a@

00 NN ATTORGHE 7
i i,

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

Identificacion de anormalidades
nucleares de las células epiteliales
bucales en pacientes con ortodoncia,
mediante el uso de la tincion de Feulgen

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
LICENCIADA EN BIOQUIMICA DIAGNOSTICA
P R E S E N T A

GUTIERREZ MIRANDA GABRIELA LUCIA

ASESORA:

DRA. MARITERE DOMINGUEZ ROJAS

CO-ASESORA:

MYR. C.D. LUCIA ANGELES ESTRADA

CUAUTITLAN IZCALLI, ESTADO DE MEXICO, 2023




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
SECRETARIA GENERAL
DEPARTAMENTO DE TITULACION

VRIVER4 DAD NACIONAL
AVENCMA DE
MEZICO

DR. DAVID QUINTANAR GUERRERO
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN

PRESENTE
ATN: DRA. MARIA D% VALDERRAMA BRAVO
artamento de Titulacion

DEPARTAMENTO s i1z
DE TITULACION de Ia FES Cuautitlan.

%): VOTO APROBATORIO

Con base en el Reglamento General de Examenes, y la Direccion de la Facultad, nos permitimos comunicar a usted
que revisamos la: Tesis y Examen Profesional

Identificacion de anormalidades nucleares de las células epiteliales bucales en pacientes con ortodoncia,
mediante el uso de la tincion de Feulgen.

Que presenta la pasante: Gabriela Lucia Gutiérrez Miranda
Con nimero de cuenta: 314286802 para obtener el titulo de: Licenciada en Bioguimica Diagnéstica.

Considerando que dicho trabajo reline los requisitos necesarios para ser discutido en el EXAMEN PROFESIONAL
correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE ) '
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cuautitlan Izcalli, Méx. a 23 de noviembre de 2022.

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE FIRMA
PRESIDENTE Q.F.B. Nydia Berenice Gonzalez Angeles
VOCAL Dra. Maritere Dominguez Rojas
SECRETARIO Dra. Dolores Molina Jasso

ler. SUPLENTE M. en C. Maria Llasbeth Herndndez Calderon

2do. SUPLENTE M. en E. Rosa Maria de los Angeles Lopez Cabrera LAA

NOTA: los sinodales suplentes estan obligados a presentarse el dia y hora del Examen Profesional

MCVB/javg



El presente trabajo se realizd en el Laboratorio de Citogenética L521 de la Facultad
de Estudios Superiores Cuautitlan, bajo la direccion de la Dra. Maritere Dominguez Rojas.




AGRADECIMIENTOS

El realizar el presente escrito, tan solo comprende una parte de mi vida como estudiante y
marca el comienzo de una vida dedicada a la ciencia.

Exalto y agradezco en gran manera a Dios por darme el privilegio de comprender y conocer
las profundidades y principios de su creacion.

“porque fuera de El nada deseo en la tierra”.

Agradezco el impresionante esfuerzo de mis padres por brindarme su tiempo y apoyo en mi
vida académica y secular, asi como del amor que me han brindado todos estos afios; doy
gracias al esfuerzo de mi padre al despertar todas las madrugadas para traer consigo lo Util
para sostener mis estudios, asi como a mi madre por dormir hasta altas horas de la noche
cuando aun debia estudiar.

A mis hermanas por ser parte de mi vida, siento testigos de cada logro y tropiezo, a las cuales
admiro su entusiasmo al realizar y lograr grandes proyectos y el tiempo que brindan a estos.

En agradecimiento a la UNAM, por ser una Institucién que influy6 fuertemente en mi avance
académico y vision, asi como a cada profesor que compartié sus conocimientos, experiencias
y profesionalismo.

En especial agrado a mi asesora de tesis, la Doctora Maritere Dominguez Rojas, por dejarme
ver siempre su entusiasmo al impartir su materia y al brindarme su ayuda y confianza cuando
lo necesite, asi como siempre presentar fijamente atencion e interés en el avance de mi
proyecto.

Finalmente quiero agradecer a todos mis amigos, que sin duda fueron una pieza fundamental
en mi vida universitaria y una agradable experiencia todos estos afos.



DEDICATORIAS

Dedico este proyecto a mi padre y a mi madre, que sin duda son el perfecto ejemplo de
amor a su hija, ustedes con esfuerzo y carifio han concluido a mi lado uno de mis logros
mas preciados, en el que con amor externo que este titulo no solo pertenece a mi, sino
también a ustedes.

Asi mismo, dedico este proyecto a mi abuelita Ma. Guadalupe, que durante el tiempo
gue destine en concluirlo, terminé su momento con nosotros, siempre llevaré su amor,
dulzuray atencion conmigo, Te amo.



INDICE

ABREVIATURAS.....coeeeeeeeseeessesessseesssssssssesssssessssssssssesssssasssssessssesssssasessssesssesssssesssssesssssessssesssssessssesssssesssssessssssesssesesssessssssssssessssseness 4
INDICE DE FIGURAS.....ooccoooooscseeeessssssesssssssesssssssesssssssesssssssesssssssesssseseessssossesssssseassssoseessssosesssssssssssssosssssssssesssssssssssssssesssses 6
INDICE DE TABLAS.....ooosoeeeoooscseeeesssssesesssssssesssssssesssssssessssesesssssoseessssesesssssoseessssoseasessoseessssoseessssoseassssosesssssssesssssssssssssssesssses 7
FRESUIMEN......iieereceuseeesseeesssesessseesssssesssesesssasssssassssesssssesssssasssssessssssssssassssssesssesesssasesssesesseeeessasesssasesssesssseessssesssssasssssassssesssssesssssassssnsesssasesans 8
INTRODUGCCION ......oooosiseseessssesesssssssesssssesesssssssessssssseessssesesssssssessssessessssessesssssssosessessessssoseessesssseessssosesssssssesssssssssssssssessssesee 9
Capitulo 1. Materiales de ortodoncia, uso estético y efecto en la salud NUMaNE ......oereeeeermesmmsssnnsnsssseeeeenns 9
1.1 Ortodoncia y su importancia (USO ESTETICO).......cuuuureersmsmssesssmssssessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 9

1.2 DefiniCiON Y tiP0S A€ DIACKELS ...cuvreeresrereersseseesssessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssesses 9

1.3 BIiOCOMPALIDIIUAU. .....ceeereeeeereeesereessssnsesssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssessssssssssssssassssssesssssssassssssssssssssessssasnns 10

1.4 AParatologia OFtOUONCICA ...w.uureerurreerssesessssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssessssssesssssssessssssassssasnes 12
Capitulo 2. Estabilidad de los metales en aparatologia ortodoncica fija ....rermrssssesssssssssessssens 13
2.1 COFTOSION rerreeeeerssessssssssssesesseeeessssssssssssssseseaseseessssssssssssss 444455 EEERRESS1111 4R ERRR RS ERRRR SRR AR RRRRS 13

2.2 Liberacion A€ I0NES METAIICOS ... reeeeeeesssumsssssesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 14

2.3 Bioacumulacion de metales en tejidos de 1a cavidad Oral ......eceessssesssssssssssssssssssssssssns 15
Capitulo 3. ENSAYO A& MICTONUCIEOS .....eveeeeereessussssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 16
3.1 Antecedentes de la prueba de MICHONUCIEOS.......oweereesmessssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesess 16

3.2 Definicion y mecanismo de formacion de MICrONUCIEO0S ... ewreessmmssessssssssessssssssssesssssssssssssssssees 17

3.3 Células de la mucosa oral en ensayo de MICIONUCIEOS.........oeermmseeessssesssssssssessssssssssssssssssssssssssses 20

3.4 Fundamento de 12 tiNCION dE FEUIGEN wv.uurevereerrreressssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 22
JUST IFTCACTON wererevererseeseesesssessssssesessessossoesessss5555545555555855851515858555 5500 27
OBUIETIVOS ... e ssssesssessssesssssssssssssssssssssssssssesssssssssesesss 28
MATERIALES Y IMETODOS ..oooosevoeeessssseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssasssssssasssssssassssssssssssssssssssssessssssssssssssssssses 29
RESULT ADOS.....cooieeeeessseeessssesssesesssesessssssssesssssesssssassssssssssesssssassssssssssssesssessssssesssasesssesssssassssssssssasssssasssssassssesssssassssssssasasesssasssssasssssssess 31
CONCLUSIONES...... oo eeceueeeusseessssesssssessssssssssesesssasssssassssssesssasesssasesssessssasssssasesssassssessssssessssesssssesssssessssesssssasssssessssssssssasesssasssssssssssssess 39
REFERENCIAS ..ottt esssesessse s s sss s ssssasss s sss s £ 428 R SRR A R R R 40
AAINEXOS......eeeceeeessesesssessssssesssesssssas s ss s sb s s s s 42882 EE SRR AR R RS E bR 45




ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

Ag: Plata

Al: Aluminio

AM: Aleaciones metélicas

AO: Aparatologia ortoddncica

Au: Oro

Bc: Biocompatibilidad

Be: Berilio

Bm: Biomaterial

C: Carbono

Co: Cobalto

Cr: Cromo

Cu: Cobre

DM: Double minute

EPA: Environmental Protection Agency
Fe: Hierro

HUMN: Human Micronucleus Project
IM: lones metalicos

In: Indio

IPCS: Programa Internacional de Seguridad Quimica
MN: Micronucleos

Mn: Manganeso

Ni: Niquel

Os: Osmio

P: Fosforo



Pd: Paladio

Pt: Platino

S: Azufre

Si: Silicio

Sn: Estafio

Ti: Titanio

TMA: Titanio Molibdeno

Zn: Zinc



INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1.
clastogénicos

Formacion de MN causados por factores  aneugénicos Yy

FIGURA 2. Representacion esquematica de una seccién transversal de la mucosa bucal..20
FIGURA 3. Tiempo que transcurre en la migracion celular desde la capa basal hasta la
CaVITAd Oral. ... 21
FIGURA 4.  Hidrolisis de una base pirimidica................cocooiiiiiiiiiin . 23
FIGURA 5.  Estructura molecular de la Pararosanilina..................ooviiiiiiiiiiin.. 24
FIGURA 6. Reaccion en la sintesis de 4cido Sulfuroso..............ccoviviiiiiininininnnnnn, 25
FIGURA 7.  Formacion del derivado incoloro del colorante..................ocoeviiiiiin, 25
FIGURA 8. Derivados del acido aquilsulfonico de la pararosanilina.......................... 26
FIGURA 9. Células de la mucosa oral con tincién de Feulgen observadas con microscopio
OPLICO COMPUESTO @ 40X ... ettt et e e 31



INDICE DE TABLAS

TABLA 1.  Resultados del conteo de 2000 células por cada uno de los 41 pacientes...... 32

TABLA 2.  Estadistica descriptiva de los resultados obtenidos ............................... 32

TABLA 3.  Presencia de MN en el sexo femenino y masculino en diferentes tiempos de
tratamiento con su desviacion eStandar ...............oooiiiiii 33



RESUMEN

Los aparatos fijos de ortodoncia que comunmente consisten de brackets, bandas y alambres,
estan elaborados regularmente de aleaciones metalicas (AM) que contienen metales como Cr,
Ni, Co, Cu, y Fe, que ante las condiciones presentes en la cavidad bucal, se favorece la
corrosion de metales, e incluso la liberacion de iones metalicos (IM) y su bioacumulacion en
la cavidad bucal, por esta razon se ha relacionado con eventos de hipersensibilidad, dermatitis
de contacto, asma, citotoxicidad y genotoxicidad en la cavidad bucal. Para estudiar su efecto
en el material genético, es fundamental contar con un biomarcador confiable y minimamente
invasivo como es el ensayo de micronucleos (MN) (Martinez, J., 2015).

