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Introduccidén

Las reacciones alérgicas de contacto intraoral son entidades escasamente entendidas
y poco identificadas de otras patologias que pueden ocurrir en la mucosa oral. Estas
reacciones alérgicas se atribuyen con frecuencia a materiales de uso odontoldgico,
siendo la amalgama el mas comun.'? El individuo puede sensibilizarse por contacto
con uno o varios materiales en un periodo de dias, aunque las manifestaciones clinicas

pueden no aparecer hasta tiempo después.

Desde hace muchos afios en ortodoncia se utiliza cotidianamente la aparatologia
metalica, no obstante, el contacto de esta con los tejidos y mucosas por largos periodos

sugiere la presencia de alergias por contacto.

Por otro lado, la naturaleza premaligna que pueden tener las lesiones liquenoides
como el Liquen Plano Oral (LPO) es indeterminada y controvertida, esto se debe
principalmente a la inconsistencia en los criterios de diagndstico clinico e histolégico
utilizados para diferenciar los casos de liquen plano oral de las reacciones liquenoides
u otras lesiones que causan displasia intraepitelial con alta transformacion
potencialmente maligna y aunque esto ha sido regularmente reportado en la literatura
algunos autores lo cuestionan.® Las reacciones liquenoides orales son posiblemente
las més propensas a desarrollar una transformacion maligna en comparacion con las

lesiones LPO clasicas, es por ello la importancia de valorar la frecuencia de éstas.

Por su parte, en el medio odontoldgico, el andlisis de los cambios en las células de la
mucosa oral a nivel de su nucleo, es un método seguro, econémico Yy no invasivo para
obtener células bucales exfoliadas y estudiar las caracteristicas que se presentan bajo

distintas condiciones patolégicas.

Por tanto, se debe considerar que el uso de aparatologia ortoddncica fija metalica,
arcos, ligadura metalica, bandas ortoddncicas, dispositivos de anclaje, etc., conlleva la
acumulacion de iones metalicos en diferentes tejidos orales. Estas condiciones son
motivos suficientes para proponer investigaciones sobre exposicion y bioacumulacion

de metales en la cavidad oral, pues esto podria implicar un efecto genotéxico.



Teniendo estas consideraciones, el seguimiento bioldégico en personas con exposicion
0 potencial de riesgo, es una herramienta util que posibilita evaluar el riesgo genético

proveniente de exposicion a diversas sustancias quimicas.*

El test de micronucleos (MN) y anormalidades nucleares (AN) en mucosa bucal,
mediante la observacién al microscopio de la morfologia de células epiteliales bucales
exfoliadas, estima el dafio genético a través de la proliferacion, diferenciacion y muerte
celular. Algunas ventajas relevantes de esta prueba. la hace ser bien aceptada por los
pacientes, es rapida, sencilla, econdmica, minimamente invasiva y relativamente
indolora.®



|. Antecedentes

Desde 1937, los micronucleos son un marcador para el dafio del genoma en la etapa
de iniciacion.® En la literatura actual, hay pocos estudios de la frecuencia de
microntcleos en pacientes con lesiones liguenoides, Buajeeb et al.” encontré aumento

significativo en la frecuencia de MN en pacientes con LPO.

El LPO es una enfermedad inflamatoria crénica que implica la agresion linfocitica
dirigida a la capa basal de la mucosa oral. La complicacion mas importante del liguen

plano oral es la probable transformacién maligna.®

Por otro lado, en el caso de pacientes bajo tratamiento de ortodoncia con aparatologia
fija, la literatura incluye estudios in vivo e in vitro que documentan la corrosion de los
aparatos de ortodoncia.®1° Se ha informado que los iones metalicos presentes en

materiales de estos tratamientos, son absorbidos por los tejidos orales adyacentes.!

La corrosién de las aleaciones, proporciona iones libres que afectan los tejidos
circundantes. Como sefial6 Wataha,? la corrosion de una aleacion es de fundamental
importancia para su biocompatibilidad porque la liberacion de ciertos elementos podria
tener efectos bioldégicos adversos como toxicidad, alergia, mutagenicidad y
carcinogenicidad. Existe poca evidencia de que los elementos liberados en la fundicion
de las aleaciones metalicas de materiales odontolégicos contribuyan
significativamente a una toxicidad sistémica, sin embargo, los bajos niveles cronicos
de iones metalicos pueden alterar el metabolismo celular y la morfologia, y producir
inflamacion e incluso inestabilidad del ADN.10:13-17

La literatura incluye muchos informes sobre la posible asociacion entre reacciones
alérgicas y materiales dentales restaurativos.'® La mayoria de éstos refieren la
asociacion entre materiales dentales metalicos y reacciones alérgicas de la mucosa
oral. Los problemas mas comunes de la exposicion local a los materiales restaurativos

son reacciones inflamatorias locales debido a sus efectos toxicos, irritantes o alérgicos.



1. Lesiones liguenoides

La reaccion liquenoide bucal es una forma de respuesta inmune tardia causada por
hipersensibilidad en la mucosa bucal, es definido como lesiones eruptivas en cavidad
oral con etiologia identificable, que histolégica y clinicamente se parece a un liquen

plano oral.?

