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Resumen

Introduccién: el tratamiento de ortodoncia fija implica el uso de materiales, incluyendo metales
que pueden generar dafios celulares como alteraciones genéticas durante la division celular, algu-
nas de ellas como la presencia de microntcleos (MN), la oxidacion de del acido desoxiribonucleico
(ADN) y su degradacion. Objetivo: evaluar el dafio genotdxico por la terapia de ortodoncia fija con
metales. Material y Métodos: se evaluaron las células epiteliales bucales de 51 pacientes antes
y un afio después de la colocaciéon de tratamiento de ortodoncia fija con Brackets Dentaurum
Equilibrium 2, de acero inoxidable. Se analiz6 la frecuencia mN por tincion de Feulgen, se realizd
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extraccion de AbN con el kit DNeasy® Blood and Tissue Kit (Qiagen Ldt) y se observé la degrada-
cion de ApN por electroforesis. Ademas, se evalud la oxidacion del AbN por cuantificacion de la
molécula de 8-hidroxidesoxiguanosina (8-OHdG) mediante ensayo de inmunoadsorcidn ligado a
enzima (eLisA) de la marca Enzo life sciences. Resultados: se detectd incremento de la frecuen-
cia de mN en las células epiteliales bucales al comparar los resultados antes (0%) y después del
tratamiento (18%) (p<0.004). La degradacion de ADN también incrementd, detectando un 45%
de muestras degradadas antes del tratamiento y 88% después del tratamiento (p=0.002). La
concentracion de 8-OHdG se incrementd aproximadamente al doble después del tratamiento
(13.6 + 1.2 ng/mL) en comparacién con la medicidén previa al tratamiento (5.8 + 0.49) (p=0.04).
Conclusiones: los resultados presentados aqui demuestran dafo en el AbN después de un afio de
la terapia de ortodoncia fija con metales.
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INTRODUCCION

El tratamiento de ortodoncia fija empleando materiales que se fabrican a partir de metales
implica la generacion de corrosién de éstos en la cavidad bucal, lo cual puede causar efectos
en las células epiteliales bucales que incluyen dafio al acido desoxiribonucleico (AbN), lo que
representa un impacto importante ya que pueden iniciar lesiones malignas’.

El dafio por metales en la molécula de ADN puede ser directamente por hidrolizacion del
enlace fosfodiéster generando fragmentacion de la molécula?* o bien, de forma indirecta, in-
hibiendo mecanismos de reparacién al ADN® 0 por procesos de oxidacion que generan especies
reactivas que oxidan al ADN®”. El dafio oxidativo causa lesiones en el ADN; la mas frecuente es la
oxidacion en sus bases nitrogenadas, en especial sobre la guanina que se oxida mas facilmente
formando la 8-hidroxidesoxiguanosina (8-OHdG). Dicha molécula es considerada como uno de
los biomarcadores mas significativos para dafio oxidativo del Abn®. Buljan et al.® demostraron
incremento de 8-OHAG en lineas celulares de raton expuestas durante 48 h a materiales utili-
zados en tratamientos de ortodoncia. Los trabajos realizados in vivo en humanos investigando
el dafio oxidativo en el ApN inducido por el tratamiento de ortodoncia fija y cuantificacion de
8-0HdG son limitados, controversiales y solo evaldan tiempos menores y de hasta 6 meses
posteriores al tratamiento''2. Guler et al.’® demostraron incremento de 8-OHdG en saliva de
nifos después de 3 meses de tratamiento de ortodoncia fija con metales y diferentes materiales
de adhesion. En contraste, Atug Ozcan et al." no detectaron cambios de los niveles de 8-OHdG
en saliva y liquido crevicular gingival después de 6 meses del tratamiento ortodéncico. De igual
manera, Esenlik et al.™? realizaron evaluaciones a los 7 dias de iniciado el tratamiento ortodén-
cico con metales y no detectaron cambios en niveles de 8-OHdG.