En el presente trabajo se analizaron células epiteliales de la mucosa bucal de pacientes que
fueron expuestos a aparatologia ortodoncica fija (brackets) por un tiempo limitado de 12
meses (tomando como control el tiempo 0, antes de colocar la aparatologia), analizando las
células con el ensayo de MN, por tincion de Feulgen, con el fin de identificar si existe dafio al
ADN por un aumento en la frecuencia de MN. Los resultados revelan que no hubo un
aumento significativo en la frecuencia de MN. Concluyendo que la aparatologia ortodéncica
fija no induce un dafio genotoxico a los 12 meses de tratamiento en células de mucosa bucal
de pacientes sanos.


https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/medicine-and-dentistry/orthodontics
https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/medicine-and-dentistry/orthodontics
https://www-sciencedirect-com.pbidi.unam.mx:2443/topics/medicine-and-dentistry/orthodontics

INTRODUCCION

CAPITULO 1. MATERIALES DE ORTODONCIA, USO ESTETICO Y EFECTO EN LA SALUD
HUMANA

1.1 ORTODONCIA Y SU IMPORTANCIA (USO ESTETICO)

La ortodoncia es una especialidad que surge a partir de la odontologia y se dedica al
diagnostico, prevencion, intercepcion y tratamiento de las malposiciones dentarias y los
trastornos maxilofaciales. Su objetivo es mejorar la oclusién al obtener un correcto encaje de
los dientes entre si, haciendo que el paciente logre masticar y tragar correctamente, ademas
de aumentar la resistencia de los dientes ante las caries y a los estragos que puede causar una
enfermedad periodontal al estar los dientes demasiado juntos o desalineados (Press, S., 2018).

La estética humana ha sido una de las areas de mayor interés del ser humano en el que ha
destinado su tiempo y recursos al desarrollo de una gran cantidad de tratamientos para su
mejora. Uno de los elementos que define la estética facial es el area bucal, por lo que, la
correcta posicion de los dientes en sus maxilares y su relacion con los tejidos blandos que los
rodean determinaran si existe una mejora en la estética y en su funcionalidad. Incluso, cuando
existe un crecimiento y desarrollo anormal de las estructuras de la region bucal se da lugar a
anomalias dentomaxilofaciales y es ahi cuando la ortodoncia participa para brindar fines
mejorativos (Pérez, L. & Reytor, E., 2013).

La ortodoncia se clasifica en diferentes tipos de tratamiento:
- Ortodoncia preventiva.
- Ortodoncia interceptiva
- Ortodoncia correctiva
- Ortodoncia funcional de los maxilares
- Rehabilitacion ortodéncica.

(Quiros, 0., 2004)

1.2 DEFINICION Y TIPOS DE BRACKETS

Se define por “bracket” a aquel dispositivo metalico 0 cerdmico, capaz de realizar y guiar
movimientos ortodoncicos al aplicar fuerza. Los brackets van adheridos al diente y participan



como soporte de los elementos activos, como son el arco principal, elasticos, resortes, etc.
(Rodriguez, E., 2019).

A continuacién, se enlista la clasificacién de los diferentes tipos de brackets segun sus
caracteristicas:

Por su modo de adhesion:
Soldables a bandas.
Adhesion directa.

Por su tamario:
Standard
Medianos
Mini

(Las medidas varian segun el fabricante).

Por su composicion:
Metalicos.
Estéticos:

1. Ceramicos.

2. Plasticos.

3. Hibridos.

Por su disefio:
Estandar Edgewise.

Pretorqueados y preangulados (ligables y de autoligado).

Por su manufactura:
Cortados.
Fundidos.
Hibridos.

1.3 BIOCOMPATIBILIDAD

(Rodriguez, E., 2019)

Se define como biocompatibilidad (Bc) a la cualidad de un biomaterial (Bm) de generar una
respuesta bioldgica aceptada por el organismo tanto quimica, bioldgica y mecanicamente sin
generar un rechazo o reacciones inmunitarias. Con ello se define Bm como aquel material no
biolégico que imita las propiedades y funciones de un tejido en su ambiente bioldgico,
debiendo cumplir con los requisitos de Bc, bioestabilidad, esterilidad y factibilidad funcional
(Salvatierra, N., et. al., 2019; Galeano Patifio, A. C. & Gutiérrez Palacio, T., 2009).
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Son algunos los aspectos que pueden ser evaluados para determinar el grado de Bc que existe
entre un organismo vivo con un Bm, como son la citotoxicidad localizada, la alergenicidad,
genotoxicidad, la respuesta sistémica y la carcinogenicidad que éste pueda estimular
(Martinez, J., 2015).

Dentro de la Odontologia, se debe valorar la B¢ de todos los materiales y descartar el uso de
cualquier producto o componente que pueda ocasionar dafio o lesiones, por lo que deben
cumplir con los siguientes criterios para ser considerados materiales biocompatibles: no
presentar potencial carcin6geno, deben estar libres de agentes que puedan propiciar respuesta
alérgica, no causar dafio a la pulpa y/o tejidos blandos y la ausencia de sustancias tdxicas que
puedan ser liberadas y absorbidas por el sistema circulatorio causando una respuesta toxica
sistémica. Ademas, la seleccion de un Bm va mas all& de la Bc, puesto que su importancia
también radica en el impacto legal, técnico, financiero, en la satisfaccion para el odont6logo o
personal del laboratorio dental y en la salud del paciente (Martinez, J., 2015; Giraldo, O.,
2004).

1.3.11SO 10993 - EVALUACION BIOLOGICA Y PRUEBAS DE
BIOCOMPATIBILIDAD PARA PRODUCTOS SANITARIOS

Es la norma internacional 1SO 10993 la que instaura una serie de reglas para la evaluacion de
la Bc de dispositivos y materiales médicos que entran en contacto de forma directa o indirecta
con el paciente, siendo su objetivo principal la proteccion de los seres humanos de los
posibles riesgos bioldgicos derivados del uso de productos sanitarios. Esta serie de reglas
consta de veinte partes diferentes bajo el titulo “Evaluacion bioldgica de dispositivos
médicos” (Organizacion Internacional de Normalizacion [1SO], 2018).

De acuerdo a la norma, se abordan diferentes métodos para determinar la Bc, como es el
estudio del efecto citotéxico y genotoxico que son detalladas en los siguientes apartados: 1SO
10993-5: 2009 “Emsayos de citotoxicidad in vitro” e 1SO 10993-3: 2014 “Pruebas de

genotoxicidad, carcinogenicidad y toxicidad para la reproduccion”.

En la norma ISO 10993-5: 2009 se aborda un detallado esquema que conduce a la seleccién
de la prueba més adecuada para la evaluacion de la presencia y el alcance del efecto
citotéxico de productos sanitarios, dejando a disposicion una bateria de pruebas in vitro.
Mientras que la norma ISO 10993-3: 2014 realza la importancia de la evaluacion de
mutagenos y cancerigenos, asi como especificando estrategias para la seleccion de pruebas
que se interpongan a efectos biol6gicos irreversibles como son genotoxicidad,
carcinogenicidad y toxicidad para la reproduccion y el desarrollo, resultado de la exposicion
de dispositivos médicos. Donde, como parte de la bateria de pruebas para evaluar el efecto
genotdxico, se sugiere el empleo de las pruebas: Test de Ames, ensayo del nodulo linfatico,
aberraciones cromosémicas y ensayo de MN (1SO, 2009; I1SO, 2014).
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1.4 APARATOLOGIA ORTODONCICA

La odontologia se ha distinguido por utilizar una gran cantidad de materiales dentales como
es el caso de los metales, siendo Utiles en la fabricacion de proétesis dentales fijas y
removibles, restauraciones directas e indirectas, implantes de oseointegracion, asi como de
aparatologia ortodoncica fija. De acuerdo a esto, a lo largo de los afios ha surgido una gran
importancia en la Bc que tiene la aparatologia ortodéncica (AQ) con el organismo humano, al
encontrarse relacionada con la liberacion de IM al organismo e induccion potencial de efectos
bioldgicos (Martin, A., 2015a; Yuen, N., 2018).

La AO se encuentra compuesta por arcos, bancas, muelles, alambres, tornillos, brackets, y
otros dispositivos, donde metales como el Au, Cr, Co, Ti, Al, Pd, Fe, Ag, Pt, Cu, Os, In, Zn,
Sn, Be y Ni, son de gran utilidad en su fabricacion. Por ejemplo, el Ni es un metal que
permite la elaboracion de excelentes aleaciones con otros metales como el Ti, el Cr e incluso
el acero inoxidable, siendo util en la fabricacion de soportes, alambres y bandas de AO fija.
Al mezclar varios metales (aleaciones metélicas) se logra una mayor Bc con resistencia a la
corrosion, una alta estabilidad y mayor facilidad de fundicién (Yuen, N., 2018; Gomez, V., et.
al., 2014; Raap, U., et. al., 2012).

1.4.1 ALEACIONES METALICAS

Las aleaciones metélicas (AM) son la mezcla de dos 0 mas metales o de un solo metal con no
metales. Las aleaciones son utilizadas principalmente por su resistencia a la corrosion, la
economia y su Bc en Odontologia. Es importante considerar que el factor principal para
determinar que la aleacion es util biolégicamente, es la corrosion, esto se debe a que la
toxicidad sistémica, local y la carcinogenicidad por las aleaciones resultan de la liberacién de
los elementos metélicos en la boca durante la corrosion (Giraldo, O., 2004).