El término Reaccién Liquenoide Oral (RLO) o lesion liquenoide oral fue acufiado por
Fine en 1982 y se utiliza para describir lesiones que afectan la cavidad oral, cuya
etiologia, es identificable y clinica e histolégicamente son similares al liquen plano

oral.*®
a. Etiologia

Puede estar relacionada con factores locales como hipersensibilidad en la mucosa
bucal por incompatibilidad con materiales odontolégicos con los tejidos bucales. Estan
descritos casos de sensibilizacion de contacto al niquel, oro, cobalto, pero rara vez se
desarrolla alergia de contacto intraoral, en su caso se atribuye a materiales de uso
odontoldgico 2°y en menor medida a materiales no metalicos como resinas acrilicas
de la base de protesis, a resinas HEMA, bis GMA, al metilmetacrilato de los composites

dentales, metilmetacrilato de coronas provisionales acrilicas. & 2°

Otro factor etiologico puede ser una respuesta a factores medicamentosos, los mas
reportados en la literatura, asociados a esas lesiones liguenoides son:
antihipertensivos (Propanolol y Metildopa), diuréticos (Furosemida), antipsicoticos

(Fenotiazinas), 2°

Sin embargo, la etiopatogenia no es clara, se postula una reaccion inmunopatoldgica
a varios factores, como lo es una reaccion alérgica a diversos materiales dentales; el
desencadenante, entre otros, puede ser una enfermedad sistémica como un lupus

eritematoso o una estomatitis alérgica°.



b. Clasificacion

Desde que se propuso este concepto se han descrito estas lesiones en respuesta a

multitud de desencadenantes, y engloban varias afecciones clinicas. Van der Waal

actualizé la clasificacion de las RLO y diferenci6 4 tipos 2%

Lesiones liguenoides orales de contacto (LLOC). Resultado de estomatitis
alérgica de contacto, de ellas la mas comun es por amalgama de plata.
Reacciones liguenoides orales a farmacos (RLOF). Son lesiones orales y/o
cutaneas en asociacion temporal con la ingesta por farmacos.

Lesiones liguenoides orales relacionadas con la enfermedad de injerto
contra hospedador (LLOEICH).

Lesiones liquenoides orales no clasificables, similares al LPO, pero carentes

de algun aspecto clinico caracteristico, como la bilateralidad.

Es importante realizar el diagndstico diferencial de la patologia liquenoide, de entre las

siguientes patologias?'®;

Liquen plano oral (LPO)

Reacciones liguenoides orales (RLO)

Lesiones liguenoides orales de contacto (LLOC)
Reacciones liquenoides orales a farmacos (RLOF)
Lesiones liguenoides orales no clasificables
Enfermedad de injerto contra hospedador (EICH)
Estomatitis liguenoide /estomatitis venenata)
Liguen plano penfigoide (LPP)

Pénfigos / Penfigoides

Lupus eritematoso discoide

c. Manifestaciones Clinicas

Desde el punto de vista clinico, las lesiones pueden presentarse con amplia gama de

caracteristicas clinicas, desde placas blancas, estrias, polimorfas, erosivas, reticulares

a lesiones eritematosas o erosionadas, ulcerativas y vesiculosas, unilaterales y



asimétricas.?® Los sintomas reportados son ardor, prurito, dolor o gusto metalico 23
(Fig. 1).

Fig. 1. Lesion liguenoide paciente femenina de 17 afios por aparatologia ortodoncica
Fuente: Directa

d. Diagnéstico clinico y diferencial

El diagnostico de esta patologia es dificil, debido a la semejanza histopatologica y
caracteristicas clinicas con el liquen plano oral y otras patologias de la mucosa oral

con caracteristicas liquenoides?®.

Varios autores establecen caracteristicas de bilateralidad y simetria de las lesiones en
LPO, diferenciando lesiones Unicas, asimétricas y focales en las RLO. Otra
caracteristica clinica diferencial reportada podria ser la ubicacion; se observa mayor
prevalencia de RLO en mucosa labial y paladar, siendo estos sitios mas atipicos en el
LPO* (Fig. 2).

Fig. 2. Lesion liquenoide forma estriada Fuente: Ditrichova, S. Kapralova, M. Tichy et al.
Oral lichenoid lesions and allergy to dental materials Biomed Pap 2007, 151(2):333—-339.



Las lesiones liquenoides se consideran manifestaciones raras y son relevantes para el
diagnéstico diferencial en el grupo de las leucoplasias bucales,?* particularmente en
relacion al liquen plano, pues presentan las mismas caracteristicas clinicas e

histopatoldgicas.

Histopatologicamente la biopsia de la lesion reporta presencia de epitelio escamoso
con acantosis irregular, marcada espongiosis, focos de paraqueratosis, en el estrato
coérneo presencia de exocitosis de elementos linfocitarios. Muestra en el estroma
subyacente, infiltrado inflamatorio crénico de tipo linfocitario distribuido discretamente
en banda, con afectacion del estrato basal. La histopatologia contribuira a diagnosticar

displasia epitelial o carcinoma de células escamosas?®.

