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Resumen

Se estima que las maloclusiones dentales, caracterizadas por la incorrecta alineacién de los
dientes son una de las principales problematicas de salud oral a nivel mundial. Los aparatos
de ortodoncia fijos, como los brackets, que son el tratamiento mas comin para estos
problemas dentales y para mejorar la estética facial estan constituidos principalmente por
materiales metalicos como cromo, niquel y cobalto y se ha demostrado que al estar en
contacto constante con los tejidos bucales pueden causar su corrosion y liberar iones
metélicos al medio y causar dafio genotdxico, citotdxico y estrés oxidativo en los pacientes
que los utilizan en un periodo de tiempo prolongado. Por lo cual, el objetivo del presente
estudio ha sido evaluar el efecto genotoxico y estrés oxidativo que puede causar este tipo de
aparatos de ortodoncia en la mucosa bucal de pacientes antes y después de un tratamiento
ortodoncico. Para ello, fueron tomadas muestras de la mucosa oral de 50 pacientes antes de
iniciar el tratamiento, y a los 6 y 9 meses después de haber iniciado el tratamiento. Se evalud
la degradacion del DNA mediante electroforesis en gel de agarosa ademas de realizar un
analisis de la expresion génica de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD) y
catalasa (CAT) a partir de la cuantificacion relativa usando RT-gPCR. Los resultados
demostraron que a los 9 meses de haber iniciado el tratamiento existia una mayor degradacion
del DNA, en comparacion con las muestras de antes de iniciar el tratamiento. Ademas, se
observé que hubo una sobreexpresion de la enzima SOD aumentando su expresion a 2.7
veces Mas en 6 meses y 2.8 veces mas a los 9 meses de haber iniciado el tratamiento. Por
otro lado, CAT tuvo un aumento de la expresion génica de 3.2 veces mas a los 6 meses con
respecto a la expresion inicial, sin embargo, hubo un nivel de expresidn similar a la normal
a los 9 meses. Los resultados en conjunto indicaron que el uso de brackets posiblemente
conduce a dafio al material genético, ademas de provocar un aumento de especies reactivas
de oxigeno lo que, en consecuencia, lleva a una produccion elevada de SOD tratando de
contrarrestar el efecto oxidativo. Por otra parte, el nivel de expresidn de enzima CAT pudiera
indicar que a los 6 meses trata de contrarrestar el dafio, mientras que, el nivel de expresion a
los 9 meses puede sugerir una posible adaptacion o bien el agotamiento de este antioxidante
celular por el efecto permanente del aparato ortodédncico.
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Marco teoérico

Ortodoncia
La ortodoncia es una especialidad del area odontoldgica que tiene como proposito estudiar,
prevenir y corregir alteraciones del desarrollo, las formas dentarias y la posicion de los
maxilares para tratar los trastornos funcionales de la masticacion, asi como obtener un
equilibrio entre la morfologia y la funcionalidad de la boca y cara, ademas, de mejorar la
estética facial. (SEDO, s.f.)

Maloclusiones dentales

Las maloclusiones dentales resultan por anormalidades morfolégicas y funcionales de los
componentes 0seos, musculares y dentarios. Provocan una alteracion en la funcion dental, de
la articulacion, deglucion y la masticacion (Garcia, 2011). Existen diversos tipos de
maloclusiones (Imagen 1), dependiendo de las relaciones dentarias y 6seas (SEDO, s.f.).

e Clase I: En este tipo de maloclusion, los maxilares tienen una correcta relacion, sin
embargo, los dientes presentan una posicion adelantada y puede haber apifiamiento o
no (SEDO, s.f.).

e Clase Il: Se denomina asi cuando hay un adelantamiento maxilar superior y se puede
presentar con o sin apifiamiento (SEDO, s.f.).

e Clase Ill: Son aquellas maloclusiones que se caracterizan por presentar las
estructuras dentarias inferiores adelantadas con respecto a la base 6sea mandibular.
Al igual que en las otras clases, se puede tener o no un apifiamiento dental (SEDO,
s.f.).

a b G d

Imagen 1. Clasificacién de las maloclusiones dentales a) oclusién normal b) maloclusion clase | c)
maloclusion clase Il d) maloclusién clase I11. Modificado de SEDO s.f.
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Aparatos de ortodoncia

En el tratamiento de ortodoncia se utilizan distintos tipos de aparatos que llevan a cabo la
correccion del tipo de maloclusion que presente el paciente. En caso del tratamiento
correctivo se utilizan, principalmente, tres tipos: aparatos funcionales, removibles y fijos
(SEDO, s.1.).

1. Aparatos funcionales: Se denominan funcionales ya que en un principio provocan

cambios funcionales para, posteriormente, dar lugar a cambios estructurales. Tienen
como objetivo modificar la funcién de los musculos de la cara y masticatorios para
dar lugar al desarrollo de un medio mas éptimo para los maxilares en desarrollo
mejorando su potencial en el desarrollo, es por ello que son indicados en la etapa de
denticion temporal o mixta, mas no en la denticion definitiva (SEDO, s.f.).

Aparatos removibles: son aparatos que pueden ser removidos por el mismo paciente
para la limpieza, pero cuando se colocan van sujetos firmemente a los dientes. Con
estos aparatos, comiunmente conocidos como “placas” se pueden tratar la expansion
de los maxilares, la correccion de mordidas cruzadas y el apifiamiento leve de los
dientes (SEDO, s.f.).

Aparatos fijos: Este tipo de aparatos son los Unicos que pueden realizar todo tipo de
movimientos. En estos se colocan pequefias laminas cementados sobre la superficie
de cada uno de los dientes, asi como, la utilizacion de arcos para generar el
desplazamiento. Este tipo de aparatos tiene la capacidad de mover de forma individual
cada una de las piezas dentales (SEDO, s.f.).

El tratamiento de ortodoncia con aparato fijo suele durar de 6 a 30 meses, segun la

gravedad del problema de ortodoncia y el alcance del tratamiento de ortodoncia
propuesto (Circus orthodontic, 2020).

Composicién de los brackets

Los brackets, un tipo de aparato de ortodoncia fijo, pueden estar compuestos de distintos
materiales, dependiendo del tratamiento que se quiera dar y del tipo de paciente con el que
se esté trabajando es que se elige con qué tipo de brackets se va a trabajar.

Brackets de acero inoxidable: Este tipo de material sigue siendo el material estandar
para los aparatos de ortodoncia (Proffit et al, 2019).

El acero inoxidable es una aleacion de metales entre hierro y carbono, ademas de que
debe contener, como minimo, un 10.5% de cromo. Asimismo, los aparatos de
ortodoncia contienen una cantidad del 8% de Niquel (Nabeel et al, 2013).
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e Brackets de titanio: Utilizar brackets de titanio presenta varias ventajas, una de las
principales es evitar la respuesta alérgica al niquel que contienen los brackets de acero
inoxidable. Ademas de que presentan la misma resistencia que los brackets de acero
inoxidable, pero la mitad de su rigidez lo que mejora su adhesién dental (Proffit et al,
2019).

e Brackets de plastico y plasticos compuestos: Estos aparatos tienen la ventaja de
mejorar la apariencia estética, sin embargo, no tienen la resistencia y estabilidad
necesaria (Proffit et al, 2019).

e Brackets de porcelana: La porcelana es un tipo de vidrio (alimina cristalina) y por
lo tanto, suelen ser mas fragiles, sin embargo, son aparatos bastantes duraderos y
resistentes a la pigmentacion (Proffit et al, 2019).

e Brackets de metales preciosos: Generalmente los aparatos de estos materiales son
hechos de acero inoxidables con un recubrimiento de algin material precioso como
oro, platino o paladio (Smile&more, s.f.).

e Brackets de zafiro: El zafiro, al ser un material similar al cristal, provoca una
apariencia mas estética en el paciente, sin embargo, son mas fragiles y el movimiento
dental es méas lento, ademas, de que el precio de fabricacion es méas elevado en
comparacion con los brackets de acero inoxidable (Smile&more, s.f.).

Estos materiales han ido cambiando a lo largo del tiempo, principalmente para satisfacer las
demandas estéticas del paciente. Estos cambios son gracias al desarrollo de nuevos materiales
y técnicas de fabricacidn, sin embargo, los brackets de ortodoncia mas utilizados siguen
siendo los metéalicos para el tratamiento de rutina (Abdallah et al, 2019).

Cavidad oral

La cavidad oral es un entorno muy dinamico el cual esta sujeto a diversos aspectos como
tensiones mecanicas como es el comer y hablar, ademas, de que también presenta cambios
constantes por el consumo de alimentos y la temperatura de estos asi como cambios en el pH
local. Es un entorno en el cual los tejidos duros como los dientes, los microorganismos
comensales y el epitelio de la mucosa contribuyen a la homeostasis (Cruchley & Bergmeier,
2018).
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Esté& conformada por los labios, el velo del paladar, la boveda platina, el piso de la boca y las
mejillas, todos estos componentes estan recubiertas totalmente de mucosa. Ademas, en la
cavidad bucal, se encuentran presentes los dientes y la lengua (Actis, 2014).

Al estar en tratamiento de ortodoncia, en especial con aparatologia fija, éste se encuentra en
constante contacto con la mucosa bucal. La mucosa oral tiene diversas funciones que se
resumen en la proteccion ante dafios potenciales, gracias a que aportan proteccion ante dafios
mecénicos, también impiden la entrada a microorganismos y funcionan como barrera a la
permeabilidad de sustancias nocivas. Para este proposito también intervienen células
inmunocompetentes como células de Langerhans y linfocitos. Ademas, de las funciones
protectoras que cumple la mucosa oral, tiene funciones sensoriales importantes como
temperatura, gusto, dolor y tacto (Cruchley & Bergmeier, 2018).

La mucosa bucal esta formado por epitelio queratinizado que se encuentra en el paladar duro
y las encias, ademas, también contiene epitelio no queratinizado que se encuentra en la
mucosa sublingual y bucal. El epitelio que recubre la cavidad oral se trata de un epitelio de
tipo escamoso estratificado y es la barrera principal entre el entorno y los tejidos (Cruchley
& Bergmeier, 2018). En profundidad se halla una capa submucosa més laxa en la que se
localizan los vasos sanguineos, adipocitos y glandulas salivales menores (Actis, 2014).