Cabe mencionar que las AM ofrecen mayor elasticidad, dureza, memoria de forma y
resistencia al estrés en AO, por lo que se le ha asignado un mayor uso dentro de la
odontologia ortoddncica. Sin embargo, metales como Ni y Cr, son metales que se encuentran
relacionados con efectos citotdxicos, mutagénicos, alergénicos y carcinogénicos (Mikulewicz,
M., et. al., 2012).

1.4.1.1 ACERO INOXIDABLE

Un tipo de AM es el acero inoxidable, en el que su uso en la industria médica y odontoldgica
deriva de su resistencia a la corrosion y sus propiedades higiénicas y estéticas. EIl acero es
una aleacion principalmente de Fe y C y pequefias cantidades de Cu, Mn, S, Si y P, mientras
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que el acero inoxidable no solo es la mezcla de Fe y C, si no que se caracteriza por la adicion
principalmente de Cr y es la adicion de dicho metal, el que le brinda al acero la caracteristica
de inoxidable (Yuen, N., 2018; Ulbrinox, 2020).

El acero inoxidable presenta la propiedad de mantener su resistencia mecanica y resistir
ambientes corrosivos, esto se debe a que metales con aleaciones, presentan gran afinidad al
oxigeno y reaccionan con él. Por ejemplo, el Cr que envuelve al acero inoxidable se oxida
superficialmente volviéndose 6xido de cromo que es extremadamente estable en condiciones
ambientales bioldgicas, formando una capa que protege al acero de la corrosion (Yuen, N.,
2018).

CAPITULO 2. ESTABILIDAD DE LOS METALES EN APARATOLOGIA ORTODONCICA FIJA

2.1 CORROSION

Como definicién del término corrosion, Chang y colaboradores en 2017 lo describen como
“Término que suele aplicarse al deterioro de los metales por un proceso electroquimico”,
siendo necesario que el metal se encuentre en contacto con oxigeno y agua para que éste
logre oxidarse; en términos generales, dichos procesos electroquimicos son reacciones de
oxidacion (Chang, R., et. al., 2017, p.838).

El proceso de corrosion se presenta en una gran cantidad de metales y esto ha llevado a hallar
la manera de disminuir dicho evento, por lo que, como se ha mencionado con anterioridad,
surge la necesidad de formar aleaciones entre metales, que presentan una disminucion
considerable del proceso de oxidacidn, como es el caso del acero inoxidable (Chang, R., et.
al., 2017).

Sin embargo, las AM al estar en la cavidad oral, se encuentran en constante exposicion a
cambios subitos de temperatura, asi como de pH, humedad y de microorganismos (que
ocasionan biocorrosion, fenémeno que propicia la mayoria de las bacterias el aumento de un
metabolito acido en la cavidad bucal); incluso la saliva, puede llevar consigo acidos
provenientes de la descomposicion y degradacion de alimentos y estrés mecanico que
propician un ambiente para la degradacion de los materiales dentales, asi, todos los factores
antes mencionados, pueden inducir la liberacion de iones metélicos (IM), ocasionando un
aumento en los niveles de metales en la saliva (Yuen, N., 2018; Mikulewicz, M., 2012).

Por lo que, las maneras de evadir y prevenir el proceso de corrosion de los metales en la
ortodoncia, es cubriendo el metal con materiales impermeables o con Zn, uso de metales
nobles, técnica de electroplateado, realizar pulido y terminado adecuado, usando metales
resistentes a la corrosion o como ya se ha dicho, la fabricacion de AM (Restrepo, D. &
Ardila, C., 2010).
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2.2 LIBERACION DE IONES METALICOS

Diversos estudios han demostrado que puede ocurrir la liberacién de IM provenientes de la
AO, relacionandolo a procesos de corrosion de las AM, concluyendo la mayoria de estos, que
los resultados no alcanzan concentraciones téxicas, sin embargo, no descartan que incluso
cambios bioldgicos en la mucosa oral pueden ser ocasionadas por concentraciones no toxicas
(Martin, A., et. al., 2015b).

Cabe destacar que existe una gran cantidad de estudios in vitro que evaltan la liberacion de
metales de las aleaciones ortoddncicas, sin embargo, son pocos los estudios in vivo que se
encargan de evaluar los efectos adversos de la liberacion, absorcion y toxicidad de metales.
(Martin, A., et. al., 2015b).

La liberacién de los metales en AO ocurre de una manera gradual y lenta, ademas, la
velocidad de liberacién de los IM no es directamente proporcional a su concentracion, si no
que este factor depende de la resistencia a la corrosiéon. Asi mismo, un factor importante a
considerar es el pH, donde incluso un estudio encontrd que al ser expuestos coronas de acero-
cromo en saliva artificial, encias y diferentes pH, detectaron liberacién de iones Ni; siendo de
gran importancia el factor pH puesto que en cuanto este incrementaba, la liberacion de iones
Ni se veia disminuida (Martinez, J., 2015).

Como ejemplo, estudios que han evaluado la liberacién de Ni arrojan un aproximado de 4.2
Mg por dia e incluso otros estudios han reportado valores maximos de Ni en saliva de
pacientes con AO aproximadamente de 75 ug/L/dia y considerando que se consume valores
medios de 200-300ug por dia de Ni, estos se encuentran aun muy por debajo del limite
establecido (House, K., et. al., 2008; Martinez, J., 2015).

Otras investigaciones, igualmente basadas en la liberacion de IM, cuantificaron la
concentracion de Fe y Ni en la saliva de pacientes con AO, donde demostraron que durante
los primeros 5-10 minutos después de haber sido colocada la AO, hubo una elevada
liberacion de IM debido a la manipulacién de las bandas, aditamentos de ortodoncia y a los
alambres, ocasionado por una abrasion en la superficie metélica, que fue disminuyendo con el
paso del tiempo, concluyendo ademas, que los niveles de liberacion de ambos metales, fueron
bajas (Martinez, J., 2015).

Asi mismo, otro estudio sobre la liberacién de Cr y Ni en la cavidad bucal de pacientes con
AO fija, una vez colocada la AO fija, presentaron un aumento de dichos IM a los tres dias,
pero no hallando a los tres meses. Esto puede ser relacionado a otro estudio donde
concluyeron que la mayor cantidad de IM liberados ocurrié durante los primeros dias,
consecutivo a esto, muy probablemente ocurrio la pasivacion, presentando una liberacion de
IM menos intensa (Martinez, J., 2015; Shruthi, D, et. al., 2020).

Ademas, es importante que la calidad de la superficie de los materiales dentales cuenten con
el soporte ante tensiones mecanicas, térmicas y quimicas, porque incluso factores como el
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uso de enjuague bucal fluorado, puede perjudicar la resistencia a la corrosion de algunos
alambres como el NiTiy TMA (Yuen, N., 2018).

Por el contrario y en relacion a lo antes mencionado, Shruthi y colaboradores en 2020
Ilevaron a cabo una evaluacion in vitro acerca de la liberacion de IM propiciado por el uso de
enjuague bucal, este consistia en incubar por 45 dias, brackets premolares de acero inoxidable
en tres diferentes tipos de enjuague bucal junto con el grupo control y una vez cumplido el
tiempo, analizar las muestras en un espectrometro de emision éptica de plasma acoplado
inductivamente, para reconocer la liberacion de IM libres. Dicho estudio fue impulsado por el
hecho de que diferentes estudios han demostrado que un ambiente &cido, como la presencia
de iones fluoruro (en tres tipos de enjuagues bucales de fluoruro), deterioran la resistencia a
la corrosion de los metales. Obteniendo como resultado una mayor liberacion de IM en el
agua desionizada (grupo control) que en los enjuagues bucales, pero estableciéndose los
cuatro grupos, dentro del limite permisible, muy por debajo del nivel téxico, tanto de Ni
como de Cr (Shruthi, D., et. al., 2020).

Otros estudios han demostrado, que la liberacion de IM (como Co, Cr y Ni) ocurre durante
los primeros 4 o 5 meses del tratamiento ortodoncico, ademés de evidenciar la absorcion de
metales por distribucion sistémica, donde la cantidad medible del metal en muestras de saliva
0 sangre se encuentra significativamente por debajo del promedio de la ingesta dietética, no
alcanzando concentraciones tdxicas. Con lo antes mencionado, no se descarta que incluso
concentraciones no téxicas podrian propiciar eventos importantes en células de la mucosa
oral. Esto se relaciona, a que el Ni se encuentra vinculado a cancer de pulmoén y nasal y que
el Co o los compuestos de este, posiblemente a efectos cancerigenos, sin embargo, incluso se
relacionan con que presentan un potencial genotdxico, los mecanismos subyacentes a este
problema son un tanto desconocidos, proponiendo que posiblemente lo que ocurre es la
interaccion de metales con ADN (enlaces cruzados), dafio oxidativo en el ADN o dafio en la
replicacion y reparacion de ADN (Fiorenzo, F., et. al., 2003).

2.3 BIOACUMULACION DE METALES EN TEJIDOS DE LA CAVIDAD ORAL

Los aparatos fijos de ortodoncia son empleados durante procedimientos restauradores donde
no solo se ha adscrito una liberacion de IM por parte de éstos, sino que se ha demostrado la
bioacumulacion de dichos metales en diferentes tejidos de la cavidad bucal. Mediante un
estudio se evidencid la acumulacion de iones Ni por medio de espectrofotometria de
absorcién atémica en encia, saliva y hueso alveolar en una paciente que se encontraba bajo
tratamiento ortoddncico, en el cual se obtuvieron como resultados: 986.4 ng/ml de Ni en
saliva, 779.5 ng/ml en hueso y 620.5 ng/ml en encias. Concluyendo asi, que la exposicion a
aparatos de ortodoncia con Ni genera acumulacion de iones Ni en tejido gingival, saliva y
hueso alveolar, asi como cambios estructurales celulares.
Si bien, los metales se dividen en esenciales (necesarios para el organismo que a
concentraciones elevadas pueden ocasionar reacciones tdxicas) y en metales no esenciales
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(que ocasionan reacciones adversas a bajas concentraciones), donde el Ni al ser considerado
como un metal no esencial, se ha asociado a un descenso en la viabilidad celular y dafio en el
ADN (Gbmez, V., et. al., 2015; Restrepo, D., et. al., 2010).

Ademas, se conoce que los IM pueden ser absorbidos por medio de la dentina y la pulpa del
diente (Martinez, J., 2015).

