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Evaluacion de efectos
citotoxicos y genotoxicos con
ensayo de micronucleos en
la mucosa bucal de pacientes
con aparatologia ortodoncica.
Revision de la literatura

Evaluation of cytotoxic and genotoxic
effects with micronucleus test in the
oral mucosa of patients with orthodontic
appliances. Review of the literature

Resumen

Las maloclusiones representan un problema de salud bucodental, que se resuelven me-
diante la colocacién de aparatologfa ortodéncica fija (AOF). Esta aparatologia provoca
corrosién y liberacién de iones metédlicos por las aleaciones que la constituyen y por el
tiempo prolongado del tratamiento. El objetivo de este trabajo fue analizar las alteracio-
nes citotdxicas y genotdxicas de las células de la mucosa oral provocadas por el uso de
AOF, reportadas en la literatura y evaluadas con ensayo de microntcleos (MN); el cual
es uno de los ensayos mds utilizados para identificar el dafio al 4cido desoxirribonucleico
(ADN). Se realizé una revisién de la literatura de los tltimos 10 afos, donde se incluye-
ron nueve estudios, el 55% de estos mostrd evidencia de dafio citotéxico y genotdxico
posterior a la terapia ortodéncica. El promedio de incremento de MN debido al uso de
AOF en estos estudios, fue tres veces mayor con respecto a las células bucales sin trata-
miento, este dato es similar a reportes de células orales precancerosas investigadas por
otros autores. Ademds los articulos evaluados, reportaron alteracién celular a partir de la
primera semana de la colocacién de los dispositivos y sefialaron que hay una disminu-
cién del dano con el tiempo de exposicién. En conclusidn, el ensayo de MN utilizado
en la cavidad bucal demostrd ser ttil para detectar alteraciones en el ADN debido al uso
de AOF. Los datos analizados permiten a los ortodoncistas implementar mejoras en la
terapéutica ortoddncica.

Palabras clave: Ortodoncia; Ensayos de Microntcleos; Cavidad bucal (fuente:DeCs BI-
REME).

Abstract

Malocclusions represent an oral health problem, which is resolved by the placement of
fixed orthodontic appliances (FOA). This orthodontic appliance causes corrosion and
release of metal ions due to the alloys they constitute and due to the prolonged time of
treatment. The objective of this work was to analyze the cytotoxic and genotoxic altera-
tions from oral mucosa cells, caused by the use of FOA, reported in the literature and
evaluated with micronucleus (MN) test, which is one of the most widely used tests to
identify damage to deoxyribonucleic acid (DNA). A review of the literature of the last
10 years was carried out, where nine studies were included, 55% of these studies showed
evidence of cytotoxic and genotoxic damage after orthodontic therapy. The increased
average in MN due to the use of FOA in these studies, represent values of approximately
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three-fold more respect to oral cells without treatment, this data is similar to reports of
precancerous oral cells that have been reported by other authors. Besides, the articles

analyzed reported cell alterations after the first week of the devices placement and indica-

ted a decrease in damage with exposure time. In conclusion, the MN test used in the oral
cavity was useful in detecting DNA alterations due to the use of FOA. The data analyzed
allow orthodontists to implement improvements in orthodontic therapy.

Keywords: Orthodontics; Micronucleous test; Oral cavity (source: MeSH NLM).

Introduccion

La maloclusién segin Angle, es la perversién del cre-
cimiento y desarrollo normal de la dentadura !, Sada y
Girén ?, la definen como cualquier alteracién del creci-
miento 6seo del maxilar o la mandibula y/o de las posi-
ciones dentarias que impidan una correcta funcién del
aparato masticatorio. De acuerdo con la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), las maloclusiones ocupan
el tercer lugar de prevalencia dentro de los problemas
de salud bucodental. Esto hace que sean consideradas
como una problemdtica de gran importancia en el cam-
po de la Odontologia, la cual; en la mayoria de los casos
se resuelve con el diagnéstico y planeacion especifica,
mediante la colocacién de aparatologia ortoddncica fija

(AOEF).

