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Evaluacion genotdxica en estudiantes de Odontologia
expuestos a rayos X durante radiografias dentales

Exposicion a

RADIACION |
Y DANO GENETICO

Esta investigacion pretende determinar si la exposicion
cronica a rayos X durante la practica clinica diagnostica, que
realizan los estudiantes de Odontologia como parte de su
formacion académica, produce dafio genético. Para ello se
realizaron dos bioensayos: el test de micronucleos en células
de la mucosa bucal, que evalta efectos clastogénicos como
aneugénicos y otras anormalidades del nucleo que pueden ser
utilizadas como marcadores de dafio celular; y el ensayo de
electroforesis de células individuales o del cometa, en
muestras de sangre periférica, que determina el dafio a la
cadena simple o a la doble cadena del ADN.

Se analizaron dos cohortes, una expuesta y otra control, de
estudiantes de Odontologia, correspondiendo a la primera los
estudiantes del ultimo afio que realizan placas radiograficas a
pacientes durante un periodo de exposicion cronica de tres
anos. La cohorte control se caracterizo 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 en los estudiantes expuestos
cronicamente a la radiacion, pero no hubo diferencias en la
medicion del dafio en el ADN mediante el test del cometa
comparados con la poblacion control.

Los resultados permiten concluir que la dosis recibiday el
tiempo de exposicion a los rayos X tienen un efecto citotoxico
en células de la mucosa bucal y producen un dafio minimo al
ADN en células de sangre periférica.
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I principal efecto de las radiacio-
E nes ionizantes se produce sobre
la molécula de ADN y esta rela-
cionado con las dosisy el tiempo de ex-
posicion. Si se considera que cualquier
dosis, por pequefiaque sea, llevaapare-
jado unriesgo, debe reducirse a valores
tan bajos como sea posible. Sin embar-
go, esimportante tener en cuentael tiem-
po de exposicién en formacrénicaal que
se exponen trabajadores y personas en
formacion profesional, como estudian-
tes de carreradel area de la Salud, y que
la radiosensibilidad puede variar de un
individuo a otro dependiendo de laedad,
el sexoy el tipo de exposicion &,

La exposicién a rayos X durante la ra-
diografia panoramica en pacientes adul-
tosy en nifios induce efectos genotoxicos
en células gingiviales, incrementando el
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dafio cromosomicoy la muerte celular. Materiales Yy meétodos

Por consiguiente, estas radiografias pa-
noramicas dentales deberian ser solici-
tadas Unicamente en casos muy nece-
sarios, ya que este procedimiento no pue-
de ser considerado como de bajo o de
ningdn riesgo @.

Tolberty colaboradores (1992 ) sugie-
ren la utilizacidn del test de micronu-
cleos como una herramienta para eva-
luar el efecto genotoéxico, ya que se ori-
gina por roturas de cromosomas o por
divisiones mitoticas anormales, asi co-
mo para detectar otras anormalidades
nucleares atipicas como picnosis, ca-
riorrexis o cariolisis, que son indicado-
res de dafio celular ¥,

Otro ensayo Util para la deteccion de
dafio en la cadena del ADN es la elec-
troforesis de una sola célula, o ensayo
del cometa, que permite evaluar los ni-
veles de dafio en la cadena simple y do-
ble del ADN en poblaciones celulares sin
necesidad de realizar estudios de proli-
feracion. Se trata de una herramienta
potencialmente sensible para eviden-
ciar dafio genotoxico inducido por dife-
rentes toxicos en el sitio de accién de los
mismos ©,