Cabe destacar que la presencia de Ni en saliva ha sido evaluado en diferentes estudios,
Ousehal y colaboradores en 2012 evaluaron los niveles de Ni en muestras de saliva de 16
pacientes justo antes y después de la insercion del arco de alambre de Ni-Ti, donde si bien,
s6lo se tuvo significancia estadistica justo después de la insercién del aparato de ortodoncia,
éste dato revela un aumento significativo en los niveles de Ni. No hay que descartar que la
saliva tiene como propiedad la lubricacién de la cavidad oral, esto involucra el evidente
contacto con las células epiteliales que conforman a la mucosa bucal, células que son
analizadas en la investigacién y que se encuentran de igual manera expuestas al dafio que
causa el Ni acumulado en la saliva (Ousehal, L. & Lazrak, L., 2012; Zaragoza, T. & Velasco,
J., 2018).

CAPITULO 3. ENSAYO DE MICRONUCLEOS

3.1 ANTECEDENTES DE LA PRUEBA DE MICRONUCLEOS

El término genotoxicidad se entiende como un proceso en el cual agentes quimicos, fisicos o
bioldgicos interacttan y dafian al ADN asi como al aparato celular que se encarga de regular
la eficiencia y la precision necesaria en los procesos de replicacion y reparacion del ADN.
Ante tal problema y el largo alcance que se tiene a las generaciones futuras, comenzaron a
surgir pruebas in vivo e in vitro, destinadas a evaluar el dafio cromosdémico numérico o
estructural, mutaciones o el dafio o la reparacion del ADN (Graziano, M. & Jacobson-Kram,
D., 2015).

Dado lo anterior, el campo de la salud humana tuvo como objetivo el desarrollo, validacion y
uso de biomarcadores que brinden informacion confiable de factores de riesgo asociados a la
exposicion de diversos agentes, esto ha sido de gran apoyo al ser util en diferentes areas de
estudio como la toxicologia, salud ocupacional y carcinogénesis (Arango, S., 2012).

El término biomarcador se adjudica a la respuesta ante la interaccién entre un sistema
bioldgico y agentes quimicos, fisicos o bioldgicos, donde la respuesta ocurre a nivel
molecular o celular y podria estar asociado al desarrollo de una enfermedad.
Por lo tanto, en la Odontologia las pruebas encargadas de evaluar el dafio cromosémico
prefieren la identificacion de biomarcadores que nos permitan una deteccion temprana ante la
exposicion de aparatos de ortodoncia como es la frecuencia de MN (Arango, S., 2012).
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La primera descripcion de MN se remonta a finales del siglo XI1X cuando dos investigadores,
Howell y Jolly encontraron en sangre extraida de gatos y ratas, pequefias inclusiones a las que
se les reconoceria como MN. Estas pequefias inclusiones fueron observadas mas tarde en
sangre periférica de pacientes con anemia grave, a las que se les denomina cuerpos de
Howell-Jolly. Fue con dicho acontecimiento que surge la primera descripcion de MN
(Hayashi, M., 2016).

En el afio 1983, el comité de MN del Programa Gen Tox de la EPA de los Estados Unidos
publicd un resumen donde se incluia una base de datos que almacena los resultados de
sustancias quimicas analizadas por el ensayo de MN. Ese mismo afio el IPCS dio inicio a un
programa de colaboracion internacional en el que fueron evaluados productos carcindégenos y
no carcindgenos mediante una bateria de pruebas in vivo, siendo la prueba de MN la que
brindé mejores resultados para estimar el potencial carcindgeno de diversas sustancias
quimicas. Asi es como en la década de 1980, el ensayo de MN lo incluyen dentro de la
bateria de pruebas de genotoxicidad (Hayashi, M., 2016).

Asi mismo, surge el proyecto de colaboracion internacional sobre frecuencia de MN en
poblaciones humanas (HUMN), encargado de recopilar una gran cantidad de informacion
sobre frecuencia de MN, incluidos los protocolos detallados de las pruebas, la descripcion de
la poblacion estudiada y los resultados obtenidos (Fenech, M., et. al., 1999).

Es asi como el ensayo de MN se ha convertido en la técnica citogenética mejor validada para
lograr evaluar el dafio gendmico y la inestabilidad cromosémica en humanos.

3.2 DEFINICION Y MECANISMO DE FORMACION DE MICRONUCLEOS

Un MN es un cuerpo citoplasméatico de menor tamafio que el ndcleo primario, que
corresponde a material genético excluido que no ha logrado incorporarse al nucleo de la
célula hija en la division celular, llevando a una pérdida cromosdémica y un reparto no
equitativo del material genético (Zalacain, M., et. al., 2005; Cruz, F., 2011).

Son encontrados en células en division que presentaran consigo roturas cromosomicas que
carecen de centrdmeros (fragmento acéntrico) y/o cromosomas completos que les es
imposible viajar a los polos del huso durante la mitosis. Es durante la telofase, cuando se
lleva a cabo la formacién de la envoltura nuclear envolviendo a los cromosomas y fragmentos
rezagados de cromosomas, donde estos Gltimos asumiran gradualmente la morfologia de un
nucleo con la excepcion de que son mas pequefias que el nucleo principal (Ver Fig. 1), de ahi
el término MN. Es asi como los MN han logrado ser utilizados como un indicador de dafio
cromosémico al proporcionar una medida de rotura y pérdida cromosdmica, ademas de
considerarse indicadores de aneuploidia e inestabilidad genémica (Fenech, M., 2005; Fenech,
M., et. al., 1999; Caltzontzin, K., 2020).
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Figura 1. Formacion de MN causados por factores aneugénicos y clastogénicos. a) Célula en
interfase. b) Célula en anafase con rezago de un cromosoma completo causado por un agente
aneugénico y el fragmento de un cromosoma causado por un agente clastogénico. ¢) Célula en
telofase con dos MN formados. d) Dos células hijas micronucleadas (Fenech, M., et. al., 1999).

La formacién de MN se atribuye principalmente a dos factores: aneugenos o clastogenos.
Respecto a los efectos derivados de clastogenos, se le atribuye la ruptura de la doble hebra
del ADN, o si bien, de una sola hebra que puede convertirse en ruptura de doble hebra una
vez que ocurre la replicacion del ADN o por la inhibicién de la sintesis de ADN, llevando a
la formacion de MN que contendran cromosomas acentricos o fragmentos de cromatina y que
por lo tanto seran rezagados del nucleo.
Para esta clase de MN en especifico, su origen se puede atribuir a una simple fragmentacién
cromosomica en la telofase o cuando existe una sobrecarga de dafio al ADN que supera la
capacidad de reparacion de éste, por ejemplo la reparacion por escision (al no completarse el
paso de llenado de espacios) y la recombinacion homdloga; incluso, la aparicion de esta clase
de MN se ve inducida cuando existen errores en genes involucrados en la transcripcion de
enzimas como ATM, BRCAL, BRCA2 y RAD51 que participan en las vias de reparacion
(Cervantes, E., et. al.,, 2014; Cheong, H., et. al., 2013; Brugada, A. & Ortiz, A., 2017;
Chavarria, 1., 2017).

Por otro lado, los MN pueden ser originados por efectos aneugénicos resultantes de
cromosomas completos rezagados que se forman por deficiencias en la segregacion
cromosomica durante la anafase, que es causado por fallas de union del huso mitético,
defectos en centrémero y/o cinetécoro (remocion de cinetdcoro, centromero inactivado,
dafios al centriolo) alteraciones y fallo en genes “check point” en la anafase, la amplificacion
anormal del centrosoma y la hipometilacion de la citosina en secuencias repetidas
centroméricas y pericentroméricas, por ejemplo en repeticiones satélites en regiones
pericentroméricas y ADN satélite en la regiones centroméricas (Cervantes, E., et. al., 2014;
Cheong, H., et. al., 2013; Ruiz, A., 2017; Fenech, M., et. al., 2011).

Cabe mencionar, que diversos estudios han sefialado que los cromosomas dicentricos asi
mismo, pueden estar involucrados en eventos de segregacion errénea durante la anafase,
presentandose cuando los centrémeros del cromosoma dicéntrico son empujados hacia los
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polos opuestos con la fuerza suficiente para separar al cromosoma del huso. (Fenech, M., et.
al., 2011).

De igual manera, los MN pueden formarse a partir de elementos extracromosémicos, como
son MN de tipo “double minute” (DM). Un DM es un elemento extracromosomico,
especificamente ADN circular, de gran tamafio que consta de genes que se presentan
comunmente en células de cancer y no en células normales; siendo eventualmente
considerados los agregados de DM como MN de tipo DM, que son creados por el retraso de
estos en la mitosis o por su eliminacion por gemacion nuclear. Incluso la fragmentacion de un
puente nucleoplasmatico durante el paso de la anafase a la citocinesis pueden formar MN
(Cheong, H., et. al., 2013; Shimizu, N., 2011).

Para concluir, Shimizu Noriaki en 2011 describe los pocos conocimientos que se tienen
respecto a la eliminacion del contenido micronuclear, afiadiendo que ningin mecanismo ha
sido aclarado con precision. Una de las posibilidades es que los MN se degradan in situ,
aungue no se ha logrado detectar tal evento. El segundo posible mecanismo, radica en que el
contenido de los MN se disgrega durante la division si éste no se replica. Otro mecanismo
propone la eliminacion de los MN del interior al exterior de la célula, donde incluso un
estudio hall6 MN de tipo DM en un medio de cultivo celular (Shimizu, N., 2011).

A continuacién, se presenta un resumen de los mecanismos que pueden propiciar la
formacion de MN:

Cromosoma acéntrico rezagado o fragmento de crométida en la anafase.
- Reparacion incorrecta de roturas de ADN.
- Roturas de ADN no reparadas.

Cromosomas completos rezagados en la anafase.
- Hipometilacion de secuencias repetidas en ADN centromérico y pericentromérico.
- Defectos en las proteinas del cinetocoro o en su ensamblaje.
- Huso disfuncional.
- Genes defectuosos del punto de control de la anafase.
- Intermedios de estrés de replicacion no resueltos.

3.2.1 CRITERIOS PARA IDENTIFICAR MICRONUCLEOS

Los MN deben cumplir con las siguientes caracteristicas:
- Los MN presentan una forma redonda u ovalada.

- En los linfocitos humanos, el didametro de los MN esta entre 1/16 y 1/3 del didametro
del nucleo principal.

- Los MN no son refringentes.
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- Los MN no deben estar traslapados o unidos al ndcleo principal.

- Los MN deben tener el mismo color e intensidad de tincion que el ndcleo.

(Arredondo, G., 2011).