La AOF estd constituida por diferentes aditamentos
tales como brackets, bandas, alambres, tubos, resortes,
etc., que estdn disenados con aleaciones que contie-
nen niquel, titanio, molibdeno, cobalto, cromo y acero
inoxidable en diferentes porcentajes . La combinacién
de estos materiales en el ambiente oral y su uso por pe-
riodos prolongados que fluctiian entre 2 y 3 anos ha de-
mostrado riesgos provocados a la salud por la liberacién
de iones metdlicos y los productos de la corrosién del
aparato ortoddncico utilizado, que se observa en pacien-
tes que se someten a un tratamiento de ortodoncia >7.
Los efectos adversos orales que pueden presentarse de
manera general son la glositis, sabor metélico, gingivitis,
hiperplasia gingival 7, dermatitis por contacto, hipersen-
sibilidad, citotéxicidad y genotdxicidad en las células de
la mucosa ** que pueden dar origen a patologias de tipo
periodontal, como el agrandamiento gingival y reaccio-
nes alérgicas >'%, que atn no estdn bien determinadas.

Una revisién sistemdtica reciente evidencié que el uso
de la AOF induce dafio al dcido desoxirribonucleico
(ADN) en las células de la mucosa oral ', lo cual es
relevante, porque el dano en el ADN es uno de los prin-

cipales factores que puede iniciar lesiones malignas en
cavidad bucal '>%.

El ensayo de microntcleos (MN) en la mucosa bucal.
Los MN son nucleos pequenos que se forman a partir de
uno o pocos cromosomas o fragmentos de estos, cuando
no se incorporan a uno de los nicleos de la célula hija
durante la divisién celular 4.

El ensayo de MN en el epitelio de la mucosa se ha con-
vertido en una de las herramientas mds utilizadas para
evaluar dafo al ADN »">'¢ Este ensayo ha sido muy
importante para monitorear eventos téxicos causados

166

por exposicién al tratamiento de ortodoncia con apara-
tologia fija, debido a que las células de este epitelio de
revestimiento presentan abundante citoplasma y conser-
van el ndcleo al momento de ser exfoliadas, son de ficil
acceso y es posible colectarlas mediante técnicas mini-
mamente invasivas y relativamente indoloras . Ademds
el andlisis de MN ha demostrado ser mds sensible que el
ensayo cometa, el cual también se ha empleado en cavi-
dad bucal para anilisis del dafo por AOF °.

El epitelio oral estd compuesto por cuatro estratos de
poblaciones celulares estructurales, progenitoras y de
maduracién incluyendo la ldimina basal, estrato espino-
s, estrato granuloso y estrato cérneo (Figura 1).

En el epitelio oral se produce una constante renovacién
celular y las células son reemplazadas por otras, resul-
tantes de la mitosis que se produce en la capa basal; y
es precisamente en esta capa, donde se encuentran las
células madre capaces de expresar alteraciones genéticas
durante la divisién celular tales como los MN (Figura
1). Estas células migran a la superficie en el transcurso
de 5 a 14 dias, de tal manera que el monitoreo de po-
blaciones en este tejido puede reflejar el dafio ocurrido
durante este tiempo '>"7.

Método para el andlisis de MN en la mucosa bucal.
El andlisis de las células exfoliadas de la mucosa oral im-
plica el examen microscédpico de frotis epiteliales para
determinar la prevalencia de micronucleacion.

La muestra se toma mediante un raspado de la mucosa,
en la cara interna de las mejillas, aproximadamente du-
rante 30 segundos por lado, realizando previamente un
enjuague con agua simple o con solucién de cloruro de
sodio al 0,9% durante un minuto para la eliminacién
de residuos y células muertas '®. Posteriormente se reali-
za el extendido celular en portaobjetos, se sumergen las
laminillas en etanol al 80% para fijacién, se tifnen con
colorantes bdsicos o especificos para ADN vy se analizan
entre 500 a 4 000 células 2.