Ademas, la mucosa oral tiene la capacidad de renovarse ya que las células de las capas
profundas se dividen mitoticamente y se diferencian a medida que migran a la superficie y
reemplazan a las células que se desprenden en la superficie (Cruchley & Bergmeier, 2018).

El tiempo que tardan en renovarse las células de la superficie depende de la queratinizacion,
pues el epitelio no queratinizado se renueva mas rapidamente, cada 25 dias
aproximadamente, mientras que el epitelio queratinizado como el de las encias tarda de 41y
75 dias (Cruchley & Bergmeier, 2018).
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Genotoxicidad

Se ha observado que el uso de aparatos de ortodoncia fijos, tienen una respuesta genotdxica
en los pacientes a lo largo del tratamiento. La genotoxicidad es el dafio quimico y fisico al
material genético al estar expuesto a agentes enddgenos o exdgenos. El tipo de dafio que los
agentes pueden provocar al material genético depende de su mecanismo de accion ya que el
dafio que puede provocar son distintos, ya sea a nivel molecular o a nivel cromosémico
(Doak, 2017).

Los mecanismos de genotoxicidad se pueden clasificar en dos categorias (Imagen 3) que son
los mecanismos primarios y segundarios.

Genotoxicidad primaria \ Genotoxicidad secundaria

Respuesta crénica
inflamatoria

1l

Activacion de células
inmunolagicas
¥
Dafio a: -Dafio Mediadares
-Enzimas de mitocondrial inflamatorios
replicacién - Disminucion de

-Enzimas de antioxidantes 'L
Dafio al DhA Ararid
reparacion
Ruptura de cadenay P o o ROS
-Proteinas del ciclo

celular
-Centrosomas l
_Lesiones al DA Dario cxidativo al Dario oxidativo al
-Ruptura de DA DMA
cadenas
-Aneuploudia

GENCTOXICIDAD

Imagen 2. Mecanismos de dafio del ADN inducido por nanomateriales (genotoxicidad). Tomado y
modificado de Doak, 2017
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Mecanismos primarios de genotoxicidad

Los mecanismos primarios de genotoxicidad son aquellos impartidos por materiales que
estan a nivel celular por lo que requieren una internalizacion en la célula para que se logre la
interaccion con las biomoléculas. Este tipo de genotoxicidad puede ser producido por
interaccion directa o agentes de interaccion indirecta (Doak, 2017).

Interaccidn directa: Es aquella en la que los agentes estan en contacto directo con el
material genético causando dafio quimico o fisico. Es por ello que los materiales
deben ser capaces de penetrar el nicleo celular o estar libre en el citoplasma para
tener la oportunidad de estar en contacto directo con el DNA durante la mitosis
cuando la membrana del nucleo celular desaparece. Este tipo de interaccion incluye
lesiones en sitios especificos al DNA el cual puede generar mutagénesis asi como
desestabilizar los nucledtidos resultando en pérdida de estos y por lo tanto, generacion
de sitios abasicos. Ademas, durante la replicacion, la base dafada no puede ser
reconocida por la enzima polimerasa el cual resulta en la produccion de mutaciones
puntuales o roturas de cadenas. Los agentes de interaccion directa también tienen la
capacidad de intercalarse dentro de la estructura de doble hélice del DNA que puede
causar dafio fisico en forma de rupturas de una o las dos hebras (Doak, 2017).

La genotoxicidad también puede generar mutaciones génicas, que pueden ser
sustitucion de pares de bases, mutaciones por desplazamiento de marco de lectura que
surgen por la insercion o delecion de bases que implica una modificacion en la lectura
de los tripletes lo que produce, generalmente, la creacion de un codon de paro
prematuro y como resultado un producto proteico incompleto (Stammberger, 2006).

Interaccion indirecta: En este tipo de interaccion, el dafio al material genético ocurre
mediante biomoléculas intermediarias. La replicacion del DNA vy la division celular
es un proceso complejo que requiere un gran nimero de proteinas que pueden ser
potenciales objetivos para producir genotoxicidad indirecta. Por ejemplo, el dafio
puede suceder a las proteinas que se requieren para la segregacion de los cromosomas;
a enzimas involucradas en el proceso de reparacion del DNA o en proteinas
implicadas en el proceso de replicacion cromosomal y como consecuencia provocar
aberraciones cromosémicas (Doak, 2017).

En este grupo también se encuentran las anomalias en el nimero de cromosomas por
segregacion de cromosomas durante la mitosis 0 meiosis y pueden expresarse como
trisomia 0 monosomia. Igualmente puede haber dafio en la estructura del cromosoma
y puede ser equilibrada en la cual no hay ni ganancia ni perdida de material genético
pero un segmento cromosdmico no se encuentra en el “lugar correcto” y pueden ser

21



translocaciones, inserciones o inversiones cromosomicas. Ademds, se pueden
encontrar alteraciones en la estructura cromosomica no equilibrada en la que hay
pérdida o ganancia de material genético que puede afectar atodo el cromosoma o solo
a una parte de él (Malan, 2015).

Otra forma de genotoxicidad indirecta se debe a la produccion de ROS (especies
reactivas de oxigeno) los cuales, son generadas en mayor cantidad después de la
exposicion a agendes enddgenos causando lesiones oxidativas al DNA que pueden
generar mutaciones (Doak, 2017).

Mecanismos secundarios de genotoxicidad

Los mecanismos de genotoxicidad secundarios son aquellos que resultan de una respuesta
inflamatoria crénica causada por un exceso de ROS. Este es un mecanismo de defensa de
cuerpo para prevenir la invasién por patdégenos, pues la inflamacién aguda permite la
eliminacion de estos cuerpos extrafios, sin embargo, cuando existe una inflamacion cronica
promueven el estrés oxidativo y como consecuencia, un dafio a las células. En este tipo de
mecanismo de genotoxicidad, los agentes no tienen la capacidad genotodxica, pero sus
caracteristicas quimicas y fisicas les permite promover una respuesta inmunoldgica crénica
(Doak, 2017).

Genotoxicidad por metales

La cavidad oral proporciona un ambiente idoneo para la biodegradacion de los metales por
los cambios de temperatura, el cambio constante de pH, alta humedad, presencia de
microorganismos y accion de la fuerza mecanica, ademas de que la saliva, al ser un
electrolito, permite que se lleven a cabo diversos procesos electroquimicos que afectan al
aparato de ortodoncia. Estos procesos provocan un debilitamiento en la estructura de los
materiales con los que estdn compuestos, promoviendo su corrosion liberando iones
metalicos al ambiente, que principalmente son iones de niquel, cobalto o cromo conocidos
por su potencial para generar dafo a nivel bioldgico (Malkiewicz, 2018).

La mayoria de los metales logran generar genotoxicidad que puede ser debido a la interaccién
directa del ion metalico con el DNA nuclear o indirectamente a través de la generacién de
especies reactivas capaces de atacar al DNA nuclear y los nucle6tidos libres; cambiando el
equilibrio celular y mediante la inhibicién de los mecanismos de reparacion del DNA (Bal et
al, 2011). Ademas, existen diversos factores que influyen en el mecanismo de accion
especifico de cada uno de los metales como la dosis, via de exposicion y duracion
(Hernandez-Franco, 2009).
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1. Genotoxicidad por interaccion directa de los iones metalicos con el DNA

La estructura del DNA de doble hélice, permite la proteccion de las bases nitrogenadas ante
los iones metalicos, lo que deja al grupo fosfato como el blanco principal de iones metalicos.
Segun diversos estudios la afinidad de los cationes metélicos es similar a la afinidad del ion
fisiolégico Mg*2, aunque debido a las altas concentraciones de Mg*? intracelulares, no supone
un gran problema genotoxico. Sin embargo, existen iones metalicos de transicion, como
cobre, nitrégeno, cobalto o cadmio que tienen la capacidad de interactuar con los
heteroatomos de nitrdgeno del anillo de las bases nitrogenadas, principalmente los nitrégenos
de adenina y guanina que forman enlaces con estos iones de manera mas efectiva
produciendo estructuras que afectan a la conformacion de los nucleétidos (Bal et al, 2011).

En caso del cobre, se ha demostrado que produce la formaciéon de aductos y forma un
complejo ternario acoplado al DNA a través del oxigeno fosfatado, provocando un dafio
genotoxico (Bal et al, 2011).

Los iones metalicos también pueden interaccionar directamente con proteinas nucleares,
principalmente con histonas, en los cuales, el sitio de unién es proporcionado por ligandos
de cadena lateral de cisteina, histidina, triptéfano, fenilalanina, acido glutamico, acido
aspartico, y en algunos por amidas desprotonadas de enlaces peptidicos (Bal et al, 2011).

2. Genotoxicidad por interaccion indirecta

Otro mecanismo de genotoxicidad, incluye la generacion de especies peroxidos metalicos y
oxidos metalicos que pueden interactuar con el DNA. Las ROS derivadas también pueden
reaccionar con otros blancos moleculares, produciendo especies radicales secundarias, estas
especies genotoxicas pueden ser perdxidos e hidroperéoxidos de lipidos (Bal et al, 2011).

El niquel, es un metal que no es reactivo con Oz y H202, sin embargo, se convierte en reactivo
cuando estas moléculas son queladas por tetraglicina o glicilglicilhistidina. Esto causa la
produccidn de radicales que son capaces de dafiar al DNA y a las histonas (Bal et al, 2011).

Ademas, algunos iones metalicos como el cobre, tienen la capacidad redox, por lo que pude
formar complejos que conducen a la oxidacion de bases derivando a la formacién del
complejo 8-0xo0-G e indirectamente la ruptura de las hebras de DNA (Bal et al, 2011).

