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Resumen

El dafio genotéxico en la mucosa bucal inducido por NaF al
2% que se aplico clinicamente a escolares no se ha docu-
mentado anteriormente. Se examinaron 30 escolares (doce
mujeres, 18 hombres) de doce a quince afios de edad (13
+ 1.14) en estudio transversal comparativo. El dafio al ADN
se determing por ensayo Cometa, de cada sujeto se toma-
ron dos muestras, antes (controles negativos) y después
de la aplicacion (controles positivos). La electroforesis fue
alcalina pH > 13; el andlisis visual se hizo con microscopio
epifluorescente. La informacion analizada ic 95% P < 0.05
con GraphPad InStat V 3.10. El indice de dafio fue 58.3%
con rupturas del ADN, en la prueba de Wilcoxon pareada
P < 0.0001, existi6 diferencia estadisticamente significati-
va entre células epiteliales de controles negativos y positi-
vos. La prueba t pareada se aplico al momento de la cola,
P < 0.0001: con diferencias estadisticas entre controles
negativos ic (3.66, 9.42) y positivos ic (104.91, 131.83),
con fuerte poder estadistico. La prueba t en la longitud de
la cola P = 0.0001, altamente significativo; los controles
negativos 1c (113.64, 143.30), los positivos ic (113.64,
143.30). El NaF es un agente genotoxico, indujo la forma-
cién de rupturas en el ADN en exposiciones agudas en las
células epiteliales de la mucosa oral.

Palabras clave: fluoruro de sodio, escolares, control positivo,
control negativo, ensayo Cometa.

Introduccion

El fltior es un elemento esencial en bajos niveles de concen-
traciones, tanto para los seres humanos como para los ani-
males (Ling y lian, 2006) y juega un papel importante en la

formacion dental (principalmente en nifios) y esqueletal de
los seres humanos (Griffin et dl,, 2007). La exposicién croni-
ca a concentraciones de fluoruro mayores a lo establecido,
causa problemas de fluorosis dental y esquelética y una ma-
yor susceptibilidad a enfermedades renales y cancer (WHO,
2004), asi como dafio al cerebro, reduciendo el coeficiente
intelectual de nifios en edad escolar (Wang et dl, 2007). El
fldor es considerado un elemento traza potencialmente toxi-
co y tiene un margen de sequridad muy pequefio. Existen
reportes controversiales sobre el beneficio de los fluoruros
ya que en pequefias cantidades ayudan a la prevencion de
la caries dental y es el principal uso que se le da en Odon-
tologia y en grandes concentraciones pueden perjudicar la
salud dental y sistémica. Asimismo, causar mdltiples efectos
a nivel celular alterando la proliferacion celular, la permeabi-
lidad de membranas celulares y la apoptosis entre otros
(Yan et dl, 2007).

El ensayo Cometa o gel de electroforesis unicelular
(SCGE por sus siglas en inglés) es el método de eleccion
para medir dafio en el ADN de varias especies en células
humanas tales como linfocitos. Se ha aplicado a estudios
de poblaciones expuestas al medio ambiente y a diferentes
agentes genotéxicos, incluyendo radiacion, estrés quimico y
oxidativo (diabetes y enfermedad cardiovascular). El ensayo
Cometa ha incrementado su popularidad en el uso de bio-
monitoreo humano en estudios epidemiolégicos (Lee et dl,
2004). Es notable por su versatilidad y la amplitud de sus
posibles aplicaciones (Dusinska y Collins, 2008); ha demos-
trado ser valioso como método general para la deteccion
de exposicién genotoxica en humanos (Tice et dl, 2000;
Dusinska y Collins, 2008). Cuando una medicién individual
de cometas es utilizada para grupos de poblacion, se debe
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obtener un error estandar bajo (Dusinska y Collins, 2008).
Partiendo de esta premisa se destaca en gréficas el error
estandar, en la presente investigacion.

El propdsito de este estudio fue evaluar si la aplicacion
clinica de NaF al 2% en gel indujo a dafio téxico en células
epiteliales bucales. Para la medicién de dafio en el ADN en
la mucosa bucal en 30 escolares de doce a quince afios de
edad que demandan atencién bucodental en el Instituto de
Ciencias de la Salud, se aplicé el ensayo Cometa de acuerdo
con la técnica descrita por Tice et 4l., 2000, la metodologia
de Faccioni et dl,, 2003 para la obtencion de células de la
mucosa bucal, y Szeto et dl, 2005 para la remocion de
las membranas celulares. Los parametros que se midieron
tanto en los controles negativos como en los controles po-
sitivos fueron: indice de dafio, momento de la cola (TM por
sus siglas en inglés) y longitud de la cola (TL por sus siglas
en inglés).

Materiales y métodos

Tamario de la muestra. El tamafio de la muestra (n) no se
pudo obtener a través del paquete estadistico epidemiold-
gico de datos tabulados (Epidat, 2003), debido a que ya no
se eligen escolares sino células bucales de escolares. Para
determinar cudl serfa la n real, se revis¢ la metodologia de
la literatura especializada en dafio al ADN en células epitelia-
les bucales, y el ensayo Cometa por lo que la seleccion de la
unidad final de muestreo se realizé con base en la n de 30
(Faccioni et dl,, 2003).

Seleccion de los escolares. Para la determinacion de
potencial genotoxico del fluoruro aplicado clinicamente se
seleccionaron 30 escolares activos al azar que deberian
cumplir con los siguientes criterios de inclusién: 1. Escola-
res de ambos sexos, 2. Escolares de doce a quince afios de
edad, 3. Escolares que aceptaran ser revisados, 4. Esco-
lares que no presentaran fluorosis dental, 5. Escolares sin
caries dental, 6. Escolares que no estuvieran en tratamien-
to ortodéncico, 7. Escolares que no fumaran, 8. Escolares
que no tomaran alcohol, 9. Escolares que no se hubieran
tomado radiografias recientemente y 10. Haber nacido en
Pachuca, Hidalgo. Criterios de exclusion: 1. Escolares meno-
res de doce y mayores de quince que no estén dentro del
margen establecido. 2. Escolares que por alguna enferme-

dad infecto-contagiosa hiciera imposible la inspeccion bucal.
3. Escolares que no acepten colaborar con la investigacion.
4. Escolares que no hayan nacido en Pachuca, Hidalgo. Cri-
terios de eliminacién: 1. Cambio de residencia, 2. Negacion
del permiso de la madre del escolar y 3. Muerte del escolar.

De cada sujeto se tomaron dos muestras, una antes
de la aplicacion tépica de NaF con cucharillas y la sequnda
al finalizar la aplicacion la cual duré cuatro minutos en la
boca; después se le retiraron las cucharillas y se le pidio al
sujeto que escupiera e inmediatamente se procedid a tomar
la muestra. El tiempo transcurrido entre retirar las cucha-
rillas y la toma de la muestra fue aproximadamente de 30
segundos. Se prepararon por duplicado los portaobjetos
antes de la aplicacién y después de acuerdo con la siguien-
te metodologia:

Los portaobjetos para el ensayo Cometa fueron pre-
parados de acuerdo con el procedimiento estandar (Tice
et dl, 2000), sumergidos en agarosa normal 1% (APFN, In-
vitrogen) fundida en PBS y derretida, y secados en la estufa
a 37 °C. Para obtener la suspension celular se le pidi6 al
sujeto de estudio que se enjuagara la boca con agua bides-
tilada tibia varias veces, enseguida se le froto gentilmente
con el cepillo interdental la cara interna de la mejilla cuidan-
do de no tocar la lengua, los dientes y la encia. El cepillo fue
sumergido en tubo Eppendorf que contenia 200 pL"de PBS
a 37 °C, se colocd en el agitador de tubos Vortex durante
cinco segundos. Se utilizaron 10 pil de la suspension celular
y 75 JiL de agarosa de bajo punto de fusion (agpr, Sigma)
al 0.5%, la mezcla anterior se sirvi6 sobre el microgel de
agarosa normal extendiéndose sobre cada portaobjeto de-
jandolo endurecer sobre la placa de hielo. Se adicion6 una
segunda capa de Asr y al solidificar se retird el cubreob-
jetos del microgel, se sumergié en tripsina diluida en ssr al
0.25% por 30 minutos a 37 °C, sequido de un enjuague en
solucion de ssr a temperatura ambiente y se pasaron a la
solucién de lisis 4 °C'y pH 10 por tres horas en condiciones
de oscuridad y empleando tnicamente luz amarilla indirecta.
Transcurrido este tiempo se introdujeron los microgeles en
una camara de electroforesis submarina durante 30 minu-
tos, inmersos en un amortiguador alcalino pH > 13 para
desnaturalizar al ADN. Se corrié la electroforesis por 20 mi-
nutos a 25V'y 300A, después de lo cual las células fueron
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enjuagadas tres veces con buffer de neutralizacion. Los ge-
les se deshidrataron en metanol absoluto durante cincomi-
nutos y se secaron al aire. Los portaobjetos fueron tefiidos
con bromuro de etidio (Sigma). Se realizé el anélisis visual
con el microscopio de epifluorescencia Axioimager (Zeiss,
Alemania) con objetivo calibrado para todas las lecturas
de 20x/0.65 seco, filtro de excitacion 515-560 nm y filtro
barrera 590 nm. Se analizaron los parametros: indice de
dafio, momento de la cola y longitud de la cola. Se leyeron
200 células antes de la aplicacion de NaF y 200 después,
haciendo un total de 400 por escolar; de los 30 escolares
se analizaron visualmente 12 mil células.