La tincién de Feulgen/ Fast Green es una tincién de
ADN especifica que se recomienda como protocolo es-
tdndar para células bucales .

El andlisis permite visualizar MN y otras anormalidades
celulares como se describe a continuacién y se represen-
ta en la Figura 1:

Células con MN. Los MN son masas de cromatina que
tienen la forma de un pequefio nicleo, se originan a
partir de fragmentos, ya sea de cromdtidas/cromosomas
acéntricos o de cromdtidas/cromosomas completos que
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Figura 1. Representacion del epitelio oral y sus posibles alteraciones celulares. Fuente: Adaptado de Thomas P et al. %°

quedaron rezagados durante la anafase de las células en
divisién y no se incluyeron en el nucleo principal duran-
te la telofase. Los MN son redondos o de forma ovalada
y su didmetro debe oscilar entre un 1/3 y 1/16 del na-
cleo principal *°.

Células con cromatina condensada. Se presenta cuan-
do las células tienen nucleos intensamente tefiidos, con
regiones condensadas o cromatina agregada exhibiendo
un patrén nuclear estriado, se forma debido a la ripida
protedlisis de proteinas de la matriz del nicleo y repre-
senta una etapa de apoptosis .

Células con cariorrexis. Son células que presentan una
desintegracién nuclear que se caracteriza por agregacion
de la cromatina nuclear y la membrana celular fragmen-
tada. Células con nicleo picnético. Las células presen-
tan un nicleo pequefio y denso de tamano aproximado
a 1/3 6 2/3 de didmetro de un nucleo normal. Estas
alteraciones pueden representar una via de desintegra-
cién nuclear .

Cariolisis o disolucién nuclear. Estas células estin
completamente vacias de ADN y por lo tanto, no tienen
nucleo. Es probable que representen una fase avanzada
en el proceso de muerte celular o necrosis .

Nicleo bilobulado. La célula presenta dos nicleos. La
formacién de la célula nucleada se relaciona con el fra-
caso de la citocinesis %°.

Brotes nucleares. El nicleo presenta una constriccién
en un extremo, sugestivos de un proceso de eliminacién

Odontol. Sanmarquina 2021; 24(2)

de material nuclear por gemacién. El 16bulo presenta
las mismas caracteristicas morfoldgicas y de tensién que
el nicleo, pero el tamano es de 1/3 a 1/4 del nicleo *°.

La frecuencia de MN en células bucales puede estar in-
fluida por la edad, sexo ', estilo de vida, la dieta y en-
fermedades sistémicas. La frecuencia de MN en sujetos
sanos varfa desde 1,9 hasta 4,0 por 1 000 células con
una desviacién estindar de 0,99. Estos valores aumen-
tan con la edad en ambos sexos, pero son mds altos para
las mujeres. Independientemente del estilo de vida, la
frecuencia de MN es mayor en los fumadores y los indi-
viduos con enfermedades sistémicas tales como la diabe-
tes y el cdncer y por exposicién a quimicos o sustancias
toxicas 1722,

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo del presente
trabajo fue analizar las alteraciones citotéxicas y geno-
téxicas de las células de la mucosa oral debido al uso de
AOF reportadas en la literatura.

Revision de la literatura

Métodos

La busqueda bibliogrifica se realizé en las bases de datos
NCBI Medline, Scielo, Embase, Scopus y Google Scho-
lar, usando las palabras clave: “citotoxicidad”, “geno-
toxicidad”, “aparatologia ortodéncica”, “microntcleos”
y sus homélogos en inglés, combinadas en las cadenas
de bisqueda con los conectores booleanos AND y OR,
se incluyeron solo estudios reportados en los dltimos 10
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afos, que analizaron el dafio genotéxico y citotéxico
con la técnica de MN. Se encontraron un total de nueve

estudios (Figura 2).