3.3 CELULAS DE LA MUCOSA ORAL EN ENSAYO DE MICRONUCLEOS

La cavidad bucal se encuentra recubierta por una mucosa oral, constituida por el corion
(tejido conectivo) y un epitelio escamoso estratificado que consta de cuatro capas distintas: el
estrato corneo (0 capa de células queratinizadas, que recubren la cavidad bucal y se
desprenden constantemente por desgaste del tejido superficial), el estrato granuloso y el
estrato espinoso y debajo de este, una capa de células basales y células basales madre en
division activa, que mantienen la estructura y la integridad de la mucosa bucal (Ver Fig. 2)
(Thomas, P., et. al., 2009).
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Figura 2. Representacion esquemaética de una seccion transversal de la mucosa bucal. Se
muestran las posibles relaciones espaciales de los diferentes tipos de células pertenecientes al tejido de
la mucosa bucal de individuos sanos, asi como los diversos tipos de células anomarles que se podrian
presentar (NL: Ndcleo lobulado) (Thomas, P., et. al., 2009).

Se tiene certeza que el ensayo de MN en células exfoliadas bucales, es una de las técnicas
mas utilizadas para medir el dafio genético en la poblacion humana, debido a lo sencilla que
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es su metodologia, puesto que involucra poca invasividad en la toma de muestra celular, un
facil almacenamiento y facil preparacion de portaobjetos. Ademas se tiene evidencia de que
el ensayo de MN con linfocitos concuerda con el mecanismo de formacién de MN en células
exfoliadas bucales, implicando que los efectos genotdxicos en el torrente sanguineo pueden
afectar y ser detectables también en células bucales. Esto se convierte en un hecho de gran
importancia, ya que se sabe que la frecuencia de MN en linfocitos periféricos de pacientes
sanos se ha relacionado con el riesgo de cancer, trastornos neurodegenerativos y
enfermedades cardiovasculares (Bonassi, S., et. al., 2011).

Otra cualidad de la evaluacion de MN en células exfoliadas, es que ya no se tiene la
necesidad de una etapa de replicacion ex vivo, puesto que el tejido de la mucosa bucal se
divide rapidamente, tomando en cuenta que, una vez que ocurre la exposicion al agente
genotoxico, debe cumplirse de 2 a 3 semanas para detectar MN en las células exfoliadas, esto
le brinda la caracteristica de poder evaluar solo el efecto de exposiciones agudas o cronicas
recientes (Ver Fig. 3) (Bonassi, S., et. al., 2011).
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Figura 3. Tiempo que transcurre en la migracion celular desde la capa basal hasta la cavidad
oral. Representacion del tiempo que lleva cada evento de una célula madre en su diferenciacién y
muerte celular y los diferentes tipos de dafio genético que pueden ocurrir (Thomas, P., et. al., 2009).

La importancia del uso de células exfoliadas en ensayo de MN no solo radica en la idea antes
externada, si no que al ser los tejidos epiteliales la primer barrera ante agentes genotoxicos
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inhalados o ingeridos, se asocia a que mas del 90% de los diferentes tipos de cancer emergen
de tejido epitelial (Fenech, M., et. al., 1999).

Al ser demostrada la presencia de MN y otras anomalias nucleares a estas células, con no
solo el cancer sino con envejecimiento acelerado y algunas enfermedades degenerativas, el
programa colaborativo HUman MicroNucleus (HUMN) lanzé una iniciativa conocida como
proyecto HUMN (XL) ("XL' que designa a la célula exfoliada), donde una gran cantidad de
laboratorios publican informacion y resultados sobre el ensayo de MN en células bucales,
esto con el fin de recopilar informacion metodoldgica sobre el desempefio del ensayo y contar
con una descripcion general para la recoleccion de las células bucales y su preparacion,
preparacion de portaobjetos, tincion, datos epidemioldgicos y criterios de puntuacion;
promoviendo una mejora en la estandarizacion de los métodos (Bonassi, S., 2009).

Parte del procedimiento estandar para el conteo de MN en células exfoliadas, es el uso de un
depresor de lengua o un citocepillo cuando se recolecta de mucosa oral o nasal, mientras que
las células uroteliales de una muestra de orina se aislan por centrifugacién y dejando caer
unas gotas de la muestra sobre el portaobjetos se procede a fijar las células y tefiirlas con
tincion de Giemsa, Feulgen (especifico de cromatina) o tintes fluorescentes como yoduro de
propidio o Hoechst 33258. Cabe mencionar, que los diferentes métodos en la recoleccion,
fijacion y tincion de las celulas han sido estandarizados permitiendo que cada laboratorio
designe el método que mejor le convenga. Concluyendo asi, que el ensayo de MN en células
exfoliadas es un biomarcador especifico para la exposicion de toxinas genéticas y agentes
causantes de cancer (Fenech, M., et. al., 1999).

3.4 FUNDAMENTO DE LA TINCION DE FEULGEN

La reaccion de Feulgen es un método citoquimico propuesto en 1924 por Robert Feulgen y
Heinrich Rossenbeck que ha permitido revelar el ADN, mostrando las muestras positivas con
un color magenta (rojo-purpura) (Mello, M. & Campos B., 2017).

Presenta ventajas, como su alta reproducibilidad, almacenamiento a largo plazo del material
bioldgico, la determinacion de cantidades muy pequefias de ADN y la aplicabilidad a células
individuales, esto lo convierte en un método util en la evaluacion de la frecuencia de MN,
anormalias cromosomicas, cocientes apoptoticos, cocientes de alteraciones mitoticas, asi
como la evaluacion de indices mitdticos, lo que abre camino a su uso dentro del diagnéstico
(Mello, M. & Campos B., 2017).

Este método ha sido determinado como una tincion altamente especifica para el ADN, puesto
que aun si el tejido presentara grupos aldehidos libres, este no podra dar como resultado un
falso positivo, ya que la hidrolisis acida evita que esto ocurra (Kiernan, J., 2015).
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El fundamento de la tincion de Feulgen consta de dos pasos, el primero involucra una
hidrolisis &cida, y el segundo, el tratamiento con un leucoderivado de fucsina basica,
conocido como reactivo de Schiff (Mello, M. & Campos B., 2017).

1. Hidrdlisis acida:

Involucra la desnaturalizacion del ADN y depurinacién de este mismo, es decir, ocurre la
separacion de las bases de purina y pirimidina del azucar desoxirribosa dejando intacta la
estructura del ADN y exponiendo los grupos aldehidos (Ver Fig. 4), dicho evento se eleva
gradualmente en cuanto va aumentando el tiempo de hidrdlisis, hasta que éste alcanza su
maximo; sin embargo, en cuanto mas avanza la hidrolisis, el filamento de ADN puede
romperse, lo que conlleva una peérdida de fragmentos de ADN perturbando la estequiometria
de la reaccién, por lo que el tiempo estimado para la hidrélisis en cuanto a la metodologia
debe ser cumplido (Mello, M., et. al., 2017; Chieco, P. & Derenzini, M. 1999).
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Figura 4. Hidrdlisis de una base pirimidica. La cadena de ADN en presencia de HCl méas H-0, se
hidroliza parcialmente, llevando a la pérdida de la citosina y permaneciendo la desoxirribosa en su
posicion original y en su forma aldehido (J. A. Kiernan, 2015).

2. Tratamiento con reactivo de Schiff:

Seguido del paso hidrolitico, los sitios celulares con grupos aldehidos reaccionan con el
reactivo de Schiff, dando como resultado un color magenta (Chieco, P., et. al., 1999).
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El reactivo de Schiff se logra obtener a partir de la fucsina basica compuesta principalmente
por el colorante de pararosanilina, en presencia de H2SOs y agua. Por lo que antes de abordar
el mecanismo de accion del reactivo de Schiff con los grupos aldehidos, se abordaréa algunos
datos sobre la quimica de la pararosanilina.

La fucsina basica es una mezcla de tintes con estructuras trifenilmetano, de los cuales casi en
su totalidad se encuentra compuesta de pararosanilina o fucsina nueva (Kiernan, J., 2015).

A continuacion se muestra la estructura de la Pararosanilina en sus dos posibles estructuras de
resonancia (Ver Fig. 5).

PARAROSANILINE (C.I 42500; Basic red 9; MW 324)
NH,

INH 2
<) 9,
\ / ;;
e

K"Jl
HoN — ; C H-M
AN :
\_ 7/ ) N\ 22N/ N\
SN e
% / \ /
A\ — )
NH:2 cl NHE Cl
iminium ion carbonium ion

Figura 5. Estructura molecular de la Pararosanilina. Se muestran dos moléculas de Pararosanilina
en sus dos posibles estructuras de resonancia en la que se puede presentar. Uno de los anillos se
encuentra en su forma quinonoide en la primer estructura molecular a la izquierda y en su forma
aromatica en la siguiente estructura molecular a la derecha (J. A. Kiernan, 2015).

En cualquiera de los tres anillos se puede presentar una configuracion quinonoide o
aromatica. Ademas, puede presentarse la carga positiva en cualquiera de los &tomos de
nitrégeno o en el carbono central.

Para obtener la decoloracién de la pararosanilina para la obtencién del reactivo de Schiff, se
logra a partir de diferentes métodos, una de estas implica el tratamiento con acido sulfuroso,
tratamiento que se detalla mas adelante (Kiernan, J., 2015).

Se han propuesto dos teorias respecto al mecanismo de accion entre el reactivo de Schiff y los
grupos aldehidos, sin embargo, una ellas es mas aceptada por su respaldo en ensayos en
cromatografia y electroforesis de productos de reaccion que derivan del reactivo de Schiff.
De acuerdo a lo anterior, la teoria mayormente aceptada determina que el reactivo de Schiff
esta compuesto por pararosanilina blanqueada y SO2 en exceso, formando este ultimo en
solucién acuosa, &cido alquilsulfénico al reaccionar con los grupos aldehidos del &cido
apurinico, que prosigue con la union de N de la amina aromatica primaria del leucoderivado
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de pararosanilina, con el &tomo de carbono del acido alquilsulfénico (Mello, M. & Campos
B., 2017).

La elaboracion del reactivo de Schiff se lleva a cabo mediante el tratamiento de una solucion
de fucsina bésica y &cido sulfuroso que se forma cuando el diéxido de azufre se combina con
agua (Ver Fig. 6).

H,0 + SO, = H,50, == H' +HSO; == 20" +50,%"

Figura 6. Reaccion en la sintesis de &cido sulfuroso. Al reaccionar diéxido de azufre con agua, se
forma éacido sulfuroso, compuesto que reaccionara posteriormente con la pararosanilina (J. A.
Kiernan, 2015).

El acido sulfuroso que contiene dioxido de azufre libre, se forma durante la preparacion del
reactivo de Schiff, a partir de la reaccion de un bisulfito, que generalmente es metabisulfito
de sodio (Naz2S20s) con un &cido mineral (como es el HCI), o a partir de cloruro de tionilo
con agua, o burbujeando dioxido de azufre gaseoso a traves de una solucion acuosa del tinte.

