
20 24 F 16 0 1 1 12 0 1
21 24 F 0 0 1 1 1 1 1
22 24 F 10 0 1 2 2 0 0
23 26 F 2 1 1 4 5 1 0
24 29 F 6 4 1 1 4 0 1
25 25 F 4 0 0 1 4 1 2
26 24 F 2 0 2 2 6 0 0
27 24 F 12 10 10 36 12 4 8
28 25 M 8 6 15 20 26 2 10
29 25 F 10 6 10 30 18 1 1
30 26 M 6 10 12 28 22 5 0
Media 6,67 4,97 5,27 13,27 9,43 2,13 3,47
Desuv. tip. 5,287 4,65 4,712 12,736 7,44 2,403 4,066

*BN = binucleada
MN =micronucleos

La gréfica 3 indica comparativamente el promedio de
anormalidades nucleares entre la poblacion expuesta y no
expuesta, observandose un aumento en las medias de los
individuos expuestos, considerando la picnosis, cariorrexis,
la cromatina condensada. como figuras caracteristicas de
células en apoptosis y las binucleadas y broken eggs.

como figuras caracteristicas de efecto genotoxico. En las
fig. 3 'y 4 pueden observarse células de la mucosa bucal
tefidas con la técnica de feulgen a un aumento de 1000 x
con micronucleo y sin micronucleo respctivamente, mien-
tras que las fig. 5y 6 se aprecian anormalidades nucleares
como binucleadas y células con cariorrexis apoptotica.



10 | EVALUACION GENOTOXICA POR EL TEST DE MICRONUCLEOS Y EL ENSAYO DEL COMETA EN ESTUDIANTES DE ODONTOLOGIA...

Tabla 4. Comparacion de promedios de frecuencias de MN y anorma- 14
lidades nucleares en poblaciones expuestas y no expuestas (control). 1
Poblacién Poblacion 10
no expuesta expuesta 8
micro 6 )
Hn X
nucleos/2000 1,68 6,67 0 expresios
células 4 4 M expuestos
. 2 4
binucleadas 0,39 4 97
0 -
cariolisis 0,61 5,27 & & & & & &
. . < N .
cariorrexis 1,42 13,27 & O,z;«\" 6‘9’(\ @&' <®
& ©
broken eggs 2,06 9,43
Cromatina 037 213 Grafico 3. Anormalidades nucleares en poblaciones expuestas y no
condensada ’ ’ expuestas.
picnosis 0,48 3,47
Valor de P < 0.006 para Frecuencia de MN.
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edad Figura 3. Células de la mucosa bucal con micronucleo. Tincion
Feulgen 1000x.
Gréfico 1. Diagrama de cajas de Microntcleos/2000 células grupo
control (no expuesto) distribuido por edades.
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edad
Grafico 2. Diagrama de cajas de frecuencia de micronucleos en Figura 4. Células de la mucosa bucal sin  micronucleo. Tincion

células de la poblacion expuesta distribuido por edades. Feulgen 1000x.
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Figura 5. Célula de la mucosa bucal binucleda. Tincion Feulgen
1000x.

Figura 6. Célula de la mucosa bucal con cariorrexis apoptotica.
Tincién Feulgen 1000x.

4.3. Evaluacion de efecto genotoxico por el ensayo
del cometa

Mediante registro visual

La tabla 5 muestra valores para las medias de porcentaje
de células con diferentes niveles de dafio celular en base
al criterio de Speit (1995) y Collins (2004) (figuras 1y 2),
en la tabla se puede apreciar un aumento de los mismos
para el nivel | (fig. 10), en la poblacion expuesta compa-
rada con la no expuesta. Sin embargo los valores obteni-
dos para los niveles Il, lll y IV no son significativos segun
la comparacion de medias “t” de student y la prueba no
paramétrica de U Mann Whitney, para muestras indepen-
dientes que dio un valor de p =0.006 menor a 0.05, para
nivel | por lo que se considerd estadisticamente significa-
tivo, y valores superiores a 0,05 en las demas categorias.
En la grafica 4 se pueden apreciar los valores para los
niveles I, Il, Il 'y IV en ambas poblaciones, haciéndose
evidente el aumento significativo de dano de nivel |, en la
poblacion expuesta. El célculo para indice de dano (N=
N° Cél Cat | + 2XN° Cél. Cat Il + 3XN° Cél. Cat lll + 4 X
N° de Cel. Cat IV.) fue de 37,8 para la poblacion expuesta
y 3,4 para la poblacion no expuesta, con una diferencia
significativa (p<0.05) segun la prueba de U Mann Whitney.
Estos valores indican que en la poblacion expuesta el in-
dice de dafo celular es bajo, por el predomino de células
con dafio nivel I. Las fig. 7, 8 y 9 muestran células sin
dafno y con niveles de dafno | y Il, respectivamente.