A nivel celular, la presencia de ndcleos pequefios o microntcleos (MN) que se forman a
partir de cromosomas o fragmentos de astos cuando no se incorporan a uno de los ntcleos
de la célula hija durante la division celular, es uno de los ensayos mas utilizado para evaluar el
dafo al ADN™. Una revision reciente exploré el promedio de incremento de los mN por el uso
del tratamiento de ortodoncia fija y detecté que el incremento de mn fue 3 veces mayor con
respecto a las células epiteliales bucales sin tratamiento ortoddncico™. En relacién al tiempo de
exposicion al procedimiento, los MmN se han analizado desde 7 dias hasta 6 afios posteriores al
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tratamiento; observando que el dafio inicia a partir de la primera semana de colocacion, pero
sugiere que puede disminuir con el tiempo de exposicion'™®,

A nivel institucional, en la Secretaria de la Defensa Nacional, el tratamiento ortodéntico
utilizado en los Gltimos 15 afios en la Unidad de Especialidades Odontoldgicas (ueo) es la Apa-
ratologia Ortoddncica Fija basada en la técnica MBT. La filosofia MBT pertenece a la tercera
generacion de aparatologia preajustada, creada a partir del conocimiento y la experiencia clinica
de los doctores Richard McLaughlin y John Bennet". El presente estudio evalué el dafio al AbN
mediante analisis de frecuencia de mn, visualizacién de degradacion de Abn mediante electro-
foresis y cuantificacion de la molécula 8-OHdG antes y después de un afio de la colocacién de
ortodoncia fija.

MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron pacientes que acudieron al servicio de Ortodoncia de la ueo en la Secretaria de
la Defensa Nacional. Se seleccionaron 57 pacientes candidatos a tratamiento de ortodoncia de
edades entre 12 y 36 afios, sin caries, sin tratamientos previos de ortodoncia, ni enfermedad
periodontal y sin restauraciones metalicas. Se emplearon los insumos ortoddnticos propor-
cionados en la ueo basados en MBT 0.022” y que incluyeron: Brackets de acero inoxidable
(Equilibrium” 2, Dentaurum GmbH & Co. KG, Ispringen, Alemania), bandas con tubo bucal (3M™
Unitek™, Victory Series™ Bands, 3M™, Minnesota, Estados Unidos) con contorno anatémico
de acero inoxidable, minitubos para bondear de acero inoxidable (3M™ Victory Series™ Mini
Tubes, 3M™, Minnesota, Estados Unidos), Arcos de nitinol termoactivado (3M™ Unitek™
Nitinol Heat-Activated Archwire, 3M™, Minnesota, Estados Unidos) calibres: 0.014”, 0.016”",
0.016x0.022" y 0.019x0.025", Arcos de acero inoxidable 0.019x0.025", Arcos trenzados de acero
inoxidable multifilamentos 0.019x0.025” (Dentaflex’, Dentaurum GmbH & Co. KG, Ispringen,
Alemania), ligadura de alambre de acero inoxidable 0.0710”, alambre de laton 0.021”, y resorte
de apertura de nitinol.

Los pacientes y tutores legales de pacientes menores de edad aceptaron voluntariamente
participar en el estudio y firmaron la carta de consentimiento informado vy, los menores de
edad firmaron una carta de asentimiento informado. El comité institucional de la Unidad de
Especialidades Odontoldgicas en la Secretaria de la Defensa Nacional aprobé el protocolo y
el consentimiento informado (ndmero de aprobaciéon 19C109016025). Se tomaron dos mues-
tras de las células epiteliales bucales de cada uno de los pacientes con ayuda de un cepillo
citolégico. Una muestra se utilizé para el analisis de MN y otra para extraccion de ADN. La reco-
leccion de la muestra se realizé antes de la colocacion del tratamiento y posteriormente al afio
del procedimiento.