La reaccién con acido sulfuroso afiade &acido sulfonico al carbono central del trifenilmetano
(Ver Fig. 7).
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. »
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Imagen 7. Formacion del derivado incoloro del colorante. Adicion de &cido sulfénico a la
pararosanilina (J. A. Kiernan, 2015).

Por lo tanto, el reactivo de Schiff consiste en una solucidn de este compuesto incoloro que ha
derivado del colorante en agua con acido sulfuroso en exceso.
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El reactivo de Schiff prosigue a reaccionar con aldehidos, pero no con cetonas, sabiendo
ademas, que el tinte no se vuelve a colorear, si no que al unirse los aldehidos con el
leucoderivado, se restablece la estructura del colorante (Ver Fig. 8), obteniendo asi un color
magenta (Mello, M., et. al., 2017; Kiernan, J., 2015).
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Imagen 8. Derivados del &cido aquilsulfonico de la pararosanilina (J. A. Kiernan, 2015).

Diferentes investigaciones han coincidido en atribuir la estructura anterior al principal
compuesto coloreado que se forma cuando el reactivo de Schiff reacciona con grupos
aldehidos que se encuentran unidos a los tejidos. Ambos compuestos son derivados de acido
alquilsulféonico de pararosanilina, y se esperaria que las dos estructuras existieran en
equilibrio tautomérico.

Kiernan J. A. en 2015 menciona que aun existe cierta incertidumbre sobre si el grupo
aldehido reacciona primero con el acido sulfuroso para formar un compuesto bisulfito, que
luego se condensa con un grupo amino del reactivo de Schiff, o si el grupo amino del reactivo
de Schiff reacciona en primer lugar con el aldehido para formar una imina y posteriormente
se sulfona. Sin embargo, se sabe por el articulo “The Feulgen reaction: A brief review and
new perspectives” de Mello y colaboradores en 2017, que la primera opcion podria ser la méas
certera.

La segunda etapa de cualquiera de los dos esquemas, se elimina el grupo &cido sulfénico de
la molécula de colorante y se restablece el cromoforo de trifenilmetano (Kiernan, J., 2015).
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JUSTIFICACION

La ortodoncia ha tenido como objetivo lograr la correccién de malposiciones dentarias y de
trastornos maxilofaciales, encaminandolo al desarrollo e implemento de diversos tratamientos
que permiten una mejora en la oclusion dentaria, resistencia a las caries e incluso mejoras
ante enfermedades periodontales, uno de los tratamientos cominmente utilizados en la
ortodoncia, es el uso de aparatologia ortodéncica fija, que son elaborados en su mayoria por
metales. Segun estudios, algunos metales pueden acumularse en la cavidad oral debido a las
propiedades enzimaticas, microbioldgicas y térmicas que son ideales para la biodegradacion
de metales. EIl interés en los datos sobre su biocompatibilidad al ocasionar eventos
genotoxicos lo vuelve un tema de gran relevancia.
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OBJETIVOS
GENERAL

Analizar células epiteliales de la mucosa bucal de pacientes con aparatologia ortodoncica fija
por ensayo de MN, con la finalidad de realizar un biomonitoreo del dafio al ADN y
determinar si el material del que esta elaborado el aparato de ortodoncia es capaz de inducir
un efecto genotdxico.

PARTICULARES

e Obtener muestras de células epiteliales de la cavidad bucal por raspado bucal en los
carrillos de pacientes que estén en tratamiento con aparatologia ortodoncica fija y
antes del tratamiento.

e Realizar la tincion de Feulgen en las muestras obtenidas para evidenciar la presencia
de MN.

e Realizar el conteo de 2000 celulas por paciente y de células micronucleadas (antes del
tratamiento y a los 12 meses).

e Interpretar los resultados a través de su analisis estadistico y determinar si el uso de
aparatologia ortoddncica fija es capaz de inducir dafio genotoxico.
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MATERIALES Y METODOS
Grupo al que se inserté el aparato de ortodoncia

Se realizé la toma de muestra a una poblacion constituida por 41 pacientes al cumplir 12
meses con el equipo de ortodoncia fija, de los cuales se tuvo su previo consentimiento (Ver
Anexo 1) y cumplieron con los siguientes criterios de inclusion y exclusion:

e Criterios de inclusion

v’ Pacientes con 12 meses de tratamiento con aparatologia ortodéncica fija
v’ Pacientes en un rango de edad de 12 a 26 afios

v’ Pacientes que no tengan restauraciones dentales metalicas
v" Que la participacion sea voluntaria

v" Que firmen la carta de Consentimiento Informado

e Criterios de exclusion

v’ Pacientes con tratamiento previo de ortodoncia
v Pacientes con antecedentes de tabaquismo

Grupo control

La poblacién control la conforman los mismos 41 pacientes antes de colocarles el aparato de
ortodoncia, de los cuales se tuvo un previo consentimiento momentos antes de realizar la
toma de muestra.

e Criterios de inclusion

v Pacientes con 12 meses de tratamiento con aparatologia ortodéncica fija
v’ Pacientes en un rango de edad de 12 a 26 afios

v Pacientes que no tengan restauraciones dentales metalicas

v" Que la participacion sea voluntaria

v Que firmen la carta de Consentimiento Informado

e Criterios de exclusién

v’ Pacientes con tratamiento previo de ortodoncia
v’ Pacientes con antecedentes de tabaquismo

Toma de muestra

La toma de muestra se realizé en la Unidad de Especialidades Odontolégicas, Av. Industria
Militar, Ciudad de México, México. Puesto que la toma de muestra es poco invasiva y no es
necesario seguir una dieta u algin otro protocolo a la toma, los pacientes asistieron a la
Unidad de Odontologia y previo al raspado bucal, realizaron un suave enjuague bucal con

agua potable para remover residuos de alimentos u otros artificios que puedan interferir en el
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andlisis, posteriormente se realizd el raspado en ambos carrillos internos de la boca con un
cepillo durante un tiempo de 30 segundos, consecuente a esto, se realizd un frotis en un
portaobjetos limpio, libres de polvo y grasa. Se volvi6 a hacer el mismo procedimiento una
vez mas por cada paciente, ya que un frotis se mantendra de respaldo por si la primera se
llegara a dafiar o el material a analizar es insuficiente.

Tincidén de laminillas

Las laminillas fueron conservadas dentro de tubos Falcon hasta su tincién. Las laminillas se
fijaron en metanol absoluto por 10 minutos hasta el momento de la tincion. Se continu6 con
la tincién de Feulgen realizando los siguientes pasos:

1. Sumergir las laminillas en un vaso Coplin con solucion de HCI 5M a 25°C por 15
minutos.

2. Enjuagar las laminillas en un vaso Coplin con agua destilada por 3 minutos.

3. Sumergir las laminillas en un vaso Coplin con reactivo de Schiff a 25°C por 30
minutos.

4. Enjuagar las laminillas en un vaso Coplin con agua destilada por 10 minutos.

Analisis citogenético

El estudio citogenético se realizd por ensayo de MN, en el que se analizé la cantidad de MN
encontrados en cada tiempo de tratamiento. Para la identificacion de MN se realiz6 un conteo
celular de 2000 células por paciente en cada tiempo de tratamiento, TO y T12 (antes de
colocar la AO fijay a los 12 meses de tratamiento), es decir, tomando en cuenta la cantidad
de pacientes se realizd el conteo celular de 82 laminillas con ayuda del microscopio 6ptico
compuesto a un aumento de 40x.

Andlisis estadistico

Se realizd una estadistica descriptiva de ambos grupos, donde fueron incluidos la media,
desviacion estandar y valores minimos y maximos. Ademas, se obtuvo la media + desviacion
estandar de los resultados que se obtuvieron en ambos sexos (femenino y masculino) en los
diferentes tiempos de tratamiento. Fue realizada una estadistica descriptiva y no un método
estadistico mas complejo dado que no hubo presencia de MN.
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RESULTADOS

La Figura 9 muestra las fotografias que fueron capturadas durante el conteo de células
epiteliales de la mucosa bucal a partir de la técnica de MN. En estas fotografias se pueden
apreciar los nucleos de cada célula asi como los MN (estructuras en color fucsia), parametro
gue se tomo en cuanta para el conteo.

Figura 9. Células de la mucosa oral con tincion de Feulgen observadas con microscopio éptico
compuesto a 40x. a) Célula con nucleo (N), b) y ¢) Célula micronucleada. Fuente: Creacién propia.

La poblacién esta constituida por 41 pacientes, a los cuales se les tomé la muestra antes de
colocar la aparatologia ortodoncica y al cumplir 12 meses con la aparatologia ortoddncica
fija, donde se evaluo la frecuencia de MN, realizando un conteo celular de 2000 células por
paciente y en cada tiempo.

Por lo que los datos se clasificaron en dos grupos en funcién del tiempo transcurrido del
tratamiento, como se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Namero de MN encontrados en el conteo de 2000 células de cada paciente.

Microndcleos Micronucleos
L TO T12 L TO T12
Cddigo Edad  Sexo Cddigo Edad = Sexo
(0 meses) = (12 meses) (0O meses) = (12 meses)
1 12 F 0 1 21 15 F 0 0
2 15 F 0 1 22 13 M 0 0
3 26 M 0 0 23 19 F 0 0
4 13 F 0 1 24 13 F 0 0
5 22 F 0 1 25 13 M 0 0
6 14 M 0 0 26 23 F 0 0
7 13 M 0 0 27 12 M 0 0
8 17 M 1 2 28 13 F 0 1
9 13 F 0 1 29 13 M 0 0
10 20 M 0 0 30 14 M 0 0
11 13 M 0 0 31 13 F 0 0
12 13 F 0 1 32 13 M 0 0
13 15 F 0 0 33 12 F 0 0
14 16 M 0 0 34 13 F 0 0
15 14 F 0 0 35 24 M 0 0
16 18 M 0 0 36 14 F 0 0
17 12 F 0 0 37 14 M 0 0
18 13 F 0 0 38 13 M 0 0
19 14 F 0 0 39 13 M 0 0
20 16 F 0 0 40 24 M 0 0
41 25 F 0 0
Tabla 2. Estadistica descriptiva de los resultados obtenidos
TO T12 Edad
Media 0.0243 Media 0.219 Media 15.48
Desviacion 0.156 Desviacién 0.474  Desviacién 4.02
estandar estandar estandar
Minimo 0 Minimo 0 Minimo 12
Méaximo 1 Maéaximo 2  Maéximo 26
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A continuacion, se muestra la distribucion de la poblacion respecto al sexo.

Distribucion de la poblacion de estudio respecto al sexo

® Femenino

® Masculino

Grafica 1. Distribucién de la poblacion referente al sexo. En la grafica se muestra que el mayor
porcentaje de la poblacion se concentra en el sexo femenino y un menor porcentaje en el sexo
masculino.

Asi mismo, en la Tabla 3 se muestra la comparacion de la media y desviacion estandar de MN
en el sexo femenino y masculino respecto a cada grupo (TOy T12).

Tabla 3. Presencia de MN en el sexo femenino y masculino en diferentes tiempos de tratamiento
con su desviacion estandar

Sexo
Grupo X
F M
T0 0 0.053£0.053
T12 0.318+0.102 0.105+0.105

F: Femenino; M: Masculino
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DISCUSION

El desgaste de las AM de la AO fijaen la cavidad bucal, provoca la liberaciéon de iones
metalicos, como Cr, Ni, Co, Cu, y Fe, algunos de ellos potencialmente genotdxicos
(Martinez, J., 2015). Ante ello, han surgido métodos confiables para la evaluacion de
genotoxicidad como es la prueba de MN. Los MN son biomarcadores presentes en etapas
tempranas de enfermedades cronicas como es el cancer, es por ello que la identificacion de un
aumento en su frecuencia puede ser de ayuda al predecir un desarrollo neoplasico; radicando
ahi su importancia y su uso en el presente proyecto (Ferré et al., 2018).

Para la evaluacion y analisis de los resultados obtenidos, se desarroll6 una estadistica
descriptiva de los datos y no una estadistica con mayor complejidad ya que como se aprecia
en la Tabla 1, antes y a los 12 meses del tratamiento hubo muy baja presencia de MN. Por lo
que, respecto al tiempo de tratamiento establecido (0 y 12 meses), la cantidad de poblacién
evaluada (41 pacientes), el numero establecido de células epiteliales bucales leidas y el
método utilizado para la biomonitorizacion de genotoxicidad y por supuesto la ausencia de
MN, se determina que la AO fija bajo estas condiciones, no es un factor genotoxico.

A lo largo de los afios y en busca de una respuesta contundente de los efectos genotdxicos
que la AO podria ocasionar, se han desarrollado varias investigaciones y estudios enfocados
en métodos que evidencien si los materiales de los que son elaborados los brackets son
capaces de inducir un dafio genotdxico.

Por ejemplo, en el afio 2013 se realizd una evaluacion a 25 pacientes de edades entre 12 y 20
afios, con brackets de acero inoxidable y arcos de alambre de Ni-Ti o acero inoxidable, de los
cuales fueron recolectadas las muestras de células de la mucosa bucal justo antes de la
colocacion del aparato de ortodoncia y a los 9 meses después de su aplicacion y fueron
analizadas las muestras con la prueba de MN. Con el resultado obtenido, concluyeron que la
AO fija no expone a pacientes sanos a un mayor riesgo de dafio en el ADN en las células de
la cavidad oral (Heravi, F., et. al., 2013).

Otra de las evidencias halladas, fue un estudio en el que realizaron una evaluacion a 23
adultos sanos con un promedio de edad de 18.5%7 afios, antes, durante y después del
tratamiento; el objetivo fue evaluar el dafio en el ADN (MN) y la muerte celular (picnosis,
cariolisis y carriorrexis), hallando que la terapia con AO fija no es un factor que induzca dafio
al ADN, ni es capaz que provocar citotoxicidad. Ademas, el autor expone la importancia de
esta clase de evaluaciones, puesto que el dafio en el ADN y la muerte celular son eventos
importantes cuando ocurren procesos cancerigenos, primordialmente en las primeras fases
(Angelieri, F., et. al., 2009).

Cabe destacar, que uno de los autores toma como referencia estudios previos en los que se
encontraron niveles significativos de dafio en el ADN causado por la AO fija (evidencias que
profundizaremos mas adelante), sin embargo, estos estudios fueron realizados en periodos
cortos de tiempo, por lo que el autor para su analisis, amplia el tiempo de tratamiento en cada
paciente. En este estudié se evaluaron a 74 pacientes con tratamiento (utilizando brackets y
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alambres de acero inoxidable) y 21 pacientes controles, entre 11 y 35 afios, los cuales fueron
agrupados en 4 grupos diferentes respecto al tiempo de tratamiento (de 1 mes a 12 meses; de
3 a 24 meses; de 25 a 48 meses; y mayores de 48 meses) y se evaluaron las células epiteliales
de cada paciente con la prueba de MN y como resultado no se obtuvo una diferencia
estadisticamente significativa en ninguna de las anormalidades genotdxicas (células
micronucleadas, mononucleadas, binucleadas, trinucleadas, picnosis, yemas nucleares y
broken eggs) excepto para la caridlisis, puesto que hubo niveles aumentados en el grupo de
control en comparacion con el grupo con mayor tiempo de tratamiento. Demostrando asi, que
la AO fija incluso después de largos periodos de tiempo no demuestra evidencias de que
genere un efecto genotdxico (Flores, M., et. al., 2019).

Asi como las evidencias halladas en toda esta serie de estudios e investigaciones, el presente
proyecto muestra una vez mas que la AO fija no es un factor genotdxico. A pesar de que es
posible que ocurra la liberacidn y exposicion de IM durante el tratamiento con AO fija, esta
no es clinicamente lo suficientemente significativa como para causar dafio al paciente. Esto
puede deberse a la adaptabilidad en los individuos durante el tratamiento de ortodoncia, la
capacidad de reparacion, asi como la reversion de los efectos nocivos que ocurren después de
extraer el dispositivo. Sin excluir, que incluso la ausencia de efectos genotdxicos es debido a
la rapida division celular y capacidad de las células epiteliales para renovarse y regenerarse
en un corto periodo de tiempo, de 7 a 14 dias (Flores, M., et. al., 2019).

Otras fuentes pueden variar un poco, algunas indican que la tasa de renovacion de las células
epiteliales bucales humanas (que ocurre en la capa basal del epitelio) varia de 7 a 21 dias y
algunos autores estiman 14 dias en promedio. Por lo que la presencia de MN en las células
epiteliales exfoliadas estaria reflejando el dafio cromosdmico que se ha producido en las
células de la capa basal 1-3 semanas antes (Heravi, F., et. al., 2013).

Sin embargo, existe informacion relevante en el que las AM generan dafios al ADN al
propiciar un dafio oxidativo o por interferencia en su replicacion, incluso los IM logran
inhibir la reparacion del ADN en tejidos orales (Diaz, A., 2015). Otras referencias respaldan
que la liberacion de cationes provenientes de la AO fija puede ocasionar cambios
importantes, como alteraciones en la sintesis de ADN vy alteraciones en la actividad que
desemperia la fosfatasa alcalina, ambos eventos a concentraciones no citotoxicas, por lo que
no se puede excluir que incluso las concentraciones no toxicas pueden propiciar cambios
bioldgicos importantes como estos (Martin, A., et. al., 2015b).

Una de las fuentes encontradas que revelan la capacidad de renovacion y adaptabilidad que
pueden tener las células epiteliales de la cavidad bucal es desarrollada por Natarajan y cols.
en 2011, que se encargaron de evaluar la presencia de MN, tomando una muestra de células
epiteliales de la cavidad bucal de 20 pacientes que habian sido tratados con AO fija durante
un minimo de 18 meses y 30 dias después de retirarlos, llevando a cabo la misma evaluacion
en un grupo control de 20 pacientes y concluyendo que las aleaciones de Ni y Cr de los
aparatos de ortodoncia liberan la cantidad suficiente de IM para inducir un efecto genotdxico
localizado, mismo que se revierte al remover la aparatologia (Natarajan, M., et. al., 2011).
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Otro dato importante es la descarga de IM que puede ocurrir al inicio del tratamiento y su
variacion a lo largo de este. Por ejemplo, en uno de los estudios cuantificaron la
concentracion de Ni y Cr en pacientes con AO fija, y hallaron un aumento de IM a los tres
dias de su colocacion, pero no encontrando a los tres meses. Otro estudio demostré que
después de 5-10 minutos después de haber sido colocado la AO fija, hubo una liberacion
elevada de IM que fue disminuyendo con el tiempo y que el incremento de iones, fue
ocasionado por la manipulacion de las bandas, alambres y aditamentos de ortodoncia, debido
a la abrasion de la superficie metélica (Martinez, J., 2015).

Ademas de que la liberacion de iones disminuye y/o posteriormente ya no hay liberacion, se
ha reportado que la liberacion de los componentes provenientes de los materiales dentales es
gradual y lenta, asi como también se ha evidenciado que la velocidad de liberacién de IM no
es proporcional a su concentracién, ya que esto depende principalmente a la resistencia a la
corrosion en la cavidad bucal, asi como de la calidad y cantidad de aleaciones, su
manipulacion al ser colocadas, el factor nutricional, el flujo y pH salival y la higiene bucal
(Martinez, J., 2015). Lo que deja observar, que el tiempo no es la Gnica variable importante a
considerar cuando se aborda el tema de Bc con brackets.

Otro de los puntos importantes a destacar en el proyecto, es la eleccién de la tincion de
Feulgen que fue estandarizada en los laboratorios de FES Cuautitlan Campo 1, eleccién que
fue tomada por ser una tincién con una alta especificidad al ADN, ademas de permitir la
observacion de un citoplasma claro y transparente que brinda una identificacion mas exacta y
sencilla (Metgud, R. & Neelesh, B., 2018). Ademas, permite almacenar a largo plazo las
laminillas fijadas, puesto que las muestras fueron tefiidas en los laboratorios de FES
Cuautitlan Campo 1 y algunas de ellas fueron evaluadas 8 meses después en el microscopio
optico compuesto (Mello, M. & Campos B., 2017).

Si bien, aunque no fue posible determinar con exactitud los metales y sus concentraciones
que conforman a los brackets que se les colocd a cada paciente por el tiempo y los recursos
que representaria llevarlo a acabo, se tiene reporte de que los metales que con mayor
frecuencia se encuentran en la aparatologia ortodoncia son Co, Cr, Fe, Ni y Ti, no
descartando que pueden encontrarse otros metales dependiendo su fabricacion (Martin, A., et.
al., 2015a).

De acuerdo a lo antes mencionado, varios estudios en saliva han reportado que los niveles de
Niy Cr deben ser monitoreados debido a su toxicidad, en el que Cr y especialmente Ni se han
investigado por sus propiedades alergénicas, efectos mutagénicos, citotdxicos y cancerigenos,
lo que hace preludio a lo que se expondra a continuacion (Martin, A., et. al., 2015a).

En el caso de Ni su evidente interés se debe a su propiedad carcinogénica ocasionada por
algunos compuestos del metal clasificados como compuestos carcindgenos del grupo 1 para
humanos por parte de la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC); si
bien, aunque se desconocen los mecanismos exactos de carcinogénesis, es probable que los
compuestos de Ni participen en rutas epigenéticas y genéticas (Martin, A., et. al., 2015a).
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Otras consecuencias que han sido encontradas en las células por Ni(ll) es el dafio
cromosomico, dafio oxidativo en las bases del ADN, enlaces cruzados ADN-proteina e
inhibicion en la reparacion del ADN. Y en efectos epigenéticos, altera la expresién génica
causada por la hipermetilacion del ADN, la activacion y supresion de algunos genes y
factores de transcripcion, asi como la supresion de la acetilacion de histonas (Martin, A., et.
al., 2015a).

Sin embargo, los riesgos de dafio genético por Ni se consideran minimos, debido a que no se
han hallado informes de carcinogenicidad en relacion al uso intraoral de aleaciones dentales
que contienen Ni (Martin, A, et. al., 2015a).

Ademas, no hay que descartar que son algunas de las AM mas bioestables que otras al
encontrarse en condiciones como las que presenta la cavidad oral y esto puede ser un punto
de partida importante al momento de elegir materiales de los que podrian elaborarse la
aparatologia, por ejemplo, un estudio realiz6 una evaluacion in vivo de la genotoxicidad
ocasionada por AM como acero inoxidable, Ti y libres de Ni (habitualmente utilizadas en los
tratamientos de ortodoncia), en el cual aplicaron a pacientes de entre 12 y 16 afios, brackets y
tubos elaborados con dichas aleaciones y evaluaron muestras de células de la mucosa bucal
antes y 30 dias después del tratamiento con el Ensayo Cometa. Encontraron que el acero
inoxidable y aleaciones libres de Ni, indujeron un mayor dafio en el ADN que las aleaciones
de Ti, (puesto que los resultados con aleaciones de Ti fueron similares a los controles),
concluyendo que los brackets y tubos de Ti son los mas biocompatibles de las tres aleaciones
(Fernandez, E., et. al., 2011).

De acuerdo a lo antes mencionado, en una evaluacion donde cuantificaron la concentracion
de Ni liberado en tres tipos de arcos de ortodoncia lingual: acero inoxidable, NiTi y CuNiTi.
Hallaron después de la inmersién de los arcos en solucién salina a los 7, 14 y 30 dias, que los
elaborados con acero inoxidable son los que liberan mayor cantidad de Ni en comparacion
con los otros dos tipos de arcos. (Martin, A., et. al., 2015a).

Asi mismo, en otro estudio compararon la concentracion de IM liberados en un medio de
cultivo durante 30 dias de 3 tipos de aleaciones, acero inoxidable, aleaciones libres de Ni y
aleaciones libres de Ti, con resultados que demuestran que los materiales con mas
susceptibilidad a la corrosidn son aquellos con una mayor cantidad de Ni, liberando mayores
cantidades de Fe, Mn y Cr durante la primer semana de inmersion. Concluyendo que los
tubos y brackets de aleacion de Ti fueron los mas biocompatibles a comparacion del resto
(Martin, A., et. al., 2015a).

Para finalizar, es relevante mencionar que aunque la genotoxicidad puede ser parte de
procesos cancerigenos o mutagénicos, hasta ahora no ha habido ningun estudio que informe
una asociacion de estas condiciones con la AO fija, ademas de que no existe evidencia de
dafio genotoxico permanente, aunque se halla retirado la aparatologia. Esto podria
relacionarse a la reparacion de lesiones que realizan las células sanas (Natarajan, M., et. al.,
2011).
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Ademas las concentraciones de IM liberados por AO fija se encuentra significativamente por
debajo de la ingesta diaria aceptada, no alcanzando concentraciones toxicas (Fiorenzo, F., et.
al., 2003).

Probablemente todas las contradicciones entre los resultados en este campo se deba a
diferencias en el disefio de los estudios, por ejemplo en el tamafio de la muestra, el rango de
edad de los pacientes, el método utilizado para la deteccion de efectos genotdxicos, los
factores de riesgo a los que estuvieron expuestos, la variabilidad entre las condiciones
individuales de la cavidad bucal y los materiales involucrados en la fabricacion de la
aparatologia en el tratamiento también varian entre los estudios (Heravi, F., et. al., 2013;
Fernandez, E., et. al., 2011).

Sin embargo, hasta el término del proyecto la mayor cantidad de evaluaciones analizadas han
reflejado que la AO fija no ejerce un potencial genotdxico en células de la cavidad bucal, por
lo que podrian ser necesarios mas estudios para confirmar estos hallazgos.

38



CONCLUSIONES

v

v

Bajo las condiciones establecidas en este estudio y como se ha demostrado con el
ensayo de MN, la aparatologia ortoddncica fija no exponen a los pacientes a un mayor
riesgo de dafio genotoxico en las células de la mucosa oral.

Se demuestra la eficacia de la tincion de Feulgen al observar e identificar
perfectamente las estructuras que revelan un evento genotoxico, ademas de conservar
a largo plazo el material bioldgico, pues las laminillas permanecieron con la nitidez y
claridad al verlas al microscopio 6ptico desde el momento en que se tifieron, hasta el
momento de ser analizadas, aun al haber transcurrido varios meses.
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ANEXOS
Anexo |. Carta de consentimiento para la participacién del proyecto de investigacion

Carta de Consentimiento para la Participacion del Proyecto de Investigacion

Titulo del proyecto de investigacion:

Identificacion de anormalidades nucleares de las células epiteliales bucales en pacientes con
ortodoncia, mediante el uso de la tincién de Feulgen.

Domicilio: Av. Industria Militar 1113A, Lomas de Sotelo, Lomas de San Isidro, Miguel Hidalgo, 11200
Naucalpan de Juarez, Méx.

Sede donde se llevara a cabo el estudio: Unidad de Especialidades Odontolégicas (SEDENA).
Nombre del paciente:

Edad:

Sexo:

1. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La ortodoncia ha tenido como objetivo lograr la correccion de malposiciones dentarias y de
trastornos maxilofaciales, encamindndolo al desarrollo e implemento de diversos tratamientos que
permiten una mejora en la oclusidon dentaria, resistencia a las caries e incluso mejoras ante
enfermedades periodontales, uno de los tratamientos cominmente utilizados en la ortodoncia, es el
uso de aparatologia ortoddncica fija, que son elaborados en su mayoria por metales. Segun estudios,
algunos metales pueden acumularse en la cavidad oral debido a las propiedades enzimaticas,
microbioldgicas y térmicas que son ideales para la biodegradacién de metales. El interés en los datos
sobre su biocompatibilidad al ocasionar eventos genotéxicos lo vuelve un tema de gran relevancia.

2. OBIJETIVO DEL ESTUDIO

Analizar células epiteliales de la mucosa bucal de pacientes con aparatologia ortoddncica fija por
ensayo de MN, con la finalidad de realizar un biomonitoreo del dafio al ADN y determinar si el
material del que estd elaborado el aparato de ortodoncia es capaz de inducir un efecto genotdxico.

3. BENEFICIOS DEL ESTUDIOS

No existe un beneficio directo para el paciente, sin embargo, se estaria contribuyendo al avance de
la medicina y permitird que en un futuro otros pacientes se beneficien de los resultados obtenidos.

4. PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO

Se realizard dos tomas de muestra, la primera antes de ser colocada la aparatologia ortoddncica fija
y a los 12 meses de tratamiento, y asi realizarles una prueba de microntcleos. La toma de muestra
consta de un raspado suave en los carrillos internos de la cavidad bucal.

5. RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO
Es una muestra que no implica riesgos, sin embargo podria notar un sabor desagradable.
6. PROTECCION DE DATOS PERSONALES

Toda la informacidn personal y datos recabados en el estudio se manejaran de forma confidencial y
seran utilizados Unicamente en este estudio.
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Los datos personales que se solicitaran son:

e Nombre completo del paciente
e Sexo
e Edad

El investigador principal del Proyecto de Tesis es el responsable del tratamiento de los datos
personales que usted proporcione con motivo de su participacion en el Proyecto de Investigacion.

7. ACLARACIONES

Habiendo recibido previamente la informacién correspondiente a la toma de muestra y su uso
asignado, al firmar la presente, usted autoriza voluntariamente su participacién en el estudio; esto
implica que se utilicen las muestras obtenidas de células epiteliales de la mucosa bucal para su
uso exclusivo en el estudio, quedando restringida esta misma a la divulgacién con otros fines no
autorizados.

No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted en caso de no aceptar participar en el
proyecto. Asi mismo, puede retirarse en el momento que desee, pudiendo informar o no, las razones
por las cuales ha tomado la decisién.

No recibird un pago por su participacion.

Y podra solicitar informacién actualizada del proyecto, a los investigadores participantes.

Si considera que todas sus dudas y preguntas acerca del proyecto de investigacion han sido
aclaradas, puede, si asi lo desea, firmar la Carta de Consentimiento

Yo, he sido informado
acerca del proyecto de investigacién y he leido y comprendido la informacién anterior. Asi mismo,
mis dudas han sido aclaradas y entiendo que los datos obtenidos pueden ser difundidos con fines
cientificos. Doy mi consentimiento al participar en este proyecto de investigacion y recibiré una
copia de esta carta firmada y fechada.

FIRMA FECHA

Esta seccidn debera ser completada por el investigador.

He explicado al Sr(a) el objetivo
del estudio, ademas de los riesgos y beneficios que implica la participacién del paciente. Le he
preguntado al paciente si tiene alguna duda y he contestado a las preguntas correspondientes.

NOMBRE Y FIRMA DEL INVESTIGADOR FECHA
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8. CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO
Titulo del proyecto de investigacion:

Identificacion de anormalidades nucleares de las células epiteliales bucales en pacientes con
ortodoncia, mediante el uso de la tincién de Feulgen.

Sede donde se llevara a cabo el estudio: Unidad de Especialidades Odontoldgicas (SEDENA).

Nombre del paciente:

Complete la opcién que corresponda:

Yo, he decidido excluir
al paciente del proyecto de investigacion por las siguientes razones:

Por medio de la presente, informo mi decisién de retirarme del proyecto de investigacidn por las
siguientes razones:

Si asi lo desea, puede pedir que se le sea otorgada la informacion que haya sido recabada
referente a su participacion.

FIRMA FECHA
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