Con la técnica del Cometa es posible valorar la viabi-
lidad celular por el porcentaje de viabilidad celular, deter-
minando la frecuencia de células en apoptosis, (fig. 10).
La tabla 6 indica los valores medios obtenidos de células
en apoptosis de poblaciones no expuestas ( 22,6%) y ex-
puestas (47,9%) mediante la determinacion visual (fig. 10).
La grafica 5 muestra los valores células en apoptosis en
ambas poblaciones.

Tabla 5. Niveles de dafio celular segun el criterio de Speit (1995) y Collins (2004).

grupos N Media Desviacion tip.
nivel 0 grupo control 31 74,52 15,558
grupo expuestos 30 64,38 16,003
nivel | grupo control 31 55" ,888
grupo expuestos 30 6,41* 10,527
nivel Il grupo control 31 ,03 ,180
grupo expuestos 30 ,66 1,542
nivel Il grupo control 31 ,00 ,000
grupo expuestos 30 ,31 1,312
. grupo control 31 ,00 ,000
nivel 1V grupo expuestos 30 ,371 1,339
- grupo control 31 3,4*
DD 1] grupo expuestos 30 37,8*

*prueba de U Mann Whitney p< 0.05
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Figura 7. Célula sin dafo (nivel 0).

Figura 9. Célula con medio nivel de dafo (nivel ).

Figura 8. Célula con escaso dafio (nivel I).
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- nivel 3
-20 M nivel 4

L
N= 31 31 3 31 31 29 29 29 29 29

grupo control grupo expuestos

grupos

Grafico 4. Diagrama de cajas del dano genotdxico por nivel en los
grupos control y expuestos.

Tabla 6. Valores de medias de apoptosis en grupos expuesto y no expuestos.

grupos N Media Desviacion tip. Error tip. de la media
A000tosis grupo control 31 22,68 13,029 2,340
Pop grupo expuestos 30 47,93 12,473 2,316

*Prueba de t p< 0,05

Evaluacion por el software Casp Lab Comet assay

En la tabla 7 se observa los valores de las medias determi-
nados para Tail momento y tail momento olive del ensayo del
cometa de las poblaciones expuesta y control, notando un

leve aumento de los valores para la poblacion expuesta, pero
que segun la prueba de t no son estadisticamente significa-
tivas, por otro lado las graficas 6 y 7 muestran en el diagrama
de cajas los valores promedios para ambas poblaciones.
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Figura 10. Células apoptéticas. Microscopia de fluorescencia 400X.
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Gréfico 5. Diagrama de cajas de la comparacién de apoptosis por
grupo no expuesto y expuestos.

Tabla 7. Valores medios de tail momento y tail momento olive del
cometa.

expuestos control
tail moment 1,34 £ 212 0,73 £ 0,15
tail moment olive 0,93+0,49 0,51+0,24

p>0.05 para prueba.
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Grafico 6. Diagrama de cajas para valores promedios de momento
de la cola del cometa para poblaciones expuestas y no expuestas.
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Grafico 7. Diagrama de cajas para valores promedios de momento
de la cola del cometa para poblaciones expuestas y no expuestas.

5. DISCUSION

Los micronucleos son anormalidades que se originan a
partir de fragmentos acéntricos de cromosomas, por cro-
mosomas rezagados durante la anafase de la mitosis, u
otras anormalidades de la division celular, evidenciando
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un efecto clasto génico o aneugeénico, por lo que se con-
sidera el test de micronucleos una herramienta valiosa
para evaluar efectos genotoxicos en individuos expuestos
a contaminantes quimicos o fisicos como las radiaciones
ionizante. (Bonazzi et. al 2001) (Tolbert, 1992) (Mudry y
col. 2006), ya que ademas permite determinar otras alte-
raciones nucleares apoptoticas como cariorrexis, picnosis,
broken eggss, cromatina condensada, relacionadas a la
genotoxicidad del agente. (Ribeiro 2003) En este estudio,
se observo en la poblacion expuesta, un aumento signifi-
cativo en la frecuencia de micronucleos y un aumento en
las frecuencias de alteraciones nucleares relacionadas al
efecto citotoxico. El ensayo del Cometa por su parte es un
bioensayo recomendado para medir el dafio en el ADN,
midiendo rupturas en la doble o en la simple cadena, per-
mite discriminar ademas la viabilidad celular y el porcen-
taje de células en apoptosis. Los resultados encontrados
en este estudio, demuestran que la dosis y el tiempo de
exposicion a rayos X, que tienen los estudiantes que rea-
lizan placas dentarias, producen un dano de bajo nivel
(nivel 1) a la molécula de ADN, encontrandose valores sig-
nificativos para este nivel con respecto a los controles y no
significativos para los demas niveles de dafo, asi mismo
el porcentaje de ADN fragmentado en las colas de come-
tas, determinado para ambas poblaciones por los valores
de tail momento y olive tail momento, no presentan resul-
tados significativos. Por otro lado, hemos encontrado que
la poblacion expuesta muestra una frecuencia altamente
significativa de células en apoptosis, con respecto a la
poblacion no expuesta, lo que indica que la dosis minima
de rayos X recibidas durante la realizacion de radiografias
dentarias en forma cronica, actua desencadenado efectos
citotoxicos. Esta observacion coincide con otros autores
que reportaron aumento de citoxicidad en mucosa bucal
en pacientes adultos y nifos luego de la realizacion de
radiografias panoramicas (Cerqueira, 2004, Ribeiro, 2008
y Eman, 2008), pero no un aumento significativo en la
frecuencia de micronucleos, los valores significativos de
las frecuencias de micronucleos encontrados aqui, po-
drian deberse al tiempo de exposicion (mas de tres afios)
y a la dosis recibida ya que el aumento en la frecuencia
de micronucleos aumenta con la dosis y tiempo de expo-
sicion a rayos X (Ribeiro, 2008) y el origen de los mismos
podria deberse a fallas en el mecanismo de division celu-
lar y no a roturas de cromosomas. (Ribeiro, 2008).