Indice de dario. En cien células por escolar antes de
la aplicacion de NaF y cien células después de la misma se
determiné el grado de daiio que presentaban los niicleos,
asignandoles valores del cero al cuatro de acuerdo con los
criterios de Dhawan que fueron utilizados como patrén para
contabilizar visualmente el grado de dafio (Figura 1).

Con los datos obtenidos se calculé el indice de dafio de
acuerdo con la siguiente férmula:

ID = # de nicleos grado 0 (0)+ # de nicleos grado

(1)+ # de nicleos grado 2 (2)+ # de ntcleos grado 3

1
(3)+ # de nticleos grado 4 (4) (Hernandez A., 2003).
Andlisis estadistico. Para el estudio comparativo entre
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los controles negativo y positivo se utilizé la prueba pa-
reada de Wilcoxon para indice de dafio. Para determinar el
momento de la cola y la longitud de la cola se us6 la prueba
t pareada. Se examinaron las diferencias estadisticas signifi-
cativas con un intervalo de confianza (IC) de 95% y valor de
P < 0.05. Todos los andlisis fueron realizados en el paquete
estadistico GraphPad InStat V 3.10 (2009).

Resultados y discusion

Se realizé una valoracion transversal del indice de dafio,
TM y TL mediante el protocolo de ensayo Cometa sugerido
por Tice et dl, (2000). Los 30 escolares de doce a quince
afios de edad cumplieron con todos los criterios de inclu-
sion. De los escolares analizados, doce fueron mujeres y
18 hombres. Se obtuvo una media de edad de 13 £ 1.14y
varianza de 1.31.

Este es el primer estudio que describid los efectos del NaF
aplicado clinicamente usando como biomarcadores las células
epiteliales de la mucosa bucal, utilizando el ensayo Cometa. Es-
tas células son importantes debido a que son los sitios més
comunes de transformacién maligna (Szeto et dl, 2005).

En los controles negativos se detectaron cometas de
grado cero a cuatro, de los cuales 2.7% (82 cometas) fue-
ron grado cuatro; 0.8% (24) grado tres; 1% (26) grado

4

Figura 1. Categorfas de cometas para contabilidad visual, clasificacion de cien cometas del cero al cuatro segin

los criterios de Dhawan.
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dos; 0.3% (10) grado uno y 95.2% (2858) grado cero;
s6lo 9.5% (142 células) presentd cometas de 3 mil células
analizadas. En los controles positivos, 45% (1 354 come-
tas) fueron grado cuatro; 7% (213) grado tres; 3% (83)
grado dos; 3.3% (99) grado uno y 41.7% (1 253) grado
cero. I 58.3% (1 749 células) presentd cometas de 3 mil
células analizadas, lo cual indica que més de la mitad de
las células leidas presentaron rupturas de ADN. Se aplicé la
prueba de Wilcoxon pareada con una estimacion de confian-
za de I 95%; P < 0.05, y se obtuvo una media de medias
con un valor de P de doble cola <0.0001. Se comprobd
que existe diferencia estadisticamente significativa entre
las células epiteliales de los controles negativos antes de
la aplicacion de NaF y los controles positivos después dela
aplicacion. Los controles negativos tuvieron Intervalos de
Confianza (I¢) de (10.20, 20.53) y los positivos, IC (188.27,
233.66) denotan un fuerte poder estadistico y permiten
una seguridadde un 95% de que los IC incluyen la media
de la poblacion. La prueba de normalidad de Kolmogorov y
Smirnov (KS) en los controles positivos y en los negativos
obtuvo P > 0.10 en todas las pruebas y paso la prueba de
normalidad (distribucién Gaussiana). La media de medias
fue de 210.97 para los controles positivos y un error es-

tandar bajo de 11.09. El error estandar cuantifica con qué
precision se conoce la verdadera media de la poblacion.
Entre mas bajo o alejado de la media mayor es la precision
de ésta. La media de los controles negativos fue de 15.36
con un error estandar de 2.52 (Figura 2).

Momento de la cola (). De todos los parametros el
momento de la cola provee la estimacion mas estable de
dafio en el ADN porque tiene un grado muy largo de uni-
formidad en las dispersiones de cuartiles. Es el parametro
més apropiado de comparacion, ya que se expresa en uni-
dades reales. EI momento de la cola (7ail moment) se ha
definido como el porcentaje de ADN en la cola multiplicado
por la longitud entre el centro de la cabeza y la cola (Lee
et 4l, 2004). La prueba t pareada, con una estimacién de
confianza de 95%; P < 0.05, se aplico al TM de las células
epiteliales antes y después de la aplicacion de NaF, y se ob-
tuvo una media de medias con un valor de P en doble cola
< 0.0001, lo que confirma que existen diferencias significa-
tivas entre las células epiteliales que no tuvieron contacto
con fluoruro y las que s lo tuvieron. Los controles negati-
vos con IC (3.66, 9.42) y los positivos IC (104.91, 131.83)
observaron fuerte poder estadistico. La media de medias
del T™ para los controles positivos fue de 118.37 con un

Indice de daiio

control negativo

indice de dafio

control positivo

Grupos

Figura 2. Medicion del indice de dafio de los 30 escolares. El indice de dafio se determing en cien células. El error estandar

para el control positivo fue de 11.09 y para el negativo 2.52.
* Diferencia estadisticamente significativa ANOVA y t de Student p < 0.05.
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error estandar de 6.58 y para los negativos fue 6.54 y un
error estandar de 1.40. Podemos aseverar que la media es
correcta en los dos controles ya que el error estandar esta
bastante alejado de la media (Figura 3).

Longitud de la cola (). El valor en P de doble cola fue
>0.0001, considerado extremadamente significativo; esta-
blece diferencias estadisticas entre las células no expuestas
y las expuestas a fluoruro, que indujo al dafio téxico de las
células epiteliales. Los controles negativos conlaiC (113.64,
143.30) y los positivos con la IC (113.64, 143.30). El valor
de la media en los controles positivos fue de 128.47, con
un error estandar de 7.25 y en los negativos 10.29,y 2.25
respectivamente. El error estandar en ambos grupos fue
bajo lo cual determin6 que la media en ambas poblaciones
fuera verdadera (Figura 4).

Ademés de los efectos adversos ya sefialados, ha sido
reportado que la fluorosis (aguda, crénica o subcronica)
produce en el organismo un aumento en la produccion
de radicales libres derivados del oxigeno (RL0) los cuales
pueden producir alteraciones a proteinas, carbohidratos,
lipidos y acidos nucleicos (Chinoy, 2003). La lipoperoxida-
cion es el resultado de la agresion de los radicales libres
superoxido (0,) a los &cidos grasos polinsaturados de las
membranas celulares. El producto secundario a esta reac-
cién es el malondialdehido (Moa) cuya presencia se conside-
ra un indicador de dafio a la célula provocado por los RLo.

El fluoruro puede causar lipoperoxidacion, dafio en el ADN y
apoptosis y existir una relacion entre estos cambios (Wang
et 4l 2007). Puede inducir a la produccion excesiva de RLO
y disminuir actividades bioldgicas de algunas substancias
como la catalasa, superéxido dismutasa, xantina oxidasa y
glutation peroxidasa que juegan un papel muy importante
como antioxidantes y en la eliminacion de radicales libres
(Karaoz et dl, 2004).

Cuando a nivel celular existe un aumento importante
en la produccion de rLo debido a la disminucion de antioxi-
dantes o una sobreproduccion de los mismos, se produce
estrés oxidativo, el cual se caracteriza por el ataque de los
RLO a las macromoléculas, esto puede derivar en un dafio
irreparable a los acidos nucleicos lo que produce apoptosis
(Chinoy, 2003). Asimismo, se ha reportado que el fluoruro
puede tener dos efectos, por un lado promover la prolife-
racién de células y por otro apoptosis (Yan et dl., 2007).
Una de las manifestaciones de intoxicacion por fluoruro es
la produccion excesiva de Rio en diferentes tejidos. Sin em-
bargo, no hay ningin estudio que reporte cometas con la
aplicacion clinica del NaF y el efecto que tiene en las células
epiteliales de la mucosa bucal. Para la medicion de dafio
en el ADN en la mucosa bucal de 30 escolares de doce a
quince afios de edad se aplicé el ensayo Cometa de acuerdo
con la técnica descrita por Tice et dl., 2000. En el presente
trabajo se demostrd que la exposicién aguda a NaF provo-

Momento de

o8&888

control negative

Momento de la cola

Grupos

control positivo

Figura 3. El momento de la cola fue determinado en cien células. Se observo un error estéandar bajo, tanto en los controles

positivos 6.58 como en los negativos 1.40.
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Longitud de la cola

control negativo

Longitud de la cola

control positivo

Grupos

Figura 4. La media de medias tanto para los controles positivos como para los negativos obtuvo un error estandar bajo de

7.25 para los positivos y 2.25 para los negativos.
* Diferencia estadisticamente significativa aova y t de Student p < 0.05.

¢6 genotoxicidad posiblemente a través de mecanismos de
estrés oxidativo inductor de daiio al ADN, sin embargo, se
requieren més estudios para conocer cémo se realiza este
proceso en humanos.

Al medir el indice de dafio en los controles positivos,
45% (1 354 cometas) fueron grado cuatro; 7% (213) gra-
do tres; 3% (83) grado dos; 3.3% (99) grado uno. Esto
implica que 58.3% presentaron dafio basal inducido por la
presencia de fluoruro posterior a la aplicacion. El 41.7%
(1 253) fue grado cero. En los controles negativos 95.2%
de los cometas fueron grado cero, es decir que no existio
dafio basal ya que no estuvo presente el fluoruro que ac-
tuara como inductor genotéxico. El valor de P de doble cola
<0.0001 demostré que existen diferencias estadisticamen-
te significativas entre ambos controles.

Estudios realizados con animales de laboratorio a los
que les suministraron altas dosis de fluoruro en el agua
para beber no detectaron fluorosis ni aun cuatro semanas
después de que las ratas recibieron el tratamiento, sin em-
bargo, presentaron cambios en la mucosa bucal compatible
con estrés oxidativo (Gutiérrez y Morales, 2004). En un es-
tudio in vitro a dientes extraidos de fetos humanos de 21 a
22 semanas se les administrd fluoruro por 48 horas para
observar baja proliferacion celular y alto incremento en la

apoptosis (Yan et dl, 2007). Los resultados indican que la
aplicacion clinica de fluoruro incrementa significativamente
las rupturas del material genético y este potencial geno-
téxico en una exposicion aguda concuerda con el potendial
toxico descrito en la literatura, sin embargo, es necesario
realizar mas estudios para determinar el impacto de este
compuesto sobre las células de la mucosa oral. -

Conclusiones

Los resultados nos indican que un nifio normal antes del
tratamiento tiene muy baja frecuencia de rupturas en el
material genético de sus células epiteliales, con lo cual se
comprobd que en condiciones normales el dafio basal es
muy bajo. Asimismo, se demostré que el NaF en la aplicacién
clinica resulté un agente genotdxico al inducir a formacion
de rupturas en el ADN. Este estudio corrobort el potencial
toxicolégico de los efectos de exposiciones agudas del fluo-
ruro aplicado clinicamente y el dafio al ADN en las células
epiteliales de la mucosa oral. Todos los escolares de la
muestra cumplieron con los criterios de inclusién y exclu-
sion. Agradecimiento: al Consejo Nacional de Ciencia y Tec-
nologia (Conacyt) por otorgar la beca 231158/2163929.
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