Las muestras de células epiteliales bucales se obtuvieron después de enjuagar la cavidad
oral con agua, raspando suavemente la mejilla derecha e izquierda con el cepillo citoldgico. Para
el analisis de mN la muestra se extendid sobre un portaobjetos limpio, y se fijé con etanol du-
rante 10 minutos. Finalmente, se realiz6 la tincion de Feulgen. Después de la tincién, las células
se examinaron bajo un microscopio 6ptico (VE-B2 Binocular Microscope, VELAB Co., Texas, Es-
tados Unidos). Los portaobjetos se prepararon por triplicado para cada paciente, y de la misma
manera, para cada uno se contaron 2000 células epiteliales para evaluar la frecuencia de mn.
Para la extraccion de ADN se utilizé el kit comercial (DNeasy” Blood & Tissue Kit, Qiagen, Hilden,
Alemania), se siguid el protocolo de extraccion considerando las sugerencias del fabricante.
La concentracion de ADN se midié en un espectrofotémetro (NanoDrop 1000, Thermo Fisher
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Scientific Inc., Delaware, Estados Unidos) y se ajustd a 50 ng/mL, posteriormente se realizaron
corrimientos electroforéticos del ADN en geles de agarosa al 1.5% para evaluar su integridad. La
oxidacion del AbN se evalud en las muestras de ADN por cuantificacion de la molécula 8-OHdG
mediante la técnica de ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima (eLisA) con un kit comercial
(DNA damage ELisa kit, Enzo’ Life Sciences Inc., New York, Estados Unidos), siguiendo el proto-
colo y todas las recomendaciones del fabricante. El rango de deteccién fue de 0.94 a 60 ng/mL.

El analisis estadistico se realizd con el programa de 1Bm®-spss version 23, se utilizo la prueba
de McNemar para evaluar diferencia de frecuencias de mN y degradacion de ADN antes y después
de un afio de tratamiento. Se realiz6 comparacién de medias de los niveles de concentracion de la
molécula 8-OHdG, antes y después de un afio del tratamiento con la prueba de t para muestras
relacionadas para determinar la diferencia. Valores de p<0.05 indicaron significancia estadistica.

RESULTADOS

El estudio incluy6 a 30 mujeres y 21 hombres con edad promedio de 15.8 * 4.8 afios, el 86% de
los pacientes presenté Maloclusion Clase | 'y el 14% presentd Maloclusién Clase Il. Se tomaron
muestras de células epiteliales bucales y se evalud la presencia de mN, representadas en la
Figura 1. No se detectaron células con mN en las 2000 células bucales exploradas de ningin
paciente antes de la terapia de ortodoncia. Se detectaron de 0 a 1 células con mn de las 2000
células bucales exploradas en 9 de los pacientes después del tratamiento. El porcentaje de
pacientes que presentaron mN antes (0%, control) y después de un afio del tratamiento (18%)
mostraron una diferencia significativa (p=0.004) (Tabla 1).

£ f
/ Nucleo
normal *

Figura 1. Células epiteliales bucales tefiidas con tincion de Feulgen. El niicleo se
tifie en color rosa-morado, el citoplasma se mantiene incoloro o con una ligera
tonalidad rosacea. Se sefala con flechas la célula con niicleo normal y la célula con
microndcleo (MN). Observado en microscopio éptico con objetivo 40x.
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Tabla 1. Frecuencia de pacientes que presentaron mn en células epiteliales bucales antes y después
de un aiio de tratamiento de ortodoncia fija

Variable Antes del tratamiento Después del tratamiento  Valorde p
Presencia de MmN 0/57 (0%) 9/ 51 (18%) 0.004*
Ausencia de MmN 51/51 (100%) 42/57 (82%)

* Prueba estadistica de McNemar, p<0.05 muestra significancia estadistica

Después de que se realizé la extraccion de ADN, se ajustd la concentracion y se corrid en elec-
troforesis. En la Figura 2 se encuentran los corrimientos electroforéticos mas representativos
de algunas muestras estudiadas antes y después de un afo de tratamiento de ortodoncia. Se
detect6 degradacion del Apn en el 45% de las muestras antes de la colocacion del tratamiento
de ortodoncia. Esta degradacion se visualizé s6lo como un barrido ligero a lo largo de todo el ca-
rril, sin pérdida de ApN de elevado tamaiio molecular. Sin embargo, después del tratamiento, la
degradacion fue mas evidente y alrededor del 88% de las muestras presentaron fragmentos de
tamafios menores. Ademas, se observé en algunas muestras la disminucion de ApN de elevado
tamano molecular. El analisis estadistico demuestra diferencia significativa en la degradacion de
ADN antes y después del tratamiento de ortodoncia analizado por electroforesis (Tabla 2).