Al igual que cualquier otra patologia, para un correcto diagndéstico, se requiere la
inclusion de datos clinicos, detalles de la anamnesis; en el caso de las lesiones
liquenoides, se pueden utilizar una prueba de contacto con compuestos alérgenos

especificos (patch test), que por si solo no constituye el diagnéstico definitivo.1°

e. Tratamiento

El tratamiento consiste en reconocer y eliminar el agente causal, favoreciendo la
curacion de las lesiones.?® Hay casos de resolucion espontanea, lo que sugiere que
no siempre existe una relacion causal tan clara. La utilizacion de laser de baja
intensidad en la region de la lesion liquenoide y de corticoides topicos puede contribuir

para acelerar la reparacion del tejido local.?’

2. Caracteristicas de la mucosa bucal

La mucosa bucal, esta constituida por tejido epitelial, tejido conectivo y la membrana

basal:



e Tejido epitelial estratificado plano no queratinizado. Es la capa superficial, la

cual consta de 40-50 capas de células gruesas, de las cuales solo las células

basales tienen la capacidad de proliferar, al migrar a la capa superficial, las células

experimentan diferenciacion progresiva y las células exfoliadas aplanadas se

vierten continuamente en la cavidad oral. Este epitelio se renueva rapidamente, en

tiempo aproximado de 21 dias.?8-2°

e Tejido conectivo (ldmina propia o corion), capa subyacente.

e Membrana Basal, esta se encuentra entre el tejido epitelial y el conectivo, ondulada

debido a la disposicién de papilas del corion y crestas epiteliales, algunas de las

funciones que tiene esta membrana, es la nutricién entre el epitelio y el conectivo

vascular, y promueve la division celular del epitelio?®.

a. Tipos de mucosa oral

De acuerdo a su localizacion y funcién se clasifica en:

Mucosa de revestimiento: Presente en paladar blando, cara inferior del labio,
vientre de la lengua, piso de boca y mejillas. Lo que proporciona funcion de
proteccion. Es distensible, se adapta a la contraccion y relajaciéon de las
mejillas, labios y lengua, asi como a los movimientos del maxilar inferior,
producidos durante la masticacion. El epitelio es plano no queratinizado, el
corion laxo o semilaxo y tiene una submucosa bien definida. *°

Mucosa masticatoria: Presente en encia insertada y paladar duro, se
encuentra expuesta directamente a fuerzas internas y al impacto masticatorio.
Esta fija al hueso y no es distensible. El epitelio es queratinizado o
paraqueratinizado, corion semidenso o denso y carece de submucosa.*°
Mucosa especializada: Presente en la cara dorsal de la lengua, alberga
botones gustativos intraepitelales, por lo que su funcion es sensitiva, destinada
a la recepcion de los estimulos gustativos.3° Es integrada por dos capas de
tejidos, que embrioldgica y estructuralmente son diferentes: una capa externa
constituida por tejido epitelial y otra capa subyacente de tejido conectivo

(lamina propia o corion); ambas estan unidas por la membrana basal.°
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b. Tejido Epitelial

Los epitelios de la cavidad bucal se dividen en queratinizados y no queratinizados, por
la presencia o ausencia de queratina, dependiendo si superficialmente estan
protegidos o0 no por esta capa cornea o queratina; se nombra ortoqueratina cuando las
células son anucleadas y paraqueratina si tienen nucleo, lo mas prevalente en cavidad
bucal, es que los epitelios sean paraqueratinizados. Otra caracteristica de los epitelios
es la presencia de capas o estratos y la apariencia que estos presenten; se les
denomina de epitelios planos, por la apariencia de sus capas mas superficiales. Otro
calificativo es el de descamativo, describe el alto indice de renovacion celular, este es
un proceso constante, las células “viejas” descaman y son reemplazadas rapidamente.
Por lo tanto, el epitelio de la mucosa bucal es plano, estratificado y descamativo,

pudiendo ser también queratinizado.

e Epitelio plano estratificado queratinizado: Integrado por 2 tipos de
poblaciones celulares: la poblacion intrinseca, y extrinseca. La poblacion intrinseca
es formada por los queratinocitos, estos integran el 90% de esta poblacion, que
ademds es propia del epitelio. La poblacion extrinseca, esta formada por células
permanentes que representan el 9% de la poblacién celular del epitelio y una
poblacion transitoria que representa el 1% y es de origen ajeno al epitelio (Figura

3) '31—32
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Estratocdrneo

Estratogranuloso

J1

Estrato espinoso

Estrato basal

Fig. 3.
Epitelio plano estratificado queratinizado
Fuente: Alonso A. Identificacion de micronicleos y anormalidades nucleares en mucosa bucal de nifios expuestos
y no expuestos a plaguicidas [Tesis Maestria]. México: Universidad Autbnoma del Estado de México; 2015.

Los queratinocitos, migran desde las capas profundas hasta la superficie, sufren
mitosis y citodiferenciacion. Una vez terminada la mitosis, los queratinocitos pueden
permanecer en la capa basal o bien, pueden dividirse huevamente antes de emigrar
hacia el exterior, para transformarse en una célula especializada. Durante la
citodiferenciacion sufren cambios morfolégicos y bioquimicos para convertirse en una
escama eosindfila queratinizada (anucleada), posteriormente esta se descama y cae

al medio bucal.3!