Los iones metalicos también pueden causar dafio al DNA al agotar los antioxidantes celulares
de bajo peso molecular, como glutatidn, acido ascérbico y &cido lipdico. Como resultado, el
perdéxido de hidrdgeno y otras ROS generadas como subproductos del metabolismo celular
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normal no se eliminan lo suficiente y pueden elevar el nivel de dafio del DNA. Otro efecto
indirecto del agotamiento de antioxidantes es el cambio redox celular hacia condiciones
oxidativas, llevando a las células a un estres oxidativo (Bal et al, 2011).

La inhibicion de los mecanismos de reparacion del DNA es un mecanismo de la
genotoxicidad indirecta de los iones metélicos (Bal et al, 2011). Muchas lesiones generadas
al material genético son remediadas por proteinas de reparacién directa del DNA, como lo
son la O-alquilguanina-ADN alquiltransferasa, O-metilguanina-ADN metiltransferasa
(MGMT), la familia AIkB y la fotoreactivacion, sin embargo, se ha observado que la proteina
O-alquilguanina-ADN alquiltransferasa se ve inhibida por ciertos iones metéalicos como lo
son cadmio, cobre, mercurio, zinc y plata, que son iones presentes en algunos brackets
metalicos. Por otro lado, también se demostrd que la proteina MGMT se ve inhibida por
metales como mercurio, zinc, cadmio, plomo, aluminio y hierro (Hernandez-Franco, 2009).

Otro sistema de reparacion de DNA que se ve afectado por la interaccion de iones metalicos
es el sistema de reparacion por escision de bases que es el encargado de eliminar dafios
pequefios generados de manera enddgena o exogena. Dentro de este sistema de reparacion,
las DNA glicosiladas son enzimas claves para que se realice el proceso adecuadamente, pues
estas remueven las diferentes bases dafiadas o0 modificadas, sin embargo, se sabe que estas
moléculas son blancos de algunos metales ionicos. Por ejemplo, el cromo (Cr) inhibe la
expresion de la 8-oxoguanina DNA glicosilada (OGG1) en células humanas dependiente de
concentracion, ademas, de que se relaciona al Cobre, Cobalto, Niquel y Cadmio con la
inhibicion de la actividad de la 8-oxo-dGTPasa de MutT y MTH1 que tiene que ver con un
aumento en los dafios del DNA. Por otro lado, se sabe que los iones de Cromo inducen a la
inactivacion de la DNA polimerasa por la formacién de aductos DNA-DNA. Los metales,
ademas, son capaces de inducir la expresiébn de microRNA que puede justificar las
modificaciones de la expresion de genes de reparacion (Hernandez-Franco, 2009).

Ademas, también puede producir dafio genotoxico a las moléculas de RNA, pues todos los
tipos de RNA interactdan con los iones metalicos debido a su estructura que es mas abierta
y flexible, en comparacion con el DNA, por lo que son méas propensos al ataque de los iones
metélicos (Bal et al, 2011).
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Estrés oxidativo

La utilizacion de aparatos de ortodoncia crea un ambiente muy complejo en la cavidad oral,
en primer lugar, se observa una gran cantidad de células inmunes como respuesta a un
proceso inflamatorio, ademas, de la inflamacién como respuesta biologica a la aplicacion de
brackets, se ha observado un aumento en el estrés oxidativo, principalmente por la mayor
expresion de factores proinflamatorios. El estrés oxidativo en la cavidad bucal ha sido objeto
de estudio ya que se ha demostrado que puede ser el causante de ciertas enfermedades como
periodontitis y carcinoma de células escamosas (Buczko et al, 2017).

El estrés oxidativo es resultado del desequilibrio entre la cantidad de especies prooxidantes
y la capacidad del organismo de neutralizarlos mediante los sistemas antioxidantes lo que
resulta en diversas alteraciones en las biomoléculas (Imagen 3) (Buczko et al, 2017).

RADICALES :
libnes ESTRES

OXIDATIVO

NIVELES ALTOS

NIVELES BAJOS

MULTIPLES

PATOLOGIAS

Imagen 3. Desequilibrio entre la formacion de radicales libre y la formacién de antioxidantes,
provocando estrés oxidativo. (Tomado y modificado de Ighodaro et al, 2018)

Los radicales libres (RL) o especie reactiva de oxigeno (ERO) (Tabla 1) son moléculas que
contienen oxigeno asi como electrones desapareados lo que provoca que sean potencialmente
reactivos. Tienen la capacidad de interactuar con componentes celulares como el DNA,
lipidos y proteinas y tomar sus electrones para estabilizarse lo que provoca, al mismo tiempo,
desestabilizacion de las moléculas de los cuales tomaron los electrones (Mandal, 2019).

Los radicales libres se forman a traves de procesos celulares normales y se generan en el
metabolismo oxidativo mitocondrial durante la respiracion celular, en su mayoria para llevar
a cabo procesos beneficiosos para el organismo como la destruccion de patégenos por los

25



glébulos blancos (Ighodaro et al, 2018). Ademas, se requieren para mantener la homeostasis
celular, la transduccion de sefiales, la expresion génica, la activacion del receptor, el
reconocimiento de patdgenos, asegurando la viabilidad celular, proliferacion, migracion,
diferenciacion ( Pisoschi et al, 2021).

Tabla 1. Principales especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrégeno (ERN). (Tomado de
Sénchez, et al, 2013)

Radicales libres MNo radicales

ERO ERO
Superodxido, O, Peroxido de hidrogena, H,0,
Hidroxil, OH" Acido hipobromoso, HOBr
Hidroperoxil, HO,® Acido hipocloroso, HOCI
Peroxil, RO, Ozono,0,
Alcoxil, RO* Perdxidos orgéanicos, ROOH
Singulete, O, 'zg*

ERN ERN
Oxido nitrico, NO* Acido nitroso, HNO,
Diéxido de nitrogeno, ND2 Catidn nitrosil, NO*

Radical nitrato, NO, Anién nitrosil, NO~
Tetra oxido di-nitrogeno, NO,O,
Tri éxido di-nitrégeno, N0203
Peroxinitrito, ONOO
Peroxinitrato, O,NOO
Acido peroxinitroso, ONOOH
Alquil peroxinitrito, ROONO
Alquil peroxinitrato, RO,ONO

Existen tres postulados acerca de los radicales libres, pues se consideran agentes toxicos y
generadores de patologias (Mayor et al, 2010):

1. Los radicales libres constituyen un mecanismo molecular comin de dafio cuando los
seres vivos son sometidos a altas presiones de oxigeno y radicales ionizantes.

2. Elestrés oxidativo genera efectos toxicos.

3. La produccion de radicales libres es un fendmeno continuo que tiene consecuencias
en el envejecimiento y estan implicados en el proceso de carcinogénesis.
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Antioxidantes

Los antioxidantes son aquellas sustancias que inhiben o retrasan la oxidacion de moléculas
biolégicamente relevantes (Flora et al, 2015). Ademas, se consideran antioxidantes a todas
aquellas sustancias, que en concentraciones normales, tengan una mayor afinidad a los
radicales libres que cualquier otra sustancia (Mayor et al, 2010). Pueden actuar a diferentes
niveles como prevencion en la formacion de radicales libre, captacion de radicales y
reparacion dafios causados por los radicales (Ighodaro et al, 2018).

Existen diversos sistemas antioxidantes que pueden ser enzimaticos (Tabla 3), no
enzimaticos (Tabla 2), o proteinas de unidn, estos trabajan conjuntamente contra los radicales

libres para resistir los efectos dafiinos a las biomoléculas vitales (Mariaca et al, 2016).

Tabla 2. Tipos de antioxidantes no enzimaticos (Mariaca et al, 2016)

Antioxidantes no enzimaticos

Hidrosolubles Liposolubles
Acido ascorbico Tocoferol
Glutation Ubiquinol
Cisteina Retinoides
Acido lipdico Carotenos
Acido drico

Tabla 3. Tipos de antioxidantes enzimaticos (Mariaca et al, 2016)

Antioxidantes enzimaticos
Superdxido dismutasa
Glutation peroxidasa
Catalasa

Glutatién reductasa
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Los antioxidantes pueden clasificarse de acuerdo con su respuesta a los radicales libres como
antioxidantes de primera, segunda, tercera o incluso de cuarta linea (Ighodaro et al, 2018).

i.  Antioxidantes de primera linea: La funcién principal de los antioxidantes de
primera linea de defensa es suprimir o prevenir la formacion de radicales libre o
especies reactivas en las células, neutralizan cualquier molécula con el potencial
de convertirse en un radical libre. Las enzimas superéxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT) y glutatién peroxidasa (GPX) forman parte de este grupo de
antioxidantes, ademas, de las transferrina y caeruloplasmina que son proteinas de
union que quelan los iones metélicos, hierro y cobre respectivamente, para evitar
la formacién de radicales libres (Ighodaro et al, 2018).

a. Superoxido dismutasa (SOD): La enzima SOD se encarga de la
eliminacion de los radicales superéxido (O?) producidos en la cadena de
trasporte electronico mitocondrial, convirtiéndolos en peroxido de
hidrégeno (H20>), el cual, después es eliminado por la enzima catalasa
(Garcia, 1997).

Esta enzima requiere iones metalicos que funcionan como cofactores,
dependiendo del tipo de iones que necesiten, se clasifican en tres
isoenzimas. SOD; requiere del ion hierro (Fe) y se encuentra en células
procariotas y cloroplastos; SOD, necesita de manganeso (Mn) para
catalizar la reaccion y estan presentes en procariotas y mitocondrias de
eucariotas y SODz que necesita cobre (Cu) y zinc (Zn) y predominan en
el citosol de las células eucariotas, aunque también se pueden encontrar
en cloroplastos y peroxisomas (Ighodaro et al, 2018).

La velocidad de produccion y la eficiencia de proteccion, principalmente
de la enzima SOD3 dependen de varios factores (Garcia, 1997):

e Elritmo de produccién del radical superoxido.
e Ladistribucion de la enzima en relacién con las proteinas.
e La velocidad de reaccion relativa del O% con dichas proteinas y

con la SODs.

b. Catalasa (Cat): Esta enzima se encuentra presente en casi todos los
tejidos que necesitan oxigeno, principalmente en los peroxisomas pero
ausente en mitocondrias de las células de casi todos los mamiferos.
Cataliza la reduccion de perdxido de hidrogeno (H202) a agua y oxigeno
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molecular (O2), continuando el proceso iniciado por SOD, utilizando
hierro 0 manganeso como cofactor (Ighodaro et al, 2018).

Se han identificado tres grupos de catalasa (Diaz, 2003):
) Las catalasas monofuncionales, que contiene el grupo hemo
y estan presentes tanto en los organismos procariotas como
en los eucariotas.

i) La Mn-catalasa, que son enzimas hexaméricas que no tienen
el grupo hemo, tienen Mn en el sitio activo y sélo estan
presentes en algunos organismos procariotas anaerobios.

iii) Las catalasas-peroxidasas, que tienen actividad de catalasa y
de peroxidasa, contienen hemo y s6lo estan presentes en las
bacterias y los hongos.

La catalasa ademas, protege a la hemoglobina del peréxido de hidrégeno que
se genera en los eritrocitos, también tiene la funcion de proteger durante los
procesos inflamatorios, evita el envejecimiento y ayuda en algunos tipos de
cancer (Diaz, 2003).

Antioxidantes de segunda linea: Los antioxidantes que pertenecen a este grupo
son los responsables de eliminar a los radicales libres donandoles electrones los
que provoca que ellos mismos se conviertan en radicales libres, sin embargo, son
menos dafinos y se neutralizan facilmente, En este grupo se encuentran el acido
ascaorbico, el &cido urico, el glutation, el alfa tocoferol y el ubiquinol (Ighodaro et
al, 2018).

Antioxidantes de tercera linea: En este grupo se encuentran los antioxidantes que
actGan una vez que se ha producido el dafio en los componentes celulares. Son
enzimas de novo que reparan el dafio y reconstituyen la membrana celular dafiada,
asi mismo, reconocen, descomponen y eliminan proteinas oxidadas o dafiadas,
DNA y lipidos para evitar una acumulacion que también puede ser toxica para el
tejido. En este grupo entran los sistemas reparadores de DNA como las
polimerasas, glicosilasas y nucleasas, ademas, de enzimas proteoliticas (Ighodaro
et al, 2018).

Antioxidantes de cuarta linea: La funcion de estos antioxidantes es crear un
mecanismo de adaptacion en el cual se induce la formacion y el transporte del
antioxidante indicado al lugar correcto en el que se requiere (Ighodaro et al,
2018).
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Expresion génica

Las células responden a su entorno de muchas formas, incluidos los cambios de expresion
génica. En pacientes con tratamiento de ortodoncia, las células epiteliales que se encuentran
en la mucosa oral pueden tener diferencias en la expresion génica de algunos genes como
respuesta a la constante exposicion a iones metalicos provenientes de los aparatos de
ortodoncia.

En diferentes células del mismo organismo, varios genes se expresan en distintos niveles y
es este nivel de expresion el que confiere propiedades especificas a cada tipo de células.
Ademas, el nivel de expresion génica puede variar en distintas condiciones que pueden ser
etapas de desarrollo, exposicién a estimulantes o farmacos y estados de enfermedad, entre
otros (Nachtomy et al, 2007).

Un organismo, al no utilizar todos los productos génicos de manera simultanea, necesita de
procesos que regulen la sintesis de estos productos, a este proceso se le denomina regulacion
de la expresion génica. El término expresion génica implica distintos procesos, desde la
activacion del gen hasta que la proteina llega al lugar adecuado y realiza su funcion especifica
(Hernéndez, 1994).

La regulacion de la expresidn génica, es un proceso complejo, pues involucra la interaccion
entre el DNA, el RNA, proteinas y el ambiente en la que se encuentra la célula (Signor &
Nuzhdin, 2018). Ademas, comprende procesos de transcripcion y traduccion genética que a
su vez estan regulados por otros elementos, mecanismos y moléculas que pueden tener un
impacto en la expresion génica (Glubb & Innocenti, 2010).

Existe un grupo de genes que se expresan de manera constante y son necesarios de manera
continua para que se lleven a cabo los procesos celulares, llamados genes constitutivos.
También existe otra serie de genes, que su expresion génica varian de acuerdo a los cambios
del ambiente y las necesidades del organismo y la célula, es decir, responden a estimulos
especificos, segin se necesite una mayor 0 menor concentracion del producto génico
(Merino, s.f.) este grupo de genes, que responden a los diferentes mecanismos de regulacion
son llamados genes inducibles (Mateos, 2006).

En organismos eucariontes, existe una serie de mecanismos que se encargan de regular la
expresion génica de los diferentes tipos de células ya que el DNA no solo se encuentra en el
nacleo celular sino también en mitocondrias y cloroplastos (Mateos, 2006). Estos
mecanismos pueden regulacion epigenética, mediante miRNA o por factores de transcripcion
0 postranscripcion (Glubb & Innocenti, 2010).
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En los mecanismos de regulacién por factores epigenéticos, la metilacion del DNA o la
desacetilacion de histonas, sirven para silenciar la transcripcion de manera reversible. La
acetilacion de histonas esta regulada por histonas acetilasas y desacetilasas, éstas tienen una
estructura cerrada que evita que la maquinaria transcripcional acceda al DNA genémico. Este
tipo de regulacion afecta a muchas enzimas metabolizadoras y transportadoras de farmacos
(Glubb & Innocenti, 2010).

Por otro lado, los miRNAs, son moléculas de RNA de cadena simple de 21-24 nucleétidos
de longitud que se unen parcial o completamente a secuencias 3'UTR y reprimen la
traduccion por la degradacion del mRNA, escision o interferencia de la traduccion. Se sabe
que la expresion de miles de genes son regulados por miRNAs (Glubb & Innocenti, 2010).

El control por factores transcripcionales regula la expresion génica especifica de un tejido y
la expresion regulada durante el desarrollo, sin embrago, existen muchos genes, que suelen
ser los responsables de codificar productos muy utilizados y degradados rapidamente, que
son controlados por procesos postrasncripcionales. Ademas, no en todos los genes se controla
la expresion por cada uno de los niveles de regulacién, sino que para cada gen existe un
mecanismo particular que controla ese proceso (Hernandez, 1994).

La expresion génica, a nivel transcripcional, comprende de diversos pasos de conversion de
DNA en el nicleo a una proteina. El primer paso es la transcripcion que se lleva a cabo en el
nucleo celular, durante la trascripcion de un gen, el RNA depende de RNA polimerasa Il que
dirige la sintesis de una molécula de mRNA. Esta molécula de mRNA es generalmente
modificada por adiciones a cualquier extremo (5°0 3"), ademas, son removidas secuencias
que interrumpen la secuencia del producto génico (intrones). EI mRNA procesado es
transportado al citoplasma y traducido a aminoacidos que codifican a una proteina (Nygaard
& Hovig, 2009).

Para el andlisis de la expresion génica que implica la medicién del nimero de copias de
secuencias de mRNA especificas, existen diversos métodos analiticos, entre ellos RT-PCR.
En este método, el MRNA es transformado a cDNA mediante una transcripcion inversa
seguidos de una amplificacién por PCR con cebadores especificos de genes en presencia de
una sonda que contiene un fluorocromo. Este fluorocromo emite sefiales, durante cada ciclo
de PCR debido a la digestion de la polimerasa, que son directamente proporcionales a la
cantidad inicial en la muestra (Stanton, 2001; Nygaard & Hovig, 2009).

Existen, principalmente, dos tipos de RT-PCR: de cuantificacién relativa y cuantificacion
absoluta. La cuantificacion relativa es utilizada para observar el nivel de expresion de un gen
comparado con un gen control, que cominmente es un gen constitutivo, en al menos, dos

31



condiciones diferentes. Por otro lado, la cuantificacién absoluta proporciona el nimero de
copias de una secuencia especifica, utilizando una curva de calibracién (Stanton, 2001).

Justificacion

Las maloclusiones dentales son un problema importante dentro de la salud publica, segun la
Organizacion Mundial de la Salud, este tipo de alteracion se encuentra en tercer lugar en
complicaciones de salud bucal, solo después de las caries y las enfermedades periodontales.
Ademas, solo en Latinoamérica, representan el 85% de incidencia en la poblacién, de acuerdo
con los datos reportados por la Organizacion Panamericana de la Salud.

Para el tratamiento de las maloclusiones dentales son utilizados aparatos de ortodoncia. Ya
sean fijos o removibles, estos aparatos estan constituidos principalmente por materiales
metalicos, que pueden estar afectados por algun proceso de corrosién y liberar iones
metéalicos al medio. Por ello, se han realizado estudios para comprobar su biocompatibilidad,
pues se sabe que la exposicion prolongada a los metales puede causar problemas genotoxicos
y estrés oxidativo en la mucosa bucal de los pacientes.

Con el presente estudio, se pretende evaluar el dafio al material genético que genera la
exposicion a estos metales durante este tipo de tratamientos y su relacion con el tiempo de
exposicion. Ademas, de analizar como afectan en la expresion de enzimas antioxidantes a lo
largo del tratamiento a consecuencia del estrés oxidativo al que puede estar sujeto.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto genotoxico en mucosa bucal de los brackets utilizados durante 9 meses
como terapia de ortodoncia, mediante la evaluacion de la integridad del DNA y modulacion
de expresion génica de enzimas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT)
para evidenciar el posible dafio genotoxico

Objetivos particulares

e Evaluar integridad del DNA de mucosa bucal por electroforesis antes de colocacion
de brackets y a los 6 y 9 meses posteriores a iniciar el tratamiento de ortodoncia.

e Evaluar la expresion génica de las enzimas antioxidantes SOD y CAT antes de

colocacion de brackets y a los 6 y 9 meses después de iniciar el tratamiento
ortodoncico.
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Material y métodos

Grupo de estudio

En el estudio para evaluar la genotoxicidad y para la cuantificacion de enzimas antioxidantes
se reclutaron pacientes que necesitaban tratamiento de ortodoncia. Los pacientes se
reclutaron en el Area de Ortodoncia de la Unidad de Especialidades Odontoldgicas de la
secretaria de la Defensa Nacional. Particip6 un grupo de 50 pacientes, que firmaron una carta
de consentimiento que se explicé detalladamente (Anexo 1) mientras que a menores de 18
afios se les hizo llegar el asentimiento informado (Anexo 2) explicando punto por punto el
documento hasta que quedd comprendido. Para la seleccion del grupo de estudios se tomaron
en cuenta los siguientes criterios de inclusion, de exclusion y de eliminacion:

Criterios de inclusion:

e Pacientes con diagnostico de maloclusion clase 1y 11, que en su plan de tratamiento
no requieran extracciones dentales o cirugia.

e Pacientes con aparatologia ortodoncica fija técnica MBT 0.022” Dentaurum
Equilibrium ®

e Pacientes con rango de edad de 12 a 36 afios que no tuvieran restauraciones dentales
elaboradas a base de aleaciones metalicas, como amalgamas, prétesis e implantes.

Criterios de exclusion:
e Pacientes que hayan sido tratadas anteriormente con ortodoncia
e Pacientes con tabaquismo activo y antecedentes del mismo

Criterios de eliminacion:
e Pacientes que abandonaron el tratamiento de ortodoncia
e Pacientes que revocaron voluntariamente su consentimiento informado

Toma de muestra

Se recolectaron las muestras cepillando suavemente la parte interna de la mejilla a los 50
pacientes con un cepillo citolégico para la obtencion de la mayor cantidad de células
epiteliales, el cual se conservé en congelacion en un tubo Eppendor® con buffer de fosfatos
hasta su utilizacion.
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La recoleccion de la muestra se realizo, en los 50 pacientes, antes de la colocacion de los
brackets etiquetado como tiempo 0 (T0) que funcionaran, también, como muestras control.
Ademas, se recolectaron las muestras a esos mismos pacientes a los 6 y 9 meses posteriores
a la colocacion de los aparatos de ortodoncia etiquetados como tiempo 1 (T1) y tiempo 2
(T2), respectivamente.

Extraccion de DNA

Para realizar la extraccion de DNA se utiliz6 el método de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico en cada una de las muestras. Para ello se utilizaron 50ul del sedimento la muestra
(previamente centrifugada) los cuales se colocaron en un tubo Eppendor ®, se agregaron
500ul de buffer de extraccion y se mezcld suavemente por inmersion. Posteriormente se
agregaron 50ul de proteinasa K y se incubd a 65°C por 20 minutos. Pasado el tiempo, se
agregaron 500 pl de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico, se agitd por inmersion y se
centrifugd a 11000 rpm durante 10 minutos. Se recupero la fase acuosa y se adicioné NaCl
[1M] en cantidad necesaria para que el volumen final tenga una concentracion de 0.2M. Se
agregaron 400 ul de isopropanol y se mezcld por inmersion hasta que se observo la hebra de
DNA. Se centrifugd a 11000 rpm por 5 minutos, se retiré el sobrenadante y se lavo el pellet
con 400 pl de etanol al 70% vy se repitié el proceso de lavado una vez mas. Finalmente, el
pellet se seco al aire y se agrego 50 ul de agua libre de nucleasas para redisolver.

Electroforesis en gel

Para conocer la integridad del DNA se realizaron corridas electroforéticas en gel de agarosa
al 1%. Para ello se tifio el material genético con SYBR safe DNA gel stain (Invitrogen). Las
corridas electroforeéticas tuvieron una duracion de 30 minutos con una corriente de 100V. Se
utiliz6 1 pl de marcador de peso molecular de 100 pb CLS-MDNA-100BPH DNA Ladder
RTU ®. Al terminar la corrida el gel se analizé con el transiluminador-fotodocumentador.

Extraccion de RNA

Para obtener RNA de las muestras se utilizé el método de Trizol. Para ello se tomaron 50 pl
del sedimento de la muestra (previamente centrifugada) que se colocaron en un tubo
Eppendor® y se agregaron 500 ul de trizol. Se homogenizo y se incubd por 5 minutos a una
temperatura de 15-30°C. Pasado el tiempo se adicionaron 100 ul de cloroformo, se agit6
vigorosamente por 15 segundos y e incubd nuevamente por 3 minutos a una temperatura de
15-30°C. Posteriormente se centrifugd a 11000 rpm durante 15 minutos a una temperatura
de 4°C. Se separ0 la parte acuosa y se transfirié a otro tubo en el que se agregd 250 ul de
isopropanol y se incub6 10 minutos, nuevamente a una temperatura de 15-30°C. Se
centrifugd por 4 minutos a 11000 rpm y se elimind el sobrenadante. Se lavé el pellet con 400
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pl de etanol al 75%, se centrifugd a 11000 rpm y se deseché el sobrenadante. Se repitio el
proceso de lavado una vez mas y se dejo secar el pellet al aire. Para redisolver se agregaron
30 pl de agua libre de nucleasas.

Pool de RNA

Una vez obtenido el RNA de cada una de las muestras se hizo una cuantificacion para conocer
la cantidad exacta de RNA obtenido. La cuantificacion se realizd por espectrofotometria en
un espectrofotometro de placas Epoch® en el cual se colocd 1l de la muestra en cada pocillo
y se ley6 a una longitud de onda 230/260 nm. Una vez que se tuvieron las concentraciones
de todas las muestras se realizaron las diluciones necesarias para obtener una concentracion
de 20ng/ul en todas las muestras. Posteriormente se tomaron 5pl de cada muestra y se
concentraron en un solo tubo para obtener el pool de RNA.

RT-qPCR en tiempo real

En primer lugar, se realizd la sintesis de cDNA. En un tubo para PCR se colocaron 8yl del
pool de RNA, y se agregaron de 1ul de oligo DT y 1ul de dNTP’s. Se incub6 a 65°C por 5
minutos y posteriormente a 4°C por 1 minuto. Se adiciond 4l de buffer, 4ul de MgCly, 2ul
de DTT [0.1M] y 1ul de RNAsa y se incubo a 42°C por 2 minutos. Finalmente, se agrego
1ul de RT-enzima y metié al termociclador 50 minutos a 42° y 15 minutos a 72°C. Una vez
pasado el tiempo se conservé en congelacion.

Para realizar la PCR se utilizaron los siguientes iniciadores para cada una de las enzimas:
Tabla 4. Secuencia de los primers utilizados en la PCR

ENZIMA PRIMER AMPLICON

SOD Forward: CAGGGCATCAATTTCGA 1500b
Reverse: TGCTTCCCACACCTTCAC P

CAT Forward: CTGGAGAAGTGCGGAGATTCA 1500b
Reverse: AATGCCCGCACCTGAGTAAC P

Forward: CGGACTTCCTCGGTGATACC
GAPDH Reverse: CAATGCCGGCCTTAGCAT 150pb
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Se prepararon por triplicado las mezclas de reaccion, una para cada una de las enzimas (SOD,
CAT y GAPDH) de acuerdo con las cantidades de la siguiente tabla:

Tabla 5. Mezcla de reaccién para la amplificacion de las enzimas antioxidantes

REACTIVO CANTIDAD (uL)
SYBRgreen PCR Master Mix 6.25
Iniciador sentido 1.25
Iniciador antisentido 1.25
Agua grado biologia molecular 1.75
cDNA muestra 2.0
Total por reaccion 12.5

Finalmente, se metieron los tubos de reaccion al termociclador bajo las siguientes
condiciones:

Tabla 6. Condiciones de amplificacion para enzimas antioxidantes

NUMERO DE CICLOS TIEMPO TEMPERATURA

1 - 10 min 95°C
155 95
0  1min 60

Analisis estadistico para la degradacion de DNA

Para el andlisis de la degradacion del DNA a partir de la observacion en los geles de agarosa,
se generd una relacion proporcional para determinar si existe una diferencia entre los valores
de genotoxicidad correspondientes a los meses 0 (T0), 6 (T1) y 9(T2) después del tratamiento
con ortodoncia.

También, se realiz6 la prueba estadistica McNemar, la cual es una prueba estadistica no
paramétrica de comparacién de proporciones (Coronel-Carvajal, 2020), para determinar las
diferencias significativas en la degradacidén del DNA a lo largo del tratamiento. Para ello se
utilizé el software estadistico SSPS.
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Analisis de expresion génica de enzimas SOD y CAT

Para el analisis de la expresion génica se utilizé un ensayo de cuantificacion relativa por el
método de Ct (224" (Livak y Schmittgen, 2001) para ello los datos fueron analizados con
ayuda de Microsoft Excel. La expresion génica fue calculada usando la siguiente ecuacion.

AACT = (CT,Objetivo - CT,GAPDH)Tl-empox - (CT,Objetivo - CT,GAPDH)
En donde: TO representa el tiempo antes de iniciar el tratamiento, TX representa cualquier
otro tiempo a evaluar.

TiempoO

Ademas, se realiz6 una prueba de varianza para determinar si la diferencia entre los niveles
de expresion en los tiempos analizados es significativa.
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Resultados

A continuacion, se presentan los resultados de los analisis de las muestras, en necesario
sefalar, que debido a la pandemia de COVID-19, muchos de los pacientes no asistieron a la
cita odontoldgica después de 6 meses quedandonos, finalmente, solo con 28 muestras y tres
pacientes abandonaron el estudio por lo que a los 9 meses solo se obtuvieron 47 muestras.

Evaluacion de degradacion de DNA por electroforesis en gel de agarosa

Para evaluar la degradacion del DNA se realizaron electroforesis en gel de agarosa al 1% en
el TO (mes 0), T1 (mes 6) y T2 (mes 9) con las muestras obtenidas mostradas en la imagen
5, 6y 7 respectivamente. Ademas, se muestran los resultados de la degradacion de las en los
diferentes tiempos en las tablas 7 (T0O), 8 (T1) y 9 (T2). Se observa un aumento de la
degradacion del material genético en T2 con respecto a TOy T1.

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Imagen 4. Gel de la integridad del DNA antes del tratamiento (T0). Gel de agarosa al 1%, en el
carril MP se observa el marcador de peso molecular, mientras que en los carriles 1-50 se observa
el DNA de las muestras utilizadas. Se puede observar una degradacion en las muestras de los carriles
4,21, 30y 37. (Sefialadas en la imagen con la flecha)
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Tabla 7. Degradacion del DNA en la electroforesis antes de la colocacion del aparato de
ortodoncia (T0)

No. Muestra Degradacion No. Muestra Degradacion

© 00 ~N oo o B~ W NP

S e =
N kO

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

Total

Parcial
Parcial
Parcial

Total

Total
Parcial
Parcial
Parcial

Parcial

27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

Total

Parcial

Total

Parcial

Parcial
Parcial
Total
Parcial

Parcial

Parcial
Parcial
Parcial

Parcial

Los espacios en blanco indican que no hubo degradacion de la muestra. La degradacion total se observo
como ausencia de banda de elevado tamafio molecular, mientras que la degradacion parcial se observé como

una mancha a lo largo del carril

40



22 25 LIRS}

9. 43 &L <18 19 20

34 35 36 37 40 41 42

43 44

Imagen 5. Gel de la integridad del DNA a los 6 meses de haber iniciado el tratamiento (T1). Gel de
agarosa al 1%, en el carril MP se observa el marcador de peso molecular y se observa degradacién
total en las muestras de los carriles 5y 17(sefialadas en la imagen con la flecha) mientras que en la

demés muestras se puede observar una degradacion parcial.

Tabla 8. Degradacion del DNA en la electroforesis a los 6 meses de la colocacién del
aparato de ortodoncia (T1)

No. Muestra Degradacion No. Muestra Degradacion
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N =
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Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Total
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Total

28
29
32
33
34
35
36
37
40
41

Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial

Parcial
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18 Parcial 42 Parcial

19 Parcial 43 Parcial
20 Parcial 44 Parcial
22 Parcial
25 Parcial

A 3 36 337 I}V ¥ 40 4 43 4 45 4 43 9 0

Imagen 6. Gel representativo de la integridad del DNA a los 9 meses de haber iniciado el tratamiento
(T2). Gel de agarosa al 1%, en el carril MP se observa el marcador de peso molecular y se nota
degradacién parcial en las demas muestras.

Tabla 9. Degradacion del DNA en la electroforesis a los 9 meses de la colocacién del
aparato de ortodoncia (T2)

No. Muestra Degradacion No. Muestra Degradacion

1 Parcial 30 Parcial
2 Parcial 31

3 Parcial 32 Parcial
4 Parcial 33 Parcial
5 Parcial 34 Parcial
6 Parcial 35 Parcial
7 Parcial 36 Parcial
8 Parcial 37 Parcial
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14
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16
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20
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22
23
24
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28
29

Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial
Parcial

Parcial

38
39
40
41
42
43
44
45
46
48
49
50

Parcial

Parcial

Parcial

Parcial

Parcial

Parcial

Con base en los resultados de las electroforesis, se realizd un analisis para conocer la
proporcion de la degradacion de las muestras de DNA como se presenta en la Tabla 10.

Tiempo de toma

NUmero de muestras

NUmero de muestras
con presencia de
degradacion
Ndmero de muestras
con ausencia de
degradacion

T0
50

23
(46.0 %)

27
(54.0%)

T1
28

28
(100%)

Tabla 10. Proporcién de degradacion de DNA

T2
47

40
(85.1%)

.
(14.89%)
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Para conocer las diferencias significativas de la degradacion del DNA a lo largo del
tratamiento, se obtuvieron los siguientes resultados en la cual se observa que no hay una
diferencia estadisticamente significativa, sin embargo, al comparar los resultados obtenidos
a los 9 meses (Tabla 13), se obtiene una diferencia significativa en la degradacion del DNA:

Tabla 11. Datos cruzados para las muestras antes del tratamiento y 6 meses después del
tratamiento.

Seis meses después
del tratamiento

Muestras con Total
degradacion
Muestras sin 16 16
Antes del degradacion 57.1% 57.1%
tratamiento Muestras con 12 12
degradacion 42.9% 42.9%
28 28
100% 100%

Tabla 12. Datos cruzados para las muestras antes del tratamiento y 9 meses después del
tratamiento.

Nueve meses después de
tratamiento

Muestras sin Muestras con Total
degradacion degradacion
Muestras sin 2 21 23
Antes del degradacion 4.3% 45.7% 57.1%
tratamiento Muestras con 5 18 23
degradacion 10.9% 39.1% 42.9%
7 39 46
15.2% 84.8% 100%

Tabla 13. Prueba de McNemar para muestras a los seis y nueve meses después de iniciar
el tratamiento.

Valor gl Significancia

Antes del tratamiento vs
seis meses después del 28 1
tratamiento
Antes del tratamiento vs
nueve meses despues del 46 1 0.002
tratamiento
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Modulacién de enzimas antioxidantes

En Tabla 14, se presenta el analisis de los datos de Ct obtenidos para evaluar el cambio de la
expresion génica relativa del gen SOD utilizando el método de 224 en relacion con el gen
de control interno GADPH. Ademas, en la grafica 1 se muestran los niveles de expresion del
mismo gen en los meses 0, 6 y 9.

Gen

SOD
SOD
SOD
SOD
SOD
SOD

Tabla 14. Andlisis del cambio de expresion relativa del gen SOD

Tiempo
(mes)

0

© ©O© oo o O

3.5

2.5

15

0.5

Promedio de cambio de expresdn génica

Promedio de
CT ACT AACT 2AACT cambio de la
expresion génica

Gen Tiempo

cT endogeno =~ (mes)

34.89 GAPDH 0 37.81 -2.92 -0.775 1.71119005

35.3 GAPDH 0 36.67 -1.37 0.775 0.58438862 11
342 GAPDH 6 38.24 -4.04 -1.895 3.71921977
35.3 GAPDH 6 38.12 -2.82 -0.675 1.59659677 21
341 GAPDH 9 38.47 -437 -2.225 4.67510899 28
35.37  GAPDH 9 3745 -2.08 0.065 0.95594532

Expresion génica de SOD

0 6 9

Meses de tratamiento

Grafica 1. Niveles de expresion génica de la enzima antioxidante superéxido dismutasa
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En las tablas 15 y 16 se muestra el andlisis estadistico en las que se evalla la desviacion
estandar y la diferencia estadistica al comparar los niveles de expresién en los tiempos
determinados, respectivamente para el gen SOD.

Tabla 15. Estadisticos descriptivos de del cambio de expresion relativa del gen SOD

N Minimo Maximo Media Desyiacion
estandar
Estadistico Estadistico Estadistico Estadistico E,r ror Estadistico
estandar
SOD antes del
tratamiento 2 0.58 1.71 1.1478 0.56340 0.79677
SOD mes 6 2 1.60 3.72 2.6579 1.06131 1.50092
SOD mes 9 2 0.96 4.68 2.8155 1.85958 2.62985
Tabla 16. Prueba de contrastes para enzima SOD
Sumade gl Media F  Significancia
cuadrados cuadratica
SOD antes versus SOD 6 meses 4561 1 4,561 9.199 0.203
SOD 6 meses versus SOD 9 meses 0.050 1 0.050 0.039 0.876

En la Tabla 17, se presentan los resultados del anélisis de los datos de Ct obtenidos para
evaluar el cambio de la expresion génica relativa del gen CAT utilizando el método de 244¢
en relacion con el gen de control interno GADPH. También se muestra en la gréafica 2, los
niveles de expresion del mismo gen en los meses 0, 6 y 9.

Tabla 17. Analisis del cambio de expresion relativa del gen CAT

Promedio
. . de cambio
Gen  lempo Gen — TIeMpo  ~p  \cp aacT | gacT de la
(mes) End6geno = (mes) >
expresion
génica
CAT 0 36.48 GADPH 0 37.81 -1.33 -0.57 1.48452357 108
CAT 0 36.48 GADPH 0 36.67 -0.19 0.57 0.67361679 '
CAT 6 35.73 GADPH 6 38.24 -251 -1.75 3.36358566 550
CAT 6 35.73  GADPH 6 38.12 -2.39 -1.63 3.09512999 '
CAT 9 37.48 GADPH 9 38.47 -0.99 -0.23 1.17283495 .
CAT 9 37.48 GADPH 9 37.45 0.03 0.79 0.57834409 '
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Expresion génica de CAT
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Meses de tratamiento
Grafica 2. Niveles de expresion génica de la enzima antioxidante catalasa

En las tablas 18 y 19 se muestra el analisis estadistico en las que se evalGa la desviacion
estandar y la diferencia estadistica al comparar los niveles de expresion en los tiempos
determinados, respectivamente para el gen CAT.

Tabla 18. Estadisticos descriptivos del cambio de expresion relativo de CAT

N Minimo Maximo Media Desviacion
estandar
Estadistico Estadistico Estadistico Estadistico Error Estadistico
estandar
CAT antes del 2 0.67 1.48 1.0791 0.40545 | 0.57340
tratamiento
CAT mes 6 2 3.10 3.36 3.2294 0.13423  0.18983
CAT mes 9 2 0.58 1.17 0.8756 0.29725 | 0.42037
Tabla 19. Prueba de contrastes para enzima CAT
Sumade gl Media F Significancia
cuadrados cuadratica
CAT antes versus CAT 6 meses 0.083 1 0.083 3.536 0.311

CAT 6 meses versus CAT 9 meses 11.080 1 11.080 208.477 0.044

En cuanto a la enzima SOD, se observa un aumento de la expresion génica en los meses 6 y
9. (Tabla 11, Grafica 1). En el mes 6 se observa que la expresién aumentd, en promedio, 2.7
veces tomando como referencia el mes 0. Por otro lado, se observa que en el mes 9 hubo un
aumento de 2.8 veces en la expresion de esa misma enzima. Sin embargo, al realizar el
andlisis estadistico se observa que no hubo una diferencia significativa en los cambios de
niveles de expresion (Tabla 19).
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Respecto a la enzima CAT se observa que en el mes 6 hay un aumento de 3. 2 veces, en
promedio, de la expresion génica, sin embargo, en el mes 9 se puede notar un nivel de
expresion similar a la obtenida en el mes 0. (Tabla 14, Gréfica 2). Ademas, al realizar el
analisis estadistico (Tabla 16) se observa que hubo un cambio significativo en la disminucion
del nivel de expresion genético del mes 6 al mes 9.
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Analisis de resultados

Las maloclusiones dentales que se caracterizan por presentar un contacto incorrecto entre los
dientes de la arcada superior e inferior son un problema de salud oral que perjudica a personas
a nivel mundial creando problemas funcionales y estéticos. Para el tratamiento de este tipo
de problemas, se utilizan aparatos de ortodoncia fijos (AOF) como lo son los brackets o arcos
metalicos.

En la actualidad, existe una gran gama de materiales con los cuales se elaboran estos aparatos,
sin embargo, es necesario evaluar su biocompatibilidad ya que la mayoria de ellos presentan
materiales metéalicos como su principal componente. Por lo tanto, determinar los posibles
riesgos que conlleva el uso de tratamiento ortoddncico es de suma importancia.

La biocompatibilidad se refiere a la respuesta reproducible del tejido biolgico con respecto
a aquellos materiales ajenos al organismo, pues también puede generar efectos perjudiciales
ademas de los efectos beneficiosos que se buscan. En cuanto a los AOF, se pueden realizar
estudios de biocompatibilidad como son pruebas de irritabilidad a la mucosa, pruebas de
citotoxicidad y genotoxicidad

La genotoxicidad causada por el uso AOF, como los brackets, es uno de los efectos dafiinos
que puede causar este tipo de tratamientos. Esto se debe a que los metales de los cuales estan
compuestos se encuentran en contacto directo con la mucosa bucal durante todo el tiempo
que dura el tratamiento, que en promedio es de 2 afios.

Diversos estudios que se han realizado tanto in vitro como in vivo han evaluado la liberacion
de iones metalicos por los brackets, esto se debe principalmente, a que la cavidad bucal
proporciona los medios necesarios para que ocurra el proceso de corrosion de los metales,
debido a que se encuentran bajo un cambio constante de pH causada por los diversos
alimentos ingeridos, ademéas de encontrarse bajo el ambiente producido por los
microorganismos que se encuentran en la mucosa oral, asi como el cambio de temperatura y
la gran cantidad de enzimas que ahi se localizan (Faccioni et al, 2003).

Faccioni en 2003, demostré que la cantidad de iones de niquel y cobalto en las células de la
mucosa oral se encontraban significativamente mayores en pacientes que habian estado
usando diferentes tipos de aparatos de ortodoncia fijos compuestos de aleaciones metalicas
durante un periodo de 2 a 4 afios con respecto al grupo control.

Por otro lado, Hafez y colaboradores, en 2011, publicé que aparte del niquel, los pacientes
con aparatos de ortodoncia también presentan una mayor concentracion de los niveles de
cromo, a diferencia de los pacientes del grupo control que no habian usado ningun tipo de
AOF,

La mayoria de los estudios que han evaluado la toxicidad causada por el uso de AOF se

centran en la liberacion de iones de niquel, cromo y cobalto, pues se ha demostrado que son
la causa principal de toxicidad (Bandeira, 2017) ademas, de que son los materiales metalicos
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mas abundantes en las aleaciones de ortodoncia que se usan con mayor regularidad (Hafez et
al, 2011).

Por lo que podemos decir que se cuenta con evidencia para afirmar que los aparatos de
ortodoncia liberan iones metalicos en el tejido de la mucosa oral, asimismo, existe evidencia
que estos absorben los iones metalicos y puede producir efectos por acumulacion de estos
metales (Hafez et al, 2011). Ademas, en este estudio de se utilizaron brackets Dentaurum
especificamente de la linea Equilibrium®, los cuales contienen niquel y cromo entre sus
componentes.

El dafio al material genético puede deberse a la fragmentacién del DNA provocado por la
interaccion directa de los iones metalicos. También, se sabe que cuando existe un dafio al
DNA, se activan los mecanismos de reparacion, sin embargo, al mantenerse la presencia de
los iones metélicos, también persiste el dafio al DNA (Hafez et al, 2011). Ademas, la
genotoxicidad también puede deberse a la estimulacion de la respuesta inflamatoria, a
alteraciones en mecanismos oxidativos 0 a un aumento en la peroxidacion lipidica (Martin-
Cameén, 2015). En este estudio se evaluo el efecto genotoxico que se puede presentar al estar
en tratamiento con AOF, para lo que se utilizaron células de la mucosa oral de 50 pacientes
para los diferentes tipos de analisis.

Para demostrar la genotoxicidad por metales, habitualmente se utilizan ensayos de
micronucleos y ensayo cometa o en gel unicelular para detectar dafios al DNA como roturas
de hebras, sitios labiles o sitios de reparacion por escision incompleta (Faccioni et al, 2003).

En este estudio se propuso utilizar el ensayo de electroforesis en gel de agarosa para
demostrar el dafio al DNA y observar su efectividad, pues presenta diversas ventajas sobre
los otros ensayos en cuanto al precio, el equipo necesario y el tiempo de manipulacion y
andlisis de resultados. Generalmente la aplicacion del ensayo de electroforesis en gel de
agarosa se utiliza para la separacion de fragmentos de &cidos nucleicos y su visualizacion,
asi como para comprobar el tamafio de los fragmentos y la concentracion (Fierro, 2014). Sin
embargo, también se utiliza para conocer la integridad del DNA evaluando la definicién de
la banda predominante y el acompafiamiento de una estela a lo largo del gel.

Los resultados obtenidos demostraron que existe una mayor proporcion de degradacion a los
6 meses (T1) de haber iniciado el tratamiento y ain mayor proporcion de degradacion a los
9 meses (T2) en comparacidn con los resultados obtenidos en el TO del tratamiento. Ademas,
de acuerdo con el andlisis estadistico realizado, podemos notar que existe una diferencia
significativa en la degradacion del DNA a los 9 meses comparado con las muestras obtenidas
antes del tratamiento (Tabla 13). Este resultado se relaciona con la concentracion de iones
metalicos liberado, pues a un mayor tiempo de contacto con el tejido bucal, existe una mayor
acumulacion de estos iones.

Estos resultados concuerdan con los resultados reportados por Hafez y colaboradores en 2011
donde mostraron que los pacientes que estaban siendo tratados con algun AOF presentaban
mayor dafio al DNA con el ensayo cometa, observando una mayor migracién del material
genético y una mayor formacion de cometas, sin embargo, obtuvieron estos resultados a los
3 meses del tratamiento. Por otro lado, Faccioni y colaboradores, también sugirieron dafios
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al DNA después del tratamiento con aparatos ortodéncico sugiriendo una correlacion entre
el tiempo de exposicion y el dafio al DNA.

Sumado a esto, los iones metélicos también pueden tener un efecto genotéxico indirecto, por
la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) provocando dafio oxidativo al DNA
(Zukowski et al, 2018) creando sitios apurinicos o apirimpidicos, ademas de generar rupturas
de la doble cadena del DNA (Zorrilla et al, 2004).

El nivel de expresidn génica de algunas enzimas antioxidantes como lo son SOD y CAT se
puede relacionar con la produccién de ROS a causa de la presencia de iones metalicos ya que
la sobreproduccion de estas especies puede generar estrés oxidativo. Al haber un estrés
oxidativo el organismo necesita contrarrestarlo con una mayor sintesis de antioxidantes y
existe evidencia que es una de las respuestas biologicas principales al tratamiento de
ortodoncia (Buczko, 2018).

En cuanto a los resultados obtenidos en este estudio se observé un aumento en la expresion
génica del gen superdxido dismutasa 2.7 veces mas en el mes 6 y 2.8 veces méas en el mes 9
en comparacion a los niveles de expresion antes del tratamiento. Se sabe que la generacion
de ROS se ve compensado con la accion de enzimas antioxidantes. En este caso, la
sobreexpresion de SOD puede deberse a la necesidad de contrarrestar la gran cantidad de
ROS en la cavidad oral, es por ello que a medida que pasa el tiempo del tratamiento con los
aparatos de ortodoncia es decir, a una mayor acumulacion de iones metalicos existe una
mayor produccion de ROS y en consecuencia mayor necesidad de enzimas antioxidantes
SOD (Olalla et al, s.f.). Sin embargo, al realizar un analisis estadistico (Tabla 16), se obtiene
que no existe una diferencia significativa en los cambios de expresion a lo largo del
tratamiento.

Por otro lado, con respecto a los resultados de la enzima catalasa, hubo un aumento de 3.2
veces mas con respecto al mes 0, mientras que en el mes 9 hubo una expresion similar a los
resultado obtenidos en el mes 0. Ademas, al realizar el analisis estadistico (Tabla 19) se
observa que hubo una diferencia significativa en el cambio de expresion del mes 6 al mes 9.
Asimismo, estos resultados sugieren que pudo haber desarrollado un sistema adaptativo a las
condiciones de estrés oxidativo por lo que no hubo necesidad de producir mayor cantidad de
enzimas antioxidantes CAT con el paso del tiempo.

En 2017, Santa-Gonzalez y colaboradores demostraron que al someter las células a una
concentracion constante de H.O> durante un tiempo prolongado y constante conduce a la
adaptacion causada por estrés oxidativo cronico y modulan los patrones de expresion génica,
pues los ROS actlan, en este caso, como moléculas de sefializacion.

Aunque no se cuenta con evidencia experimental sobre la regulacion de expresion génica de
catalasa en condiciones de estrés oxidativo los resultados de este estudio pudieran dar un
avance importante en la comprension de los procesos adaptativos que se llevan a cabo en la
celula.

Los resultados de la expresion de ambas enzimas antioxidantes sugieren un efecto diferencial
por parte de las ROS provocando cambios distintos en los niveles de expresién de ambas
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enzimas, pues se ha demostrado que las ROS influyen en la expresion en los diferentes
niveles, como transcripcién, postranscripcion y traduccion (Rodriguez et al, 1999).

Cabe mencionar que, aunque los estudios in vivo tienen la gran ventaja de explicar como
reacciona el tejido en condiciones reales, tienen la desventaja de que la interpretacion de los
resultados suele ser dificil, pues existen muchos factores que no estdn bajo control
experimental.

Finalmente, es preciso sefialar que se necesita realizar un mayor nimero de estudios para
determinar los posibles dafos al organismo causados por el uso de aparatos de ortodoncia, a
causa de su tiempo tan prolongado de contacto con la cavidad bucal con el propdsito de
buscar mejores alternativas en el tratamiento y mejorar la biocompatibilidad de este tipo de
instrumentos y asi minimizar los dafios que el paciente pueda presentar a lo largo del
tratamiento.
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Conclusién

Se observo que el uso de aparatos ortoddncicos puede ser causa de genotoxicidad en
pacientes con este tratamiento, pues los resultados de la degradacién genética observada en
la electroforesis indican una mayor degradacion con respecto al tiempo de exposicion.

Ademas, se observd un cambio en la expresion génica relativa en las enzimas antioxidantes
SOD y CAT, pues con respecto a SOD hubo una sobreproduccion de la enzima, mientras que
con la enzima CAT se observo un aumento seguido de nivel de expresion similar a la inicial
lo que sugiere un posible proceso adaptativo de las células ante el estimulo constante de las
especies reactivas de oxigeno.
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Anexos

1. Consentimiento informado.

Secretaria de la Defensa Nacional.
Unidad de Especialidades Odontolégicas.
Subseccién de Ortodoncia.

CONSENTIMIENTO INFORMADO.

A. Fundamentacién juridicay ética.

De acuerdo con Ley General de Salud, Titulo quinto, Capitulo Unico. Investigacion para
la salud. Cdadigo Civil Federal Art. 1803 y 1812, Norma Oficial Mexicana NOM-012-
SSA3-2012, Que establece los criterios para la ejecucion de proyectos de investigacion
para la salud en seres humanos, Norma Oficial Mexicana NOM-004-SSA3-2012, Del
expediente clinico, numeral 4.2 y el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia
de Investigacién, Titulo Segundo. De los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres
Humanos, Capitulo I. Disposiciones y con los principios éticos de la Declaracion de
Helsinki.

“En toda investigacion en la que el ser humano sea sujeto de estudio, deberd prevalecer
el criterio del respeto a su dignidad y la proteccion de sus derechos y bienestar.”

Esta investigacion se consider6 de riesgo minimo de acuerdo al Articulo 17, fraccion I
del Reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud.

B. Informacion general.

A usted se le estd invitando para que autorice su participacién y en su caso la de su
familiar en un estudio de investigacion, denominado "Evaluacién de la citotoxicidad
y genotoxicidad en pacientes con aparatologia ortoddncica fija", es decir; se
estudiaran los cambios que se presentan en las células de la boca por el uso de
brackets, bandas, arcos, alambres y aparatos metalicos.

Dicho estudio tiene como finalidad identificar las alteraciones celulares de la mucosa
oral debido al uso a la aparatologia ortoddncica fija que se emplea para corregir los
problemas de maloclusion (dientes en una posicién inadecuada, girados, que afectan
la estética y la funcion durante la masticacion) mediante el andlisis de las muestras de
saliva tomadas con un cepillo.

Se realizaran cuatro frotis de la mucosa oral en diferentes tiempos: antes de colocar la
aparatologia ortoddncica fija, a los seis y nueve meses de haber iniciado el tratamiento

y tres meses después de haberlo concluido.
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A cada muestra, se le realizaran pruebas moleculares que consisten en el analisis del
perfil genético y tinciones quimicas para identificar las posibles alteraciones de las
células.

Las muestras se analizaran de acuerdo a una clave que se asignara sin conocer la
informacion del paciente para garantizar su confidencialidad.

C. Datos personales.

Grado y nombre del paciente:

Matricula:

Edad: Sexo: Teléfono:
Domicilio:

Parentesco: Paciente Representante legal

D. Riesgos y complicaciones.

Esta investigacion es de riesgo minimo, ya que se trata de un procedimiento sencillo,
el cual no causa molestias, ni dolor, no es invasivo, no tiene complicaciones y tiene un
tiempo estimado para la toma de la muestra de 30 segundos, el material que se va a
utilizar es desechable y se usa nuevo una sola vez en cada paciente.

E. Beneficios.

a. Los resultados que se obtendran del estudio seran utilizados para generar
nuevas investigaciones en México, asi como para realizar propuestas a las
autoridades correspondientes para que analicen la compra de nuevos materiales
para los tratamientos de ortodoncia con mejor biocompatibilidad para el
organismo.

b. Se le informaran los resultados durante y al final de la investigacion, asi como
de las conclusiones y se les entregard su perfil genético solo con fines
informativos.

F. Declaraciones.

Con base en la informacion que me fue proporcionada, otorgo mi consentimiento para
los fines que se me explicaron y declaro lo siguiente:

1. Acepto de forma libre y voluntaria sin existir ninguna presion fisica o moral sobre
mi persona, que he comprendido las explicaciones que me han proporcionado,
el propdésito y los riesgos del procedimiento, aclarando las dudas que he
planteado.

2. He leido y comprendido totalmente este consentimiento y los espacios en blanco
gue he llenado antes de firmar.
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3. Estoy enterado (a) de que en cualquier momento y sin necesidad de dar
explicacién, puedo revocar el consentimiento que ahora otorgo y retirarme de la
investigacion.

4. Lainvestigadora puede hacer uso del material didactico que se genere sin fines
de lucro.

Este documento se extiende por duplicado, quedando un ejemplar en poder del sujeto
de estudio o de su representante legal y el otro con la autora del proyecto. EI Comité
de Investigacion del Hospital Militar de la Mujer y Neonatologia, podra requerirlo en
cualquier momento y se conservara durante un tiempo minimo de 5 afios.

Acepto:
Que se me realice el procedimiento denominado: Toma de Frotis bucal para
obtencién de una muestra en la parte interna de la mejilla: antes de colocar la

aparatologia ortoddncica fija, a los seis y nueve meses de la colocacion y tres
meses después de retirarla.

Estado de México, a de del 20

X X

Nombre y firma de la Nombre y firma de la
persona que dio el consentimiento investigadora

Testigos

X X

Nombre y firma Nombre y firma

Para preguntas o comentarios puede comunicarse con la Dra. Lucia Angeles Estrada
al teléfono 5532260213, quien es alumna del Doctorado en Ciencias de la Salud en la
Universidad Andhuac.
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2. Asentimiento informado

Secretaria de la Defensa Nacional.
Unidad de Especialidades Odontoldgicas.
Subseccion de Ortodoncia.

ASENTIMIENTO INFORMADO

Este documento es para nifios de 12 y menores de 18 afios, a los cuales se les invita a
participar en la investigacion titulada: Evaluacion de la citotoxicidad y genotoxicidad
en pacientes con aparatologia ortodéncicafija, a cargo de la investigadora principal:
Lucia Angeles Estrada, alumna del Doctorado en Ciencias de la Salud en la Universidad
Anéhuac Norte.

El objetivo de este estudio es investigar las alteraciones que ocurren en las células de
tu boca por el uso de aparatos de ortodoncia que vas a usar como brackets, bandas,
tubos, arcos y aparatos metdlicos, que son aditamentos necesarios para realizar tu
tratamiento y corregir tu problema de mala posicion de tus dientes (“chuecos”) y para
ello queremos pedirte que nos apoyes.

Los resultados que se obtengan generaran nueva informacion para beneficio de la
poblacién mexicana ya que el tema esta poco investigado en nuestro pais en el area
de la ortodoncia y se los daremos a conocer a tus padres y a ti.

Lo dnico que voy a realizar es una toma de una muestra de la parte interna de tus
mejillas con un cepillo nuevo y desechable, durante un tiempo de 30 segundos, a esta
prueba se le llama frotis bucal y no causa dolor ni riesgos para tu salud.

La prueba se realizar4 durante cuatro ocasiones a lo largo de tu tratamiento en los
siguientes periodos de tiempo: antes de colocarte tus brackets con sus dispositivos, a
los seis y nueve meses después de haber iniciado tu tratamiento y tres meses después
de retirarte la aparatologia ortodoncica.

La informacion recabada y los resultados seran confidenciales, pues te asignaremos un
codigo con numero y letras, con el que te identificaremos y solo lo conoceran las
personas que forman parte del equipo de esta investigacion.

Con la informaciéon que te he mencionado, te invito cordialmente a participar en el
estudio. He discutido esta investigacion con tus padres y ellos saben que te estoy
preguntando a ti para tu aceptacién. Tu participacion es voluntaria y tus padres también
tienen que aceptarlo. Pero si no deseas tomar parte, no tienes por qué hacerlo, aun
cuando tus padres lo hayan aceptado y si aceptas, puedes cambiar de opinion en
cualquier momento durante el estudio y retirarte sin ningun problema.

Es probable que haya algunas palabras o enunciados que no entiendas y puedes
pedirme que te explique en cualquier momento.
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Si aceptas participar, te pido por favor que coloques una () en el cuadro de abajo que
dice “Si quiero participar” y escribe tu nombre.

He leido esta informacién y la entiendo. Me han respondido las preguntas y dudas que
tengo. Entiendo que cualquier cambio se discutira conmigo.

Acepto:

Que se me realice el procedimiento denominado: Toma de Frotis bucal para la
obtencion de una muestra tomada en la parte interna de la mejilla: antes de
colocar laaparatologia ortodoncicafija, alos seis y nueve meses de la colocacién
y tres meses después de retirarla.

Estado de México, a de del 20

X X

Si quiero participar Nombre y firma de la
en la investigacion investigadora

Testigos

X X

Nombre y firma Nombre y firma

Este documento se extiende por duplicado, quedando un ejemplar en poder del sujeto
de estudio y el otro con la autora del proyecto.

El Comité de Investigacion del Hospital Militar de la Mujer y Neonatologia, podra
requerirlo en cualquier momento y se conservara durante un tiempo minimo de 5 afnos.

Se anexara al documento de consentimiento informado autorizado por el representante
legal del menor.
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