A) Antes de tratamiento B) 1 afho después de tratamiento

M 1 2 34 5 6 7 8 M 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 2. Muestras representativas de la degradacion de Abn derivado de células epiteliales
bucales analizadas en este estudio. Se observan del 1-8, las muestras representativas de
ADN. Gel de agarosa al 1%, con marcador de tamafio molecular (M). A) antes y B) después de
un afio de la terapia de ortodoncia fija. Las flechas indican presencia de fragmentos de ADN,
sefialadas con la cabeza de flecha. Se observan en mayor nimero después de la terapia.

Tabla 2. Degradacién del ApN evaluada por electroforesis en células bucales antes y después del
tratamiento de ortodoncia fija

Variable Antes del tratamiento Después del tratamiento ~ Valor de p
n=51 n=51

Presencia de degradacion 23/51 (45%) 45/51 (88%) 0.002*

Ausencia de degradacion 28/51(55%) 6/51 (12%)

* Prueba estadistica de McNemar p<0.05 muestra significancia estadistica

El analisis del dano oxidativo al ADN se evalud por la cuantificacion de la molécula de 8-OHdG
en las muestras de ADN extraidas de células epiteliales bucales. Los datos, los cuales indican el
promedio de los valores antes y después de un afio de tratamiento, muestran un incremento
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de la oxidacion del ADN estadisticamente significativo después de un afio de tratamiento al
comparar los promedios (Tabla 3).

Tabla 3. Niveles de 8-OHdG en ADN extraido de células epiteliales bucales antes y después de un afio
de tratamiento de la ortodoncia fija

Nivel de 8-OHdG ng/mL Antes del tratamiento Después del tratamiento Valor de p
Media * desviacion estandar 5.80.49 136 1.2 0.04*

Prueba de T para muestras relacionadas p<0.05 muestra significancia estadistica

DISCUSION

En nuestro estudio evaluamos el dafio oxidativo en el ADN antes y después de la aplicacion del
tratamiento de ortodoncia fija. Los pacientes presentaron en su mayoria Maloclusion Clase |,
coincidiendo con los reportes de prevalencia en el mundo y en América que ubican este tipo de
Maloclusion en primer lugar™. Respecto a la frecuencia de mn, los datos son similares al reporte
de Flores-Bracho et al.’®, en el que demuestran incrementos en la frecuencia de mN después de
4 afios del tratamiento, mientras que difieren con el informe de Goncalves et al.?°en el cual no
se detectan dafios después de 1 afio de tratamiento. En ambos estudios utilizaron brackets de
acero inoxidable de la marca Morelli Sorocaba Sp® Brasil, y exploraron largos tiempos poste-
riores a la colocacién del tratamiento. Pero las diferencias observadas en los resultados entre
ellos pueden deberse principalmente a la amplia diferencia en los tiempos en que se evalud el
dafo. También, las diferencias podrian ser por requerimientos especificos de la fuerza mecanica
que se ejerce durante el tratamiento en los pacientes, que participan tanto en la alteracion del
ambiente como en el dafio al AbDN?".

En relacidon con la degradacion del Abn analizado por electroforesis, se detect6 un incremento
dos veces mayor después de un afio de la colocacion del tratamiento. El ensayo de electrofo-
resis presenta baja sensibilidad, en comparacién con estudios en la literatura que analizan la
degradacion principalmente mediante el analisis de electroforesis en gel en células individuales
o ensayo de cometa, una técnica descrita como de las mas sensibles?>?5, Fernandez-Mifiano
et al.® compararon el antes y después de un mes de aplicacion de la terapia, y demostraron dafo
en el ADN con materiales de acero inoxidable, titanio y niquel. Faccioni et al.* reportan dafio en
células epiteliales bucales de pacientes con terapia de ortodoncia fija con diferentes metales por
un periodo de 2-4 afios al compararlos con poblacién sin ortodoncia, pero no evalian el antes
y después en la misma poblacién. En contraste, otros autores utilizando la misma técnica de
ensayo de cometa para evaluar el dafio, no describen cambios después de realizar evaluaciones
luego de 10 y 30 dias, y hasta 6 meses de aplicacion del tratamiento de ortodoncia con el mismo
tipo de metales?>?. Aunque la discrepancia en los resultados se puede explicar por la variacion
del tiempo analizado, también podria ser por las ligeras diferencias en concentraciéon de metales
que derivan de la variacion de las marcas de materiales. Lo anterior se respalda por reportes
como el de Buljan et al.® que han evidenciado diferente grado de dafio en cultivos de fibroblastos
gingivales de ratén cuando son expuestos a diferentes materiales ortoddnticos como ceramica
y metal. De igual forma, Loyola-Rodriguez et al.?’ evidenciaron dafio diferente en fibroblastos
gingivales humanos por exposicion a diferentes marcas y materiales de brackets.

Nuestro estudio detectd un incremento del nivel de 8-OHdG de alrededor de 2 veces mas
después de un afio de colocacion del tratamiento. Los cambios en los valores detectados de
8-0HdG son similares a los descritos por otros autores que analizaron células de fibroblastos
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de raton después de 48 horas de exposicion a diferentes materiales utilizados en ortodoncia
incluyendo acero inoxidable, ceramica y poliuretano, al compararlos con fibroblastos no ex-
puestos®. Asimismo, en estudios in vivo se detectaron incrementos de 8-OHdG alrededor de
1.5 veces mas en la saliva de nifios después de 1y 3 meses del tratamiento de ortodoncia con
metales™. Sin embargo, hay autores que empleando tratamiento con metales no detectaron
cambios en los niveles de 8-OHdG en muestras de saliva y liquido crevicular gingival antes y
después de 6 meses de tratamiento'. De modo semejante, Esenlik et al.’?, empleando metales
en el tratamiento no evidenciaron cambios en los niveles de 8-OHdG en tiempos cortos de 4-5
h y 7 dias post-tratamiento. La variacién de los resultados entre estudios se puede justificar
tanto por los diferentes tipos de muestras analizadas, asi como por los distintos tiempos de
examinacion posterior a la terapia de ortodoncia. Consideramos que la variacién en la toma de
muestra es fundamental ya que la saliva y el liquido crevicular gingival, pudieran tener menor
concentraciéon de metabolitos que el analisis directo de células epiteliales bucales, porque los
fluidos reflejan productos derivados del epitelio celular.

Respecto al tiempo de exposicion con metales, estudios recientes de un metaanalisis
demuestran que la maxima liberacion de metales ocurre después de un mes de iniciado el tra-
tamiento y decrece después de dos y tres meses del tratamiento?®, y en concordancia los niveles
de dafo al ADN son mayores en los primeros meses de tratamiento?®. Nuestro grupo reportd un
trabajo previo evaluando dafio al AbN mediante analisis de electroforesis capilar de fragmentos
obtenidos por reaccion en cadena de polimerasa de secuencias cortas repetidas en tandem
(STRs) en tiempos menores (3 meses después del tratamiento). Se detectd degradacion del AbN
y pérdida de la estabilidad, aunque los datos no fueron estadisticamente significativos®°. Por lo
anterior, consideramos que el dafo al AbN se debe a muchos factores que incluyen la liberacion
de metales, el dafio derivado de inflamacién y el estrés ocasionado por la fuerza mecanica que
se ejercen en la ortodoncia?’, o por el cambio del ambiente bucal ocasionado por la microbiota
bacteriana que incrementa cominmente durante el tratamiento de ortodoncia por la dificultad
de la higiene y los efectos irritativos de los materiales®’.

Los resultados presentados aqui se ponen en consideracion para los ortodoncistas, ya que la
mejora continua de los materiales utilizados en el tratamiento y los tiempos de la duracion del
mismo pueden contribuir a disminuir el dafio al ADN que se origina durante el tratamiento or-
todontico. El problema maloclusivo inicial y las condiciones particulares de cada paciente seran
siempre prioridad para el especialista de ortodoncia que determinara las técnicas, tiempos,
materiales entre otros factores que definiran el tratamiento de paciente.

CONCLUSIONES

Los resultados presentados aqui demuestran dano en el AbN. Por ahora, hay estudios que estan
evaluando niveles de enzimas antioxidantes que pudieran indicarnos si el dafio oxidativo se esta
contrarrestando y es detectado como un proceso de adaptacion bioldgica.
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