Los queratinocitos del epitelio bucal se distribuyen formando cuatro capas o estratos:

Basal o germinativo, espinoso, granuloso y corneo.

La poblacion epitelial queratinocitica de la mucosa oral se renueva permanentemente.
Las células que se descaman en la superficie y las que se forman por mitosis en la
capa basal contribuyen a mantener un equilibrio biolégico, manteniendo una poblacién
celular constante.33 Este ciclo de renovacion celular tiene una duracién aproximada de
10 a 14 dias. El nimero de unidades epiteliales proliferativas por mm? es de

aproximadamente 140,066.
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El tiempo de renovacién de las células de la poblacién epitelial, esta influenciado por
factores hormonales, procesos inflamatorios, citoquinas que la inhiben y nivel de
queratinizacion. El desarrollo final de diferenciacion queratinocitica que lleva a la

descamacion, es un proceso asociado a la apoptosis queratinocitica.

eEpitelio plano estratificado paraqueratinizado: tiene caracteristicas similares al
gueratinizado a nivel de las capas basal, espinoso y granuloso; el estrato granuloso
estd poco desarrollado. Existe diferencia en los elementos celulares del estrato
corneo superficial, donde se conservan sus nucleos y algunas organelas celulares
parcialmente lisadas, hasta su descamacion. Los nucleos se observan picnéticos con
cromatina condensada (Figura 4).
eEpitelio plano estratificado no queratinizado: su caracteristica diferencial es que
no produce la capa superficial cérnea y, ademas, carece del estrato granuloso
(Figura 4)32,

Nucleos picnéticos

Estrato <comeo> o
] paraqueratinizado

j Estratogranuloso

:| Estratoespinoso

j Estratobasal

77/7 @/ = - \ Q ;_\@."__]_ Tejido conectivo

:l Estrato superficial

:| Estrato intermedio

j Estrato basal

) s - © R =8 f Tejido conectivo
= 57 ks =t 3
B) =

Fig. 4 A) Epitelio plano estratificado paraqueratinizado
B) Epitelio plano estratificado no queratinizado
Fuente: Alonso A. Identificacién de micronucleos y anormalidades nucleares en mucosa bucal de nifios expuestos

y no expuestos a plaguicidas [Tesis Maestria]. México: Universidad Auténoma del Estado de México; 2015.
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Conocer la estructura y conformacién de la mucosa, es basico, para establecer, con
claridad, como se desarrollan las principales enfermedades que afectan a dicha region
y, de ese modo, comprender su histogénesis para realizar un mejor diagnostico y

tratamiento.

Ya que cada una de estas estructuras: el epitelio de revestimiento, el tejido conectivo
del corion y la submucosa, las estructuras nerviosas y vasculares de la mucosa de la

cavidad bucal, se alteran en diversos procesos patolégicos.

Neoplasias tumorales benignas y malignas, se producen por la proliferacion
irreversible, incontrolada y autonoma de las poblaciones celulares del epitelio y tejido
conectivo. La importancia de la mucosa bucal como barrera protectora ante
potenciales agentes neoplasicos que, al ser metabolizados, generarian multiples
metabolitos reactivos; protegiendo asi al resto del organismo, de que estos metabolitos
penetren a otros 6rganos. Por otra parte, la mucosa oral, es susceptible a sufrir dafio
en el ADN, esta condicion es relevante debido a que el 95% de los canceres de la

cavidad bucal son carcinomas escamosos o epidermoides.33

Debido a su accesibilidad, las células epiteliales orales son un objetivo atractivo en
biomonitoreo. Permite la evaluacion del dafio genético causado por habitos, estilo de
vida, exposicion a contaminantes ambientales, procedimientos médicos, efectos de
nutrientes, etc. La citologia exfoliativa, surgid tomando ventaja de la propiedad
descamativa de los epitelios estratificados, es un método auxiliar diagnostico

importante de ciertas patologias, tanto de naturaleza neoplasica, como inflamatoria.

El citodiagnéstico consiste en la evaluacion de las caracteristicas de las células
descamadas mediante un extendido celular. Las células normales exfoliadas de la
cavidad bucal, son faciles de identificar y tienen escasas variantes condicionales a la

zona de donde se descaman.?’
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3. Implicaciones toxicolégicas derivadas de la liberacion de metales a partir de

aparatologia ortoddncica

El uso de aparatologia ortodoncica metalica fija implica acumulacién de iones
metalicos, principalmente de niquel (Ni) en saliva, hueso alveolar y tejido gingival.
Estos reportes son fundamentos suficientes para realizar investigaciones sobre
bioacumulacién y exposicion de metales en el medio oral. Especificamente hablando
del Ni, los dafos que a nivel celular se generan con pocas concentraciones de este,
podria representar una amenaza para la integridad de los tejidos orales y deberia
alarmar a los odontélogos sobre su uso en la practica clinica. ElI metal mas
comunmente descrito y que es de especial interés para producir reacciones en la
mucosa oral es el Ni, por sus efectos citotoxicos, mutagénicos y carcinogénicos y que

es comuUnmente usado en los tratamientos de ortodoncia.?’