6. CONCLUSIONES

La dosis de rayos X y el tiempo de exposicion a los que
estan sometidos los estudiantes de la carrera de Odonto-
logia cuando realizan radiografias dentarias, induce un
efecto citotoxico en células de la mucosa bucal y un dafo
minimo al ADN en células de sangre periférica, eviden-
ciado por el aumento significativo en las poblaciones ex-
puestas, de micronucleos, anormalidades nucleares aso-
ciadas a células apoptoticas y al de células en apoptosis
observadas a través del ensayo del Cometa.

Las células sufren apoptosis en respuesta a un factor
que induce dano celular, por lo que no llegan a dividirse
y a acumular dafio en el material genético sin embargo el
aumento de anormalidades nucleares y de micronucleos
va en relacion directa con la edad y la calidad de vida de
las personas, por lo que se deberia recomendar la expo-
sicion solo cuando es muy necesario y tomar las precau-
ciones de radioproteccion.

Los resultados encontrados por evaluacion visual del
cometa y el analisis de imagenes por el software y el test
de micronucleos fueron concordantes.
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9. ANEXOS

9.1. Encuesta

Evaluacion genotoxica por el Test de Micronucleos y el ensayo del Cometa en estudiantes de Odontologia

expuestos a rayos X durante las Radiografias dentarias

El siguiente cuestionario ha sido disefiado para evaluar efecto genotoxico por el Test de Miconucleos y el ensayo del
Cometa en estudiantes de la carrera de Odontologia expuestos a rayos X durante las radiografias dentarias. Los datos

de la encuesta son andénimos y se mantendra en confidencialidad su contenido.

Encuestador: Participante N2

Fecha:

Nombre y apellido Edad Sexo Afio académico que cursa
HABITOS PERSONALES

1. ¢Es Ud. fumador activo?

Si ] No ]

2. ¢Consume alcohol?

Si ] No ]

3. Consume algun tipo de droga

Si [] No ]

Especificar cual

ANTECEDENTES FAMILIARES

4. ¢Tiene algun familiar con cancer?

Si ] No ]

Tipo de cancer:

5. Parentesco

Padre ]
madre ]
hermanosfas [ ]
primos ]

DATOS PERSONALES DE SALUD

6. Presenta algun tipo de enfermedad

Cardiaca ] renal ]
pulmonar ] nerviosa [ |
cancer L] digestiva ]
dérmica |:| ninguna |:|
otra:

si ] NO ]

7. Encaso de se de sexo femenino conteste si
ha tenido algiin embarazo interrumpido

8. ¢éSe encuentra actualmente bajo tratamiento
médico?

si ] nNo ]

Especificar cual:

9. ¢Consume algun tipo de medicamento?
antibiéticos ] antiparasitarios [ |

psicofarmacos |:| diuréticos |:|
analgésicos ] antipiréticos ]
hormonas ] antialérgicos [ ]
Ninguno ]

Otro especificar cual
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10. Se ha sometido a radioterapia en los tltimos 11. Se harealizado alguna placa radiografica en
meses los ultimos meses
si ] NO ] si [l nNo ]
Hace cuanto:
Hace cudanto:
EXPOSICION
12. ¢Cuantas horas trabaja al dia en la sala de 13. Cuantas veces a la semana
rayos X?
Todos los dias |:| dos veces |:|
2 ] 4 g [
Tres veces [ cuatro veces [
No trabaja en la sala de rayos X |:|
Cinco veces D

14. Hace cuanto tiempo que trabaja en la sala de
rayos X

15. Utliza algun mecanismo de proteccion

si ] NO ]

Menos de un aiio Mas de un aio |:|

Cual:

Cuanto:

9.2. Cronograma de actividades programa de prevencion y radioproteccion

MESES /2012

Junio

ACTIVIDAD

Febrero | Marzo | Abril Mayo

Elaboracién e impresion de
tripticos informativos para
estudiantes de Odontologia
de diferentes Universidades
Asuncion

Ciclo de charlas sobre
riesgos de exposicion a

rayos X, a pequefias dosis

en forma cronica, dirigido
estudiantes de la carrera de
Odontologia de diferentes
Universidades de Asuncion y
presentacion de resultados de
la investigacion