Resultados

El resumen de los trabajos analizados se presenta en la
Tabla 1. Se encontr6 un total de un ensayo clinico, cua-
tro estudios preexperimentales (considerado asi porque el
control fue intragrupo de acuerdo a Herndndez ), uno
de casos y controles y tres observacionales, con disefios
longitudinales, comparativos y prospectivos #¢18222428,

Estudios identificados en la
bisqueda bibliografica:

NCBI Medline (7)

Scielo (0)

Embase (10)

Scopus (9)

Google Scholar (185)

El andlisis de los reportes indica que en 5 de 9 estudios
(55%) se incrementaron significativamente la frecuencia
de MN vy anormalidades nucleares posterior a la expo-
sicién de la AOF ©'#%5% indicando dafio genotéxico y
citotdxico. La formacién de MN detectada puede expli-
carse por errores en la segregacién de cromosomas o por
ADN dafado, causado por factores asociados a la corro-
sién y liberacién de iones metdlicos de los dispositivos
utilizados en el tratamiento ortodéncico, ocasionando

errores mitéticos e inestabilidad genémica *°.

Literatura excluida:

Estudios incluidos en Ila
revision bibliografica:

NCBI Medline (7)

Scielo (0)

Embase (9)

Scopus (9)

Google Scholar (9)

Estudios excluidos
duplicacion:

(25)

por

Estudios incluidos en el
analisis:

(9)

(177)

Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de seleccién de articulos en la revision de la literatura
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Evaluacion de efectos citotdxicos y genotoxicos con ensayo de micronucleos en la mucosa bucal de pacientes con aparatologia ortodéncica...

Los estudios también demostraron la presencia de algu-
nas anormalidades celulares como brotes nucleares, cé-
lulas carioliticas, picnéticas '® y células binucleadas 7.
Sin embargo solo se comprobé en 4 de 9 estudios (44%)
un incremento significativo por la AOFE, indicando evi-
dencia de reparacién y desintegracién nuclear asi como
apoptosis® .

El promedio en el aumento de MN, sefialado en estas
investigaciones y debido a los dispositivos ortodéncicos,
representa valores de aproximadamente tres veces mds
respecto a las células bucales sin exposicién a AOF 2077,
este aumento celular es similar a reportes de células ora-
les precancerosas sefialadas por otros autores **¥ por lo
que destaca la atencién en estos tratamientos.

La evidencia respecto al tiempo de exposicién de la AOF
indica que el dafo inicia a partir de la primera semana
de la colocacién  pero sugiere que puede disminuir con
el tiempo de exposicion %,

Los resultados de los estudios que fueron analizados
presentan variacién en la frecuencia de MN y se con-
cluyé que la edad o sexo de los pacientes no influyé
porque sus variables son homogéneas. Las diferencias
detectadas pueden asociarse a la composicién de las
aleaciones de los materiales disenados por el fabrican-
te, asi como a las propiedades fisicas y mecdnicas de
los diferentes aditamentos ortodéncicos. Otro factor
que puede afectar la variacién en los resultados puede
ser el tipo de tincién utilizada para el andlisis de MN
dado que tres trabajos utilizaron tincién diferente a la
de Feulgen que es recomendada para diferenciar las
anomalias nucleares y se ha descrito que minimiza la

incidencia de falsos positivos .

Conclusiones

El andlisis de la revisién bibliografica indica que el en-
sayo de MN empleado en la cavidad bucal es util para
detectar el dano al ADN ocasionado por el uso de AOE
Es importante destacar que la ventaja del ensayo de MN
radica en su simplicidad, ya que es una herramienta
diagnéstica rdpida, prdctica, no invasiva y no requiere
de mucha experiencia para llevarla a cabo .

Los datos evaluados son de importancia y utilidad para
los especialistas en ortodoncia y se realizaron con la fina-
lidad de que se consideren establecer implementaciones
para mejorar la terapéutica ortodéncica, enfocada a la
disminucién del tiempo de tratamiento y a la busqueda
continua del uso de materiales de mejor calidad y bio-
compatibles que eviten o disminuyan la corrosién y los
efectos adversos a la salud, sin embargo; se requiere de
mayor investigacion para confirmar y ampliar los hallaz-
gos analizados en la revision.
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