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RESUMEN

Introduccion: El dafio genético es probablemente la causa mas impor-
tante para el desarrollo de anomalias y enfermedades degenerativas,
pero son pocos los estudios que se centran en la medicion y evaluacion
de los efectos genotoxicos de los productos que son de gran utilidad en
la practica clinica, como es el caso de las radiografias.

Objetivo: Comparar la presencia de anomalias nucleares en células de la
mucosa bucal de individuos bajo exposicion radiografica intraoral.
Metodologia: Se implementd un disefio de intervencion cuasiexperi-
mental antes y después con un solo grupo de estudio constituido por 30
individuos que recibieron tratamiento de conducto radicular y cinco ex-
posiciones radiograficas periapicales requeridas en dicho tratamiento.
Se tomaron muestras de exfoliado celular en mucosa yugal adyacente
al organo dentario intervenido antes y 15 dias post-tratamiento. Me-
diante tincion de Giemsa y microscopia Optica se evalud la presencia de
anomalias nucleares como: binucleacion, picnosis, cariolisis, cariorrexis
y micronucleos.

Resultados: De las anomalias nucleares evaluadas la cariorrexis estuvo
presente en 9o% antes y 96,7% después de la exposicion radiografica;
seguida por la cariolisis en el 76,7% y 73,3%, respectivamente. Por su
parte la presencia de micronucleos antes de la exposicion radiografica
fue del 53,3% la cual aumento significativamente al 83,3% posterior a
la radiacion, lo que representa un incremento del 36,7% (p=0,022). Esto
representa una media de 1,7 @ 2,2 células epiteliales con micronucleos
antes de la exposicion lo cual aumenta a 4,4 [ 4,6 células con este dafio
nuclear posterior a la intervencion (p=0,002).

Conclusion: La exposicion repetida a radiacion ionizante (radiografias
periapicales) podria inducir dafio genotoxico en células epiteliales de ca-
vidad oral.

Palabras claves: Endodoncia, micronucleos, actividad mutagénica, mi-
cronucleos con defecto cromosémico, toxicologia.

ABSTRACT

Introduction: Genetic damage is probably the most important
cause for the development of degenerative anomalies and di-
seases, but few studies focus on measuring and evaluating the
genotoxic effects of products that are of great utility in clinical
practice, such as the case of x-rays.

Objective: To compare the presence of nuclear abnormalities in
cells of the buccal mucosa of individuals under intraoral radio-
graphic exposure.

Materials and methods: A group of 30 healthy individual, who
needed root canal treatment were selected to the study. A total
of five X rays were taken during each root canal. Cells samples
were taken in buccal mucosa adjacent to the tooth, one before
the root canal and the other 15 days post-treatment. Using an
optical microscopy and Giemsa stain nuclear abnormalities such
as: binucleation, pyknosis, karyorrhexis, karyolysis, and micro-
nuclei were evaluated.

Results: Of the nuclear anomalies evaluated, karyorrhexis was
present in 9o% before and 96.7% after radiographic exposure;
Followed by karyolysis in 76.7% and 73.3%, respectively. The
presence of micronucleus before radiographic exposure was
53.3%, which increased significantly to 83.3% after radiation,
which represents an increase of 36.7% (p = 0.022). This repre-
sents an average of 1.7 2.2 epithelial cells with micronucleus
prior to exposure which increases to 4.4 4.6 cells with this post-
intervention nuclear damage (p = 0.002).

Conclusion: Repeated exposure to ionizing radiation (periapi-
cal radiographs) may induce genotoxic damage in oral cavity
epithelial cells.

Keywords: Endodontics, micronuclei, mutagenic activity, micronuclei
with chromosomal defect, toxicology.
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INTRODUCCION

Durante las Ultimas décadas la ciencia de la imagenologia ha evo-
lucionado en el ambito de la atencion odontoldgica, por lo cual la
radiografia juega un papel muy importante generando un diagnos-
tico mas certero asi como durante la realizacion de un tratamiento
endododntico, debido a que se necesita en cada paso clinico una
comprobacion imagenoldgica que exija riqueza de informacion y
detalles anatomicos del elemento a tratar y de su relacion con es-
tructuras vecinas que no son visibles al examen clinico (1-4).

Sin embargo se debe tener en consideracion que este tipo de radia-
cion ionizante tiene la capacidad de promover actividades nocivas
tales como los dafios genéticos, los cuales son probablemente el
factor causal mas importante para el desarrollo de anomalias y en-
fermedades degenerativas, los cuales pueden llevar a un proceso de
carcinogénesis el cual se caracteriza por presentar cambios gené-
ticos estimulando dafnos al DNA (acido desoxirribonucleico) y en-
trecruzamiento del DNA con proteinas contribuyendo a la muerte
celular, mutaciones genéticas y aberraciones cromosémicas (5, 6).

Aunque son pocos los estudios que se centran en medir y evaluar
los efectos genotoxicos, existen diversos métodos que permiten
determinar el potencial mutagénico de los diferentes productos
que hoy en dia alcanzan un mayor beneficio en la humanidad, es-
pecialmente a través de la identificacion de micronucleos; éstos
estan conformados por cromosomas enteros o fragmentos de cro-
matidas que no alcanzan a asociarse al huso mitético y no se inclu-
yen en el nicleo de las células hijas y permanecen en el citoplasma
como microestructuras que son analogas al nicleo principal (7, 8).

Sin embargo, existe poca evidencia acerca de los efectos que pro-
ducen las radiaciones ionizantes utilizadas en los tratamientos
endoddnticos convencionales, por lo cual el objetivo del presente
estudio fue evaluar la presencia de micronucleos en células de la
mucosa oral de Individuos bajo exposicion radiografica oral.

METODOLOGIA

Diserio y poblacion de estudio.

Se realizo un estudio de intervencion cuasiexperimental antes y después
con un solo grupo de estudio. La poblacion estuvo conformada por indivi-
duos que recibieron tratamiento endoddntico en la Clinica del Programa
de Odontologia de la Corporacion Universitaria Rafael NUfiez durante el
primery segundo periodo académico del afio 2016.

Dentro de los criterios de inclusion se tuvieron en cuenta pacientes que
autorizaron su participacion voluntaria mediante firma de consentimien-
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to informado, se les haya realizado procedimiento endoddntico y que no
hayan recibido radiaciones de cabeza o cuello los Ultimos tres meses pre-
vios al estudio.

Se excluyeron pacientes que padecieran algun tipo de sindrome, peligros
mutagenicos no conectados con la ocupacion (fumar, beber, drogas al
consumo) y enfermedades relacionadas con cualquier dafio genético,
diabetes, anemia o cualquier enfermedad debilitante. Los sujetos fueron
evaluados con un cuestionario para comprobar si se ajustan a los criterios
de estudio.

La muestra consistio de 30 individuos a los que se le realizo tratamiento
de conductos radiculares, a los cuales se les tomaron muestras de exfo-
liado celular de mucosa oral adyacente al diente tratado. Estas muestras
se tomaron antes de iniciar el tratamiento y 15 dias posteriores al proce-
dimiento.

El tamafio de esta muestra se determind mediante el software Epidat
v4.0, teniendo en cuenta un error tipo | (error a=0.05) del 5%, un poder
estadistico del 80% (error f=0.1), un nivel de confianza del 95% y una di-
ferencia esperada de micronucleos post-exposicion del 30%.

Toma de muestra y deteccion de micronucleos.

Se calibrd a un operador para la realizacion de recoleccion de muestras 'y
demas procedimientos de laboratorio necesarios para la determinacion
de micronucleos y otras aberraciones cromosomales presentes en cada
una de las placas analizadas.

Se realizd una encuesta para verificar si los individuos cumplian con los
criterios de seleccion para el estudio, teniendo en cuenta los criterios de
inclusion y exclusion.

Una vez hecho esto, y posterior a la realizacion de un consentimiento
informado, la recoleccion de muestras se realizd con cepillo citoldgico,
tomando un frotis suave en la parte interior de los labios y/o mucosa oral
adyacente al diente que se le realizé tratamiento de conducto radicular,
el cual se expuso a 5 radiaciones correspondientes a las radiografias pe-
riapicales requeridas en el tratamiento endoddntico. Los citocepillos se
embebieron en solucion salina para que no se alterara el equilibrio osmo-
tico de las células. Las muestras se rotularon en tubos para microcentrifu-
gade 1.5 mLy almacenandolas a -20°C hasta su posterior andlisis.

Las muestras se transportaron al laboratorio del CEID (Centro Experi-
mental de Investigaciones y Docencia de la Corporacion Universitaria
Rafael NUfiez), para seguir con el procedimiento, donde cada cepillo ci-
toldgico contenido en su respectivo eppendorf se retird agitandolo en un
Vortex para liberar las células que se hayan adherido a las cerdas y llevado
hasta un guardian como sitio de desecho, categorizado en residuos de
riesgo bioldgico, cortopunzantes.




El material obtenido se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos, a
temperatura ambiente, con microcentrifugadora y con una micropi-
peta se succiond la muestra centrifugada, obteniendo de esa forma
una alta concentracion de células y el sobrenadante se descartd en su
respectivo eppendorf.

Posteriormente se transfirid el volumen de liquido obtenido hacia el
portaobjeto rotulado con la identificacion de cada paciente. Seguida-
mente se realizd el extendido de la muestra a través de un portaobjeto
y se procedio a fijar la misma con calor, durante 3 segundos aproxima-
damente. Prontamente, se procedio a realizar la tincion con la técnica
May Grinwald-Giemsa, reportada por Kashyap & Reddy (9), enla cual,
a través de un gotero de laboratorio, se absorbio tinte Giemsa a una
concentracion de 5%, vertiéndolo gota a gota hasta cubrir la muestra
en su totalidad y se esperd un tiempo de 10 minutos aproximadamen-
te, aguardando el secado de la misma a temperatura ambiente.

Este tinte permitio observar el citoplasma de color rosa y el nicleo de
color azul de 60 muestras, 30 antes y 30 después a la exposicion de
radiacion, bajo la luz de un microscopio dptico, con un aumento de 40x
para lograr una adecuada localizacion de las células.

Una vez hecho esto, se coloco una gota de aceite de inmersion tipo A
sobre la muestra para visualizar las células con un aumento de 100x,
eliminando la desviacion de los rayos de luz y aumentando la eficacia
del analisis de micronucleos y atipias nucleares (binucleacion, picnosis,
cariolisis y cariorrexis), realizado por el personal calibrado para este
tipo de procedimientos.

Analisis Estadistico

Dada la naturaleza de las variables y el tipo de estudio, el anélisis es-
tadistico consistio de un analisis descriptivo mediante el reporte de
tablas de frecuencias para las variables cualitativas y parametros de
tendencia central y dispersion (Media + Desviacion estandar) para las
variables cuantitativas.

El analisis bivariado de los datos cuantitativos mediante la prueba de
Friedman para k muestras relacionadas y la prueba de Wilcoxon para dos
muestras relacionadas, debido a que las variables numéricas no contaron
con una distribucion normal de los datos, segun lo demostro el test de
Kolmogorov-Smirnov y comparacion directa con el grafico QQ.

En cuanto a los datos cualitativos, se contrastaron a partir de la com-
paracion de proporciones de muestras relacionadas mediante el test

de McNemar para datos pareados. Para todos los analisis se empleo el
software estadistico SPSS v2o (IBM, USA). Como significancia se tuvo

en cuenta valores de p<o0.05.

RESULTADOS

El presente estudio se compard la presencia de micronucleos en célu-
las epiteliales de mucosa bucal de pacientes los cuales fueron someti-
dos a 5 radiografias periapicales durante un tratamiento de conducto
convencional. Se hizo una toma de muestras antes a la exposiciony 15
dias después, en la cual se encontraron caracteristicas como binuclea-
cion, picnosis, cariolisis, cariorrexis y micronucleos. (Figura 1)
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Con respecto a la presencia de alteraciones nucleares después de la
exposicion a radiografias, se observa la presencia de células binu-
cleadas en un 23,3%(n=7), la presencia de células con picnosis fue de
un 3,3%(n=1), cariolisis se encontrd un 73,3%(n=22) y cariorrexis de
96,7%(n=29) (tabla 1).

Tabla 1. Presencia de alteraciones nucleares segun tiempo de

medicion.
n=30 % n=30 %

Células Ausente 22 73,3 23 76,7
Binucleadas

Presente 8 26,7 7 23,3

Células con Ausente 28 93,3 29 96,7

Picnosis Presente 2 6,7 1 33

Células con Ausente 7 233 8 26,7

Cariolisis Presente 23 76,7 22 733

Células con Ausente 3 e * 33

Cariorrexis Presente 27 90 29 96,7

Posteriormente se observo la presencia de microndcleos y si se
presentaban con 1 2, 3 0 mas micronucleos en las muestras ob-
teniendo que la presencia de células con micronucleos fue de un
53,3%(n=16) antes de la exposicion a los rayos X y 15 dias después
se observo un 83,3%(n=25).

La presencia de células con un micronucleo fue de un 43,4%(n=13) an-
tes de la exposicion y posterior a esta fue de un 80%(n=24) (Tabla 2).
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Tabla 2. Presencia de Microntcleos segun tiempo de medicion.

Antes Después

n=30 % n=30 %
Presencia de Ausente 14 46,7 5 16,7
MicronuUcleos
Presente 16 53,3 25 83,3
Un Ausente 17 56,7 6 20
Micronicleo Presente 13 43,3 24 8o
Dos Ausente 18 60 18 60
Micronucleos
Presente 12 40 12 40
>Tres Ausente 23 76,7 19 63,3
Micronu-
cleos Presente 7 23,3 11 36,7

En la tabla 3, la media o nimero de células promedio con micronucleo
esde 1,7+ 2,23 en comparacion ala medicion después de la exposicion
de rayos X, la cual aumento significativamente en promedio a 4,4
4,65 (p=0,002). Se observa también que la media de las células con un
micronucleo es de 0,77 + 1,07 en comparacion a la media después de
la exposicion, en la cual se observé también un aumento significativo
de 2,37 + 1,65 (p=0,00).

Tabla 3. Descripcién y comparacion del niumero de alteraciones

de células con micronucleos fue de 6,7%(n=2), el cual aumento signi-
ficativamente a 36,7%(n=11) en la sequnda medicion, mostrando una
diferencia estadisticamente significativa. Con respecto a las células
con un micronucleo, se muestra que el porcentaje fue de 10% (n=10),
el cual también tuvo un aumento significativo del 46,7%(n=14). En las
células con dos, tres 0 mas micronucleos no se observo un aumento
significativo.

Tabla 4. Comparacion de la presencia de alteraciones nucleares
antes y después.

Después
Ausente Presente Valorde p¥
n % n %
Ausente | 19 | 63,3 3 10
Células Binucleadas 1,00
Presente| 4 | 13,3 4 13,3
Ausente | 27 90 1 3,3
Antes | Células con Picnosis 1,00
Presente| 2 6,7 o 0,0
Ausente 1 3,3 5 20
Células con Cariolisis 1,00
Presente| 7 |23,3 | 16 | 53,3
Ausente | o 0,0 3 10
Células con Cariorexis 0,625
Presente| 1 33 26 | 86,7

celulares.
Media DE Media DE Valor de p¥
Ne Células Binucleadas 0,33 0,33 033 | 033 0133
Ne Células con Picnosis 0,17 0,17 0,17 0,17 0,17
Ne Células con Cariolisis 3 3 3 3 3
Ne Células con Cariorrexis 6,77 6,77 677 | 677 6,77
Ne Células con Micronucleos L7 L7 L7 L7 L7

No Células con 077 | 077 | 077 | o077 0,77

1 Micronucleos
No Células con 057 | o057 | 057 | 057 0,57

2 Micronucleos
No Células con = 037 | 037 | 037 | 037 0,37

3 Micronucleos

Tabla 5. Comparacion de la presencia de Microndcleos antes y

después.
Después
Ausente Presente Valorde p¥
Ausente 3 10 1 | 36,7 .
Presencia de Micro- 0,022
nucleos Presente | 2 6,7 | 14 | 46,7
Un Micronucleo | Ausente | 3 10 14 | 46,7
0,013*
i { Presente 10 10 ,
Antes Dos Micronucleos 3 33,3
Ausente | 13 | 43,3 5 16,7
=Tres Micronucleos 1,000
Presente| 5 | 16,7 7 23,3
Ausente | 15 | 50,0 8 26,7
0,388
Presente| 4 | 13,3 3 10

¥:Test de Wilcoxon de rangos de muestras relacionadas
*:p<0,05

En las tablas 4 y 5 se contrastaron las dos variables, el antes y el des-
pués, y se observo que el porcentaje de células con alteraciones nu-
cleares, comolo son células binucleadas, células con picnosis, cariolisis
y cariorexis, no mostraron un cambio significativo, mientras que con
respecto a las células con micronucleo se observé que el porcentaje
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DISCUSION

La exposicion a la radiacion puede influenciar en la aparicion de al-
teraciones hematoldgicas, reproductivas, neoplasicas y citogenéti-
cas. José M. Ceballos-Quintal concluy6 en su estudio una diferencia
significativa en analisis realizados a sujetos expuestos a radiacion y
sujetos sanos (10). Las diferencias encontradas permiten identificar
un efecto citogenético temprano ocasionado por la exposicion a ra-
yos X, con incremento mayor correlacionado con la antigiedad de
la exposicion.

Westphalen y cols (2008) realizaron un estudio in vivo donde deter-
minaron la genotoxicidad inducida por metales contenidos en los
aparatos de ortodoncia a través de la determinacion de la presencia
de micronucleos y concluyeron que el nivel de dafio en el DNA fue
baja antes del comienzo del tratamiento con aparatologia ortodon-
cia y durante los diez dias después de la colocacion de la aparatolo-
gia ortododncica; en el que se observd un aumento significativo en la
frecuencia de micronucleos treinta dias después del comienzo del
tratamiento (11).

En el presente estudio se observaron células epiteliales en la mu-
cosa oral de individuos que fueron sometidos a radiografias por
tratamiento endonddntico. Se obtuvieron como resultados caracte-
risticos como binucleacion, picnosis, cariolisis, cariorrexis y micro-
nucleos. A diferencia del estudio realizado por Westphalen y colabo-
radores que realizaron el estudio con base a los efectos genotdxicos
de los metales utilizados en los aparatos ortodonticos, pero obtuvie-
ron resultados similares con respecto a la presencia de micronucleos
a cierto tiempo de la exposicion del tejido al agente genotdxico.

Cequeira y cols realizaron un estudio en el cual tuvieron como ob-
jetivo evaluar los efectos genotoxicos de los rayos X en células epi-
teliales gingivales durante radiografias panoramicas, usando un es-
tudio diferenciado para el test de micronucleos (12). Se sometieron
40 individuos sanos a este procedimiento con fines diagndsticos a
peticion de sus dentistas, se obtuvieron células epiteliales gingivales
de la mucosa queratinizada de la arcada dental superior inmediata-
mente antes de la exposicion y diez dias después. Las preparaciones
citologicas fueron tefiidas segun la reaccion Feulgen-Rossenbeck; se
realizaron con un microscopio dptico. Como conclusion dio que es-
tos resultados indican que la radiografia panoramica induce un efec-
to genotdxico en células epiteliales que aumenta la frecuencia del
dafio cromosdmico. En el presente estudio no se realizaron sobre
radiografias panoramicas y la tincion fue distinta, pero de la misma
manera se observaron aberraciones cromosomales y presencia de
micronucleos, que ratifican que exponer a pacientes a radiografias

puede ser causa de estas aberraciones.

Sheikh, Sy col. realizaron otro estudio que tenia como objetivo bus-
car y evaluar los efectos genotoxicos de los rayos X en las células
epiteliales gingivales y bucales durante la toma de radiografias pa-
noramicas utilizando el test de micronucleos. La muestra se tomo
de ochenta sujetos sanos que requerian radiografia panoramica. La
prueba se realizé inmediatamente antes de la exposicion y nueva-
mente 10 dias después de la exposicion, obteniendo como resulta-
do datos que no tuvieron diferencia estadisticamente significativa.
Concluyendo asi que, a pesar de los efectos relacionados con la ra-
diacion de la radiografia panoramica, se redujeron en comparacion
con toda la boca radiografias periapicales intraorales o radioterapia
(13). En el presente trabajo, los datos si presentaron diferencia esta-
disticamente significativa para la presencia de micronucleos y mas
especificamente para la presencia de 1y 3 micronucleos.

CONCLUSION

A partir de los hallazgos obtenidos en este trabajo, se concluye que la
toma de radiografias periapicales durante el tratamiento endoddntico
podria inducir dafio genotoxico caracterizado por la aparicion de micro-
nucleos en células epiteliales de la cavidad oral, lo que podria conllevar
a un factor predisponente de cancer oral. Sin embargo, estos resulta-
dos son preliminares y, por lo tanto, es necesario aumentar el nUmero
de muestras, ademas de tener en cuenta el grado de radiacion recibido
durante un procedimiento endodontico.
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