En Paraguay, tanto los profesionales
como los estudiantes de la carrera de
Odontologia se exponen con frecuencia,
durante las practicas de diagnéstico por
imagenes, a recibir radiaciones sin te-
ner ningun tipo de proteccidn, ya que
este habito de bioseguridad de radio-
proteccion no es practicado estricta-
mente a este nivel, pese a la existencia
de normas y legislaciones que regulan
este tipo de actividad. Teniendo este he-
choen cuenta, hemos procedido al ana-
lisis de micronucleos en células de lamu-
cosa bucal y en muestras de sangre pe-
riférica para medir el dafio en el ADN
mediante el test del cometa, proceden-
tes de estudiantes de la carrera de Odon-
tologia que estan expuestos de forma
cronica a dosis bajas de rayos X.
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El disefio de la investigacion corres-
ponde a un estudio observacional ana-
litico de corte transversal, de cohortes
de expuestos y no expuestos, a quienes
se leaplic6 unaencuestaparaevaluarel
estado de salud, habitos de fumar, de
consumo de alcohol y de drogas, tiem-
po de exposicion y métodos de radio-
proteccion durante larealizacion de pla-
cas radiograficas.

Poblacion expuesta

Alumnos sin distincién de sexos con
edades comprendidas entre 24y 29 afios,
que cursaban materias clinicas de laca-
rrerade Odontologiay que estuvieron ex-
puestos a radiaciones ionizantes causa-
das por latomade radiografias a pacien-
tesde laclinica odontolégica, durante por
lo menos tres afos.

Poblacion no expuesta

Estudiantes de la carrera de Odonto-
logia, del ciclo basico, que no hayan es-
tado expuestos a rayos X por latoma de
radiografias.

Técnicas de instrumentos

de recoleccion de datos

Analisis genotoxico

Se evalud el efecto genotdxico me-
diante dos bioensayos: el test de micro-
nucleos en células de la mucosa bucal y
el ensayo del cometa.

Las muestras de mucosabucal y de san-
gre periférica de cada individuo, tanto
de la poblacion control como de la ex-

puesta, se tomaron en forma simultanea
durante los meses de junio a octubre.

Andlisis de micronucleos en
células exfoliadas de mucosa
bucal

Se obtuvo una muestra de células de la
mucosa bucal mediante un raspado de la
carainternade lamejillacon un bajalen-
gua, con el cual se realiz6 un extendido
en la ldmina portaobjeto. Las muestras
fueron fijadas con metanol / ac. acético
(3:1) y se colorearon con la técnica de
Feulgen. La observacion al microscopio
serealizé mediante la utilizacion de fil-
tros especiales para contrastar el cito-
plasma. Se contaron 2.000 células por
individuo y se determind la frecuencia
de micronucleos en ambas poblaciones,
la control y la expuesta, segiin Tolbert
(1992)1 y Fenech (1999)®,

Se evaluo si la exposicion crénica a rayos X
durante la practica clinica diagnoéstica, que realizan
los estudiantes de Odontologia como parte de su
formacion académica, produce dafo genético



Exposicion a rayos X y dafo genético

Test del cometa para medir
dafo en el ADN

La técnica del test del cometa se rea-
liz6 segun Singh et al. (1988) y con pe-
quefas modificaciones 'y considera-
ciones de optimizacion %, Se obtuvie-
ron 2 pl 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 pipeteadas en portaobjetos que
previamente fueron cubiertos con una
capade agarosa de punto de fusidon nor-
mal (NMP) al 1% y llevados a 4°C du-
rante 10 minutos; luego se sumergieron
en buffer de lisis (2,5M Nacl, 100 pm
Na2EDTA, 10 um Tris- Hcl Ph 10,1, Tri-
ton-X-100 y 10 % DMSO) durante una
horaa4°Cen oscuridad, alos efectos de
provocar la lisis y la descompactacién
del ADN. Posteriormente, los portaob-
jetos fueron expuestos a buffer alcalino
(1 mM Na2EDTA, 300mM NAOH buf-
fer) Ph >13 durante 20 minutos para de-
gradar el ADN.

Cada portaobjetos fue sometido a elec-
troforesis durante 20 minutosa25Vy
300 m A, en el mismo buffer, y poste-
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Para el efecto se desarrollaron dos bioensayos:
el test de micronucleos, en células de la mucosa bucal,
y el ensayo de electroforesis de células individuales o
del cometa, en muestras de sangre periférica

riormente se lavaron con buffer 0,4 Try
-Hcl (Ph 7, 5) paraeliminar el exceso de
alcaliy remover los detergentes. Lafija-
cidn de las muestras se realiz6 con alco-
hol p.ay las laminas finalmente fueron
tefiidas con bromuro de etidio (10 pg/mil).
Se examinaron las laminas bajo micros-
copio de fluorescencia con un aumento
de 400x.

Se evaluaron 100 células por placa me-
diante registrovisual y através del soft-
ware Casp Lab Comet Assay free.

Evaluacion por registro visual

Se realizo segun los criterios de Speit
(1995) 4y Collins (2004) 2!, donde las cé-
lulas se clasifican considerando que a ma-
yor descarga de ADN polifragmentado
fuera del nacleo, mayor es el dafio ge-
notoxico. Para cuantificar el dafio al ADN
se establece una categoria de dafio a las
células basadas en el largo del cometa:

m CategoriaO: células sindafio (5 um).

m Categoria I: células con bajo nivel
de dafo (5-20 pum).

m Categoria Il: células con medio ni-
vel de dafio (entre 20y 40 um).

m Categoria Ill: células con alto nivel
de dafio (entre 40 y 95 pum).

m CategorialV: células totalmente da-
fiadas (superior a 95 um).

Una vez establecido el porcentaje de
células en cada categoria se calcul6
el indice de dafio (N) por cada mues-
trade individuo:

N= N° Cél Cat | + 2XN° Cél.Cat Il +
3XN° Cél. Cat Il + 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 permiten me-

dir el porcentaje de ADN en la cola del
cometa, y momento olive (tail moment
olive), que describe la heterogeneidad
de larespuesta dentro de una poblacion
celular,yaque calculalas variaciones de
la distribucion de ADN dentro de la co-
la, midiéndolas en um.

Analisis estadistico

Parael analisis exploratorio de los da-
tos de micronucleos en células de lamu-
cosa bucal para el grupo de control (n=31)
y el grupo expuestos (n=30) se utilizo el
paquete estadistico SPSS. Los resultados
fueron analizados estadisticamente me-
diante la prueba «t» de Studenty se apli-
c6,ademas, la pruebano paranéfricaU
de Mann-Whitney para el contraste de
hipotesis.

El andlisis de dafio en el ADN con el
ensayo del cometa se llevo a cabo me-
diante la prueba de comparacion de me-
dias U de Mann-Whitney para dos mues-
tras independientes de los datos de da-
fioen el ADN y valores del momento de
la cola (tail moment) y momento olive
(tail moment olive).

Resultados

Caracterizacion demografica
de las poblaciones estudiadas

Poblacion control o no expuesta
Alumnos estudiantes de Odontologia,
de edades comprendidas entre 18 y 20
afos, cursando el primer afio de la ca-
rrera. EI 84% de la poblacion es femeni-
na (25/31) y el 16% (5/31) masculina.
El 43,3% (13/30) de la poblacion pre-
sentaantecedentes familiares con algun
tipo de cancer, ya sea de pulmén, prés-
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tata, Uteroy, mayoritariamente, mama. Tabla 1. Caracterizacion de la poblacion estudiada.
0 T i - —

El 40_A> delapoblacién analizadaescon Caracteristicas
sumidora casual de alcohol. demograficas y clinicas
Poblacion expuesta Sexo

La poblacion expuesta consiste en 30

. . Edad

estudiantes de Odontologia que actual-
mente cursan el sexto afio de la carrera. Consumo casual de alcohol
Sus edades estan comprendidas entre Antecedentes familiares de cancer

23y 29 afios, el 83% de la poblacién es
femenina (25/30) y el 17% (5/30) es mas-
culina. El 56,7% de la poblacién anali-

Tiempo de exposicion a rayos X
por radiografias dentales

Tabla 2. Frecuencia de microntcleos (MN) y anormalidades nucleares en células de poblacién no expuesta (control).

Anormalidades nucleares

Estudiante
niimero

Cromatina
condensada

O - OO NOO 20 0000 0000 >0 00O N—-= =0 -

o

*BN = bi nucleada.
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Exposicion a rayos X y dafo genético

Tabla 3. Frecuencia de microntcleos y anormalidades nucleares en células de poblacidn expuesta.

Estudiante
niimero

TS5 0o NO O WwN =

W NN DNDNDNNNNDNDN=S 2 2
O 0 00 N O~ o B W N =2 O 00 NN BWwN

*BN = bi nucleada. MN = micronticleos.

zada es consumidora de alcohol de for-
ma moderada.

El 26,7% (8/30) de la poblacién pre-
senta antecedentes familiares con al-
gun tipo de cancer, ya sea de huesos,
préstata, mamay, mayoritariamente,
colon. Todos los estudiantes encuesta-
dos sefalaron que trabajan desde hace
al menos tres afios en la sala de rayos X;
el cien por cien de los encuestados no
utiliza ningun tipo de proteccion con-
tralos rayos X .

Anormalidades nucleares

Enlatabla 1l puedenapreciarse los da-
tos demograficos mas destacados de la
poblacién estudiada.

Evaluacion de efecto
genotoxico a traves del test de
micronucleos en mucosa
bucal

En la tabla 2 se aprecian las frecuen-
cias de micronucleos determinadas en
lapoblacién no expuesta y algunas anor-
malidades nucleares. La tabla 3 mues-

Cromatina
condensada

A N PR O 20O 20 20 20O = = f Ul = 0= 2~ NN

(&)

2,13
2,403

tralos valores para la frecuencia de mi-
cronucleos y anormalidades nucleares
en la poblacion expuesta. Y la tabla 4
compara los promedios de frecuencias
de micronucleos en ambas poblaciones:
1,68 + 1,99 para la poblacién control y
6,67 £ 5,2 para la expuesta'y anormali-
dades nucleares. Al aplicar la prueba de
«t» de Studenty la prueba no paranéfri-
ca U de Mann-Whitney para el contras-
te de hipdtesis, se obtuvo el valor de p=
0,006, considerandose como valores sig-
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Tabla 4. Comparacion de promedios de frecuencias de MN y anormalidades nucleares en
poblaciones expuestas y no expuestas (control).

Poblacion no expuesta
Micronucleos/2.000 células 1,68
Binucleadas 0,39
Cariolisis 0,61
Cariorrexis 1,42
Broken eggs 2,06
Cromatina condensada 0,37
Picnosis 0,48

Valor de P < 0.006 para frecuencia de MN y picnosis.

nificativos aquellos que se encuentren
por debajo de 0,05. Por lo que la dife-
rencia de frecuencia de micronucleos
entre ambas poblaciones es significati-
va, lo que permite rechazar la hipotesis
nulay aceptar la alternativa. Las anor-
malidades nucleares como picnosis, ca-
riorrexis y cromatina condensada tam-
bién se tomaron como paradmetros de
evaluacion genotoxica y citotoxica.

En las figuras 1y 2 quedan reflejadas
las medias de las frecuencias de micro-
nucleos en poblaciones no expuestas 'y
expuestas, respectivamente, distribui-
das por edad, siendo mayor en la po-
blacion expuesta.

Lafigura 3 indica comparativamente
el promedio de anormalidades nuclea-
res entre la poblacion expuestay no ex-
puesta, observandose un aumento en
las medias de los individuos expuestos,
considerando la picnosis, la cariorrexis
y la cromatina condensada como figu-
ras caracteristicas de células en apop-

Figura 4. Células de la mucosa bucal con
microndcleo. Tincion Feulgen 1.000 x.

Figura 5. Células de la mucosa bucal sin
microndcleo. Tincion Feulgen 1.000 x.

La poblacidon expuesta estuvo formada por estudiantes del
altimo afo de la carrera, que realizan placas radiograficas
a los pacientes que asisten a las clinicas, durante un
periodo de exposicidon crénica de tres afios. El grupo
control se caracteriz6 por estudiantes de los primeros afnos
de la carrera que no estan expuestos a rayos.

15

micro nucleos/2000 células

Edad 17 18 19 20

30

O1s

)
o

=)

o

micronucleos/2000 células

ﬁ‘ii-z'-

N: 1 -17 5 . 2 3- 1 -1
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WP No expuestos T Expuestos
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& {\0\\9\ °(<¢*\ ‘&g‘) o 3 c\‘oc’\
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(v

Figura 1. Diagrama de cajas de
micronlcleos/2.000 células grupo control (no
expuesto) distribuido por edades.

[ 50 [ SEGURIDAD Y MEDIO AMBIENTE | N© 127 Tercer trimestre 2012 |

Figura 2. Diagrama de cajas de frecuencia de
micronucleos en células de la poblacion
expuesta distribuido por edades.

Figura 3. Anormalidades nucleares en poblaciones
expuestas y no expuestas.




Exposicion a rayos X y dafo genético

Los resultados mostraron un aumento significativo en la frecuencia de
micronucleos (p< 0.05) y de células en apoptosis y otras anormalidades del nGcleo
como cariorrexis, cromatina condensada, broken eggs y picnosis, en los estudiantes
expuestos cronicamente a la radiacion emitida por los equipos de rayos X

Figura 6. Célula de la mucosa bucal binucleda.

Tincion Feulgen 1.000 X.

Figura 7. Célula de la mucosa bucal con cariorrexis
apoptotica. Tincion Feulgen 1.000 x.

tosis, y las binucleadas y broken eggs co-
mo figuras caracteristicas de efecto ge-
notoxico. Enlasfiguras4y5 pueden ob-
servarse células de la mucosa bucal te-
fiidas con la técnica de Feulgen a un
aumento de 1.000 x con micronucleoy
sin microndcleo, respectivamente. En
las figuras 6 y 7 se aprecian anormali-
dades nucleares como binucleadasy cé-
lulas apoptoéticas con cariorrexis.

Evaluacion del efecto
genotodxico por el ensayo del
cometa

Mediante registro visual

Latabla’5 muestravalores paralas me-
dias de porcentaje de células con dife-
rentes niveles de dafio celular, segin el
criterio de Speit (1995) y Collins (2004).
En latabla se puede apreciar un aumento
de los mismos para el nivel | en la po-
blacion expuesta comparada con la no
expuesta. Sin embargo, los valores ob-
tenidos paralos niveles I, 11y IV noson
significativos, seguin lacomparacién de

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

Grupos N Media Desviacion tip.

Nivel O grupo control 31 74,52 15,558

grupo expuestos 29 64,38 16,003
Nivel | grupo control 31 S35 ,388

grupo expuestos 29 6,41* 10,527
Nivel Il grupo control 31 ,03 ,180

grupo expuestos 29 ,66 1,542
Nivel Il grupo control 31 ,00 ,000

grupo expuestos 29 31 1,312
Nivel IV grupo control 31 ,00 ,000

grupo expuestos 29 31 1,339

_ grupo control 31 3,4*

Dano total

grupo expuestos 29 37,8*

*Prueba de U Mann Whitney p< 0.05.

T nivet0 & nivel 1 @ nivel2 T W nivel3 | dnivel 4
100

80 +

60 =

40

—I—

20 T
04 —————— L

-20

N= 31 31 31 31 31 29 29 29 29 29
Grupos  grupo control grupo expuestos

Figura 11. Diagrama de cajas del dafio
genotoxico por nivel en los grupos control
Yy eXpuestos.

medias «t» de Studenty la prueba no pa-
ramétrica de U Mann Whitney para mues-
tras independientes, arrojando un va-
lor de p =0.006 menor a 0.05 para nivel
I, por lo que se considerd estadistica-
mente significativo, y valores superio-
resa0,05en las demas categorias. En la
figura 11 se pueden observar los valores
paralosniveles |, Il, 11y IV enambas po-
blaciones, resultando evidente el au-
mento significativo de dafio de nivel |
en lapoblacién expuesta. El calculo pa-
raindice de dafio (N=N° Cél Cat | + 2XN°
Cél.Cat Il + 3XN° Cél. Cat 11 + 4 X N° de
Cel. CatIV) fue de 37,8 para la poblacién
expuestay de 3,4 para la poblacion no
expuesta, con una diferencia significa-
tiva (p<0.05) seguin la prueba de U Mann
Whitney. Estos valores indican que en
lapoblacion expuestael indice de dafio
celular es bajo, debido al predominio de
células con dafio nivel I. Las figuras 8, 9
y 10 muestran células sin dafioy con ni-
veles de dafo l y Il, respectivamente.
Con la técnica del cometa es posible
valorar la viabilidad celular por el por-
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Figura 8. Célula sin dafio (nivel 0).

Figura 9. Célula con escaso dafo (nivel I).

Figura 10. Célula con medio nivel de dafio
(nivel 11).

Figura 12. Células apoptéticas. Microscopia
de fluorescencia 400 x.
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Tabla 6. valores de medias de apoptosis en grupos expuesto y no expuestos.

Grupos Media Desviacion Error tip.
tip. de la media
Apoptosis Grupo control 22,68 13,029 2,340
Grupo expuestos 47,93 12,473 2,316
*Prueba de t p< 0,05
Tabla 7. valores medios de tail moment y tail
moment olive del cometa. 60
Expuestos Control 50
Tail moment 1,34+ 2,12 = 0,73+0,15 40
Tail moment olive = 0,93+0,49 | 0,51+0,24 O
30 =

p>0.05 para prueba t.

centaje de viabilidad celular, determi-
nando la frecuencia de células en apop-
tosis (figura 12). Latabla 6 indicalos va-
lores medios obtenidos de células en
apoptosis de poblaciones no expuestas
(22,6%) y expuestas (47,9%) mediante
ladeterminacion visual. Lafigura 13 re-
flejalosvalores de células en apoptosis
para ambas poblaciones.

Evaluacion por el software
Casp Lab Comet Assay
Enlatabla 7 se observanlosvalores de
las medias determinados para tail mo-
menty tail moment olive del ensayo del
cometa de las poblaciones expuesta 'y
control, notando un leve aumento de los
valores para la poblacién expuesta, pe-
ro que segun la prueba «t» de Student no
son estadisticamente significativas. Por

No se encontraron
diferencias significativas
en la medicion del dafio

en el ADN, medido
por el ensayo del cometa,

comparados con la
poblacidon control,
lo cual indica un efecto
citotoxico mas que
genotoxico

"L

0 - =
N= 31 29
Grupos grupo control grupo expuestos

SaL. _Bi

Figura 13. Valores para células apoptoticas
en ambas poblaciones.

otrolado, las figuras 14y 15 muestran en
el diagrama de cajas los valores prome-
dio paraambas poblaciones parael tail
moment y el tail moment olive, respec-
tivamente.

Conclusiones

Los resultados del estudio ponen de
manifiesto que ladosisy el tiempo de ex-
posicion arayos X a que estan sometidos
los estudiantes que realizan placas den-
tales producen un dafio de bajo nivel (ni-
vel I) alamoléculade ADN en células de
sangre periférica, y actlian desencade-
nando efectos citotoxicos. Esta observa-
cién coincide con la opinion de otros au-
tores, que reportaron aumento de cito-
xicidad en mucosa bucal en pacientes
adultos y nifos tras la realizacion de ra-
diografias panoramicas “*51%, mas noun
aumento significativo en la frecuencia
de micronucleos. Los valores significati-
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Figura 14. Diagrama de cajas para valores
promedios de momento de la cola del
cometa para poblaciones expuestas y no
expuestas.

Figura 15. Diagrama de cajas para valores
promedios de momento de la cola del
cometa para poblaciones expuestas y no
expuestas.

Los resultados indican la necesidad de realizar un
biomonitoreo en otras poblaciones expuestas a dosis
subtoxicas y en forma cronica a rayos X

vos de las frecuencias de micronucleos
encontrados podrian deberse al tiempo
de exposicion (mas de tres afios) y a la
dosis recibida, ya que la frecuencia de
micronucleos aumenta con ladosis y el
tiempo de exposicidnarayos X (Ribeiro,
2008), y el origen de los mismos podria
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