Las bandas de ortodoncia, los brackets, arcos y los alambres estan hechos
universalmente de acero inoxidable austenitico que contiene aproximadamente 8-12%
de Niy 17-22% de cromo (Cr). Estos elementos le dan al acero inoxidable ductilidad y
resistencia a la corrosion.32:34-35 Dado que el entorno oral es particularmente ideal para
la biodegradacion de metales debido a su propiedades ibnicas, térmicas,
microbiolégicas y enziméticas, el nivel de la exposicion del paciente a los productos de
corrosion de estas aleaciones podria ser expresado. La velocidad de corrosion esta
influenciada por distintos factores, como la composicion del material, el entorno

guimico y térmico, el area superficial y el grado de suavidad de la superficie, etc.3¢

Se estima que 4.5-28.5% de la poblacion tiene hipersensibilidad al Ni, con mayor
prevalencia en mujeres.3* Se ha demostrado que el nivel del Ni en la saliva y el suero
aumenta significativamente después de la insercion de aparatologia fija de ortodoncia.
El Ni es el metal que mas comunmente causa dermatitis de contacto en ortodoncia,
con mas casos de reacciones alérgicas que todos los demés metales combinados.
Una vez establecida la hipersensibilidad, todas las superficies de la mucosa oral

pueden estar involucradas.®’
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En cuanto a la evidencia de Ni en la saliva, Ousehal y Lazrak,3 evaluaron niveles de
este elemento en saliva, en pacientes con aparatologia ortoddncica fija mediante
espectrometria de masas, antes, durante y 8 semanas después de la colocacion de
esta. Los resultados sefialaron aumento significativo en los niveles de Ni justo después

de la insercion del arco de Ni-titanio.38

Las probables implicaciones para la salud humana, que podrian originarse de la
liberacién de iones metalicos a partir del uso de materiales ortoddncicos, es un tema
de gran atractivo cientifico. Sin embargo, la mayoria de investigaciones in vivo que han
evaluado la liberacion de iones metdlicos a partir de dichos materiales, concluyen que
las concentraciones alcanzadas son menores a la ingesta dietética diaria,® tales como
la ingesta diaria tolerable (IDT) establecida para el Ni de 2,8 pg/kg peso corporal /dia

o la ingesta maxima estimada para el Co (0,039 mg/dia) (EGVM).

Por otra parte, se debe tener en cuenta que, la concentracion requerida para
producirse un efecto adverso local, puede ser mucho menor que las concentraciones
requeridas para causar efectos sistémicos. Se ha constatado que diversos cationes
metalicos liberados a partir de materiales metalicos pueden provocar alteraciones
biolégicas de importancia (sintesis ADN, actividad fosfatasa alcalina, etc.) a
concentraciones bajas, que sistémicamente no son citotoxicas.*? La respuesta de cada
persona a la liberacion de elementos metalicos, va a ser diferente dependiendo de la
cantidad, naturaleza de estos y factores locales. La liberacion de componentes
metalicos puede desencadenar una reaccion alérgica, de forma que los tratamientos

en ortodoncia dan lugar a reacciones de hipersensibilidad.4!

Para entender mejor las reacciones biolégicas ante el uso de los diversos materiales,
el cirujano dentista debe conocer los conceptos de biocompatibilidad, toxicidad, alergia
e hipersensibilidad, a fin de comprender las condiciones de pacientes que presentan

cambios en el sistema inmunoldgico.*

La biocompatibilidad se produce cuando los tejidos entran en contacto con un
determinado material y no manifiestan ningun tipo de experiencia toxica, irritante,

inflamatoria, alérgica o de fondo mutagénico o carcinogénico.*? La ocurrencia de
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cualquier reaccién adversa o efectos perjudiciales causados por una sustancia, 0

material, a un ser vivo se llama toxicidad.*?

La citotoxicidad, o la evaluacién de la toxicidad en un cultivo de células, es un
fendmeno in vivo complejo, el cual puede manifestar un amplio espectro de efectos,
desde una simple muerte celular hasta aberraciones metabdlicas, en las cuales no

ocurre muerte celular.*3

La genotoxicidad evalla el dafio al ADN y es, generalmente, utilizada como auxiliar en
la investigacion de potenciales agentes beneficiosos o perjudiciales.*° Las reacciones
de hipersensibilidad son desordenes que se originan en una respuesta inmune que se
vuelve exagerada o inapropiada, ocasionando lesiones sobre células o tejidos
normales del organismo, mientras que la alergia significa una hipersensibilidad
especifica adquirida del sistema inmune, tanto de una fuente exdégena como

endogena.*
4. Evaluacién del dafio genotdxico

Los biomarcadores se utilizan en medicina y toxicologia para ayudar en el diagnéstico,

estratificacion de la enfermedad, asi como para la evaluacion de riesgos.

Los agentes genotoxicos son definidos como cualquier sustancia, material o producto
guimico que darfie el ADN celular, provocando alteraciones funcionales o estructurales,
tanto en células germinales como sométicas, afectando negativamente la integridad

del material genético.*>6

Cuando la afeccidn se produce en las células soméaticas, pueden provocar alteraciones
funcionales fisioldgicas o metabdlicas, originando un crecimiento celular desordenado
y excesivo, ademas puede causar envejecimiento prematuro y/o enfermedades

vasculares.47:30

Si la afeccion se origina en las células germinales, las alteraciones son heredadas a la
subsecuente generacion y siendo causa de enfermedades genéticas, y problemas de

fertilidad, en personas expuestas a agentes toxicos.*®
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a. Biomarcadores de dafio genético

El biomonitoreo humano nace ante la necesidad de evaluar la poblacién en potencial
riesgo, por exposicién a agentes toxicos. Este, se dividen en tres grupos: el primero
para definir la exposicion a agentes carcinégenos (biomarcadores de exposicion), el
segundo para mostrar efectos bioldgicos en el tejido objetivo (biomarcadores de
efecto), y el tercero para dar informacion sobre la susceptibilidad individual
(biomarcadores de la susceptibilidad).*

El uso de biomarcadores que detectan los efectos por exposicion a agentes
carcinogenos, figura como una herramienta util en la evaluacién de riesgo laboral,
ayudando a tomar medidas para disminuir o evitar la exposicion a agentes toxicos, en
el caso de que los efectos sean reversibles, el monitoreo puede ayudar a disminuir el

riesgo de desarrollar enfermedades degenerativas, cancer y envejecimiento precoz.*®
50

b. Biomarcadores de efecto

Los estudios pueden realizarse a personas expuestas a genotoxicos, permiten detectar
efectos tempranos y pueden agruparse en estudios citogenéticos, moleculares y

bioquimicos.

Hay poca literatura de investigaciones in vivo sobre la genotoxicidad de los materiales.
Los ensayos mas usados en la evaluacion de la genotoxicidad, y que son considerados
como biomarcadores adecuados para evaluar dafio en el ADN celular son: el ensayo
o test de micronucleos (MN) que mide lesiones en los cromosomas, y el ensayo
cometa, que mide roturas de las bandas simples o dobles del ADN. El uso combinado
de ambos ensayos, es considerado muy benéfico, ya que aportan caracteristicas

complementarias.>!

Existen otros estudios citogenéticos como son:. el ensayo de aberraciones

cromosomicas (AC), y el ensayo de intercambio de croméatidas hermanas (ICH).*°
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c. Ensayo de micronucleos (MN):

Fue propuesto y descrito por primera vez en 1983, hasta la época actual continla
alcanzando popularidad y aceptacion como biomarcador de dafio genético, con validez
universal para evaluar la inestabilidad genética causada por agentes genotéxicos, es

practico, econémico, accesible, y rapido.5?

Este ensayo es usado ampliamente en epidemiologia citogenética y molecular, para
estimar la presencia y asi como el grado de dafio cromosémico en poblaciones en
riesgo por exposicibn a agentes genotdoxicos o teniendo un perfil genético
susceptible.>® El marcador de MN tiene ventajas en comparacion con las AC, es mas

simple y consume menos tiempo.

El test de micronucleos es ampliamente usado para clasificar a los agentes como
cancerigenos 0 no cancerigenos, también como herramienta para determinar la
seguridad de muchas sustancias, ademas que genera resultados con un importante
apoyo estadistico.>* Las ventajas y facilidad de la realizacién del test de micron(cleos
posibilit6 su adopcién generalizada a nivel mundial como un test estandar de

genotoxicidad para monitorizar la seguridad de agentes.

Esta prueba puede ser aplicada a células de diversos tejidos ademas de células de la
mucosa oral, como por ejemplo linfocitos de sangre periférica o, proporcionando
informacion sobre el dafio citogenético de tejidos y permitiendo evaluar lugares blanco
de los agentes carcinogénicos humanos donde se podrian desarrollar lesiones
neoplasicas o carcinomas, logrando una toma de muestra suficiente sin causar

incomodidad.%®

Cuando existen alteraciones, algunas de estas se pueden reparar y volver a su estado
normal, pero si no se reparan o0 lo hacen incorrectamente, producen distintas
anomalias, algunas de ellas pueden ser detectadas mediante técnicas moleculares y/o

citogéneticas.

Los MN son pequefios cuerpos extranucleares de masa de cromatina, que se

encuentran cerca del nlicleo principal en las células interfasicas.> Su formacion en las
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células divididas es debido a la rotura de un cromosoma (fragmentos acéntricos sin
centrdmero), consecuencia de una inadecuada reparacion de lesion al ADN (dafio
clastogénico), estos fragmentos al no tener centromero, no se incluyen en los nucleos
de las células hijas durante la division celular, especificamente en la anafase, al no
poderse unir al huso mitético. Estos fragmentos nucleares se rodean de membrana

nuclear y se presentan en el citoplasma como pequefios nucleos.>?

La interpretacion bioldgica de los MN dependera de la region relacionada con la rotura
y del cromosoma(s) que se pierda. Si bien, algunas roturas pueden causar muerte
celular, las aneuploidias, tanto somaticas como germinales se relacionan con
alteraciones genéticas mas graves como cancer, abortos espontaneos, y retraso

mental. 4°

El ensayo de MN tiene la caracteristica que puede llevarse a cabo en estudios in vivo
e in vitro, en diferentes tejidos como vagina, sangre periférica, células de descamaciéon

de la vejiga, mucosa bucal, entre otros.5®
d. Micronucleos del epitelio bucal

La identificacién de MN se puede realizar en cualquier tejido que se divida;® en cavidad
oral, la mejilla es una zona ideal, ya que la recoleccién de las células exfoliadas es
minimamente invasiva, ademas por el tipo de epitelio que es epitelio plano estratificado
no queratinizado, especificamente; los MN presentes en células exfoliadas de tejido
epitelial se forman en el estrato basal, donde se lleva a cabo la division celular, éstas
migran a la superficie en un lapso aproximado de 14 dias. El test de MN, ha probado
ser un método util para la supervision de dafios genéticos en poblaciones expuestas a

toxicos. 32

En la capa basal se localizan las células madre quienes son capaces de mostrar
alteraciones genéticas durante la division celular tales como son los MN. (Fig. 5) Las
células hijas, se diferencian en la capa espinosa y la queratinizada para luego exfoliar

en la cavidad oral y pueden o no incluir MN.#°
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Las células de la mucosa bucal al estar expuestas a la superficie, tienen gran
sensibilidad ante diversas sustancias, pueden afectarse facilmente por agentes
potencialmente dafinos, las células epiteliales no queratinizadas, son mas
susceptibles a los cambios, esto las hace candidatas ideales para detectar dafos, otra
caracteristica importante, es que presentan abundante citoplasma y conservan el

nucleo al momento de exfoliar.>’

L] L}
Células exfoliadas
: Capasde la superficie

Estrato espinoso

7-10 dias para que
las células migren
delacapa basalala
capaqueratinizada
enla superficie

w\\q Capa basal

Los MN se expresanen | | \7\ \ TN,
A las células basales \v;,.," \F. ®
r \ '\\ il I
\\\\'\"‘:'T"\'\‘ﬁ\ .,’%\ ---w*‘.'\’}‘ Tejido conectivo

Fig. 5. Estructura y diferenciacion del epitelio bucal. A) Fotomicrografia de una secciéon de mucosa bucal, muestra
varias capas de células en el epitelio bucal. Epitelio oral estratificado no queratinizado. En la capa basal se lleva a
cabo la division celular, y es donde se original los MN y anormalidades nucleares para luego migrar a la
superficie. B) Esquema de mucosa bucal con las capas celulares. Fuente: Torres-Bugarin et al. 2013

La caracteristica proliferativa del epitelio oral, posibilita que la poblacion celular
mantenga rapida y constante renovacion de tejidos epiteliales. El indicador méximo de
formacion de MN suele aparecer entre 1 y 3 semanas posteriores a la exposicion ante
el agente genotoxico; tiempo requerido para que las células migren desde las capas
basales hasta la superficie del epitelio, posterior a la exposicion al agente, o cese del

tratamiento, los valores de MN descienden.8

El mecanismo de formacion de cada anormalidad nuclear de estas células epiteliales
aun no esta bien establecido y para su identificacion, se usan los criterios establecidos
por Tolbert®? (Fig. 6).
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Fig. 6. Modelo citolégico de MN bucal. Representacion esquematica de varios tipos de células bucales y el

mecanismo de su origen. Fuente: Botognesi et al. 2013

e. Caracteristicas de las anormalidades nucleares:

* Células Normales (CN): El nucleo se observa redondo u oval, uniformemente tefiido,
se diferencian de las células basales porque son de mayor tamafio, y el nicleo es mas

pequefio en relacion al citoplasma. (Fig. 7).

» Célula Micronucleada (CMN): Presenta un nucleo principal y uno o mas estructuras
nucleares pequefias denominadas MN. Un MN es de forma redonda o almendrada y
mide entre 1/3 y 1/16 del tamafo del nucleo principal, tiene la misma intensidad de
tincion, textura, y plano focal que el ndcleo principal. Un MN es un cromosoma
completo o un fragmento, que durante la mitosis no logra integrarse a uno de los

nacleos de las células hijas (Fig. 7).

* Nucleo lobulado o prolongacion nuclear, Broken eggs (NL-BE). La caracteristica
principal es una fuerte constriccibn en un extremo del ndcleo, sugerente de un

incipiente proceso de eliminacion de material nuclear por gemacion, el I6bulo que se
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presenta, tiene las mismas cualidades morfolégicas que el nucleo, pero el tamafio es
de 1/3 a ¥s del nacleo, en 1998 Bhattathiri y colaboradores definen este fenomeno como
gemaciones de material nuclear muy préximas al ndcleo sin una separacion clara de
éste. llamandolas como “Nuclear buds” reconociéndolas como anormalidades
nucleares. Se puede sugerir que los NL no se encuentran asociados a eventos
genotoxicos, aneuploidogénicos o clastogénicos, pero probablemente si estan
asociados a procesos degenerativos en la primera capa de células epiteliales, (estrato

germinativo)?, (Fig. 7).

» Célulabinucleada (BN): Son células con dos nucleos, comunmente estos estan muy
préximos e inclusive podrian hacer contacto, presenta morfologia similar a un nucleo

normal, se forman en la division celular tardia, (Fig. 7).

» Picnosis (PN): Las células se caracterizan principalmente por un nucleo pequefio,
de aproximadamente de 1/3 del nicleo normal, se observa intensamente tefido y con
alta densidad de material nuclear. El significado biolégico es desconocido, pero se
sugiere que estas células son una forma de muerte celular. Se correlaciona con

diferenciacion y maduracién de las células epiteliales (Fig. 7).

» Cromatina Condensada (CC): El nacleo se observa intensamente tefido, con un
patrén nuclear moteado o estriado, con regiones condensadas o cromatina agregada,
es claro que la cromatina se esta agregando en algunas areas del ndcleo, y se esta
perdiendo en otras, algo caracteristico es que la membrana nuclear aparentemente se

encuentra integra (Fig. 7).

» Cariorrexis (CR): Presentan un nucleo con fragmentacién nuclear, que se
caracteriza porque la membrana nuclear se encuentra fracturada o ausente. El
significado biolégico no ha sido probado, pero se sugiere que estas células
probablemente estan pasando por una fase avanzada de apoptosis, (Fig. 7).

« Cariolisis (CL): En estas células la caracteristica principal es que, el nicleo esta

completamente vacio de ADN y por lo tanto estas células no tienen nucleo,
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probablemente representen una fase muy avanzada en el proceso de muerte celular.

(Fig. 7).

Fig. 7. Identificacion de Anormalidades Nucleares Fig. No 1: Célula Normal; Fig. No. 2: Célula micronucleada; Fig.
No. 3: Cromatina condensada; Fig. No. 4: Cariorrexis, Fig. No. 5: Picnosis; Fig. No.6 Binucleada: Fig. No. 7:
Caridlisis: Fig. No. 8 Nucleo Lobulado Fuente: Torres-Bugarin et al. 2013

5. Citologia exfoliativa

Es un procedimiento simple, minimamente invasivo, para evaluar las células epiteliales
descamadas de las superficies mucosas. Este estudio, también llamado frotis
citolégico convencional, originalmente fue creado para la deteccion precoz de células
cervicales malignas, sin embargo, se ha usado en el diagnostico de ciertos tipos de

lesiones orales, principalmente patologias por virus y hongos.>®
En la actualidad, la técnica citologica ha progresado y se han desarrollado nuevas

técnicas, como es la citologia en base liquida, el instrumento de recoleccion (cepillo

citolégico) y la muestra, se transportan y almacenan en un recipiente que contiene un
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liquido conservador. Permitiendo una fijacion inmediata de las células, preparaciones
con abundantes células, dispersas en una monocapa, con fondo claro, esto aumenta
la sensibilidad y la calidad, esta técnica ha despertado un renovado interés como

herramienta auxiliar en el diagnéstico de lesiones de la mucosa oral.>8

a. Tincién de la citologia. Las tinciones, tienen una utilidad fundamental para el
diagnéstico especifico, una evaluaciéon de la literatura muestra que se utilizan
una variedad de tinciones diferentes en los estudios de identificacion de MN®°
desde tincidon de hematoxilina-eosina hasta cualquier colorante basico con alta
afinidad al ADN, como naranja de acridina, Feulgen, orceina, reactivo de Shiff,
DAPI.8% Aproximadamente el 30% de los estudios en células epiteliales utilizan
tinciones inespecificas (Giemsa, May-Griinwald-Giemsa, Papanicolaou y con

menor frecuencia orceina y hematoxilina y eosina)®°.

b. Papanicolaou. Esta tincion pigmenta el nucleo y citoplasma, usa hematoxilina
para tefiir el nicleo de color azul oscuro o violeta oscuro, para tefiir el citoplasma
utiliza conjunto de sustancias que lo colorea en forma diferente segun la
maduracion celular. El frotis citoldgico se tifie generalmente con el método de

Papanicolaou (PAP).

El uso de la tincién de PAP, ha sido controversial para la identificaciéon de MN,
al no ser especifica para tincion de ADN, sin embargo, diversos estudios
recientes lo han utilizado en la identificacion de anormalidades nucleares,
apoyando las ventajas que tiene: procesamiento sencillo, mas facil de leer que
la tincion May-Grinwald Giemsa (MGG), facil de transportar en el campo, la
fijacion con alcohol etilico tiene efecto bactericida, permite la permeabilidad de
los tintes, favorece la adhesion celular a la superficie de vidrio, penetra
rapidamente en la célula y mantiene la integridad morfoldgica, el proceso lleva

menos tiempo, es mas econdémica, comparado con otras tinciones.5%-63
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Il. Planteamiento del Problema

La prevalencia de lesiones liquenoides asociada a pacientes bajo tratamiento de
ortodoncia ha sido poco estudiada, sin embargo, la observacion de otros materiales
diferentes a la amalgama (principal causante de este tipo de lesiones), como son las
resinas, también ha revelado la presencia de lesiones liquenoides, por lo que es
necesario continuar con la busqueda de materiales biocompatibles. Los materiales
basicos de ortodoncia, no estan exentos de esta condicion, teniendo principal interés
en las aleaciones metalicas utilizadas durante el tratamiento, ya que, al estar en un
entorno dindmico como la cavidad oral, estan sujetos a fendmenos de corrosién, esto
tiende a proporcionar componentes que generan reacciones bioldgicas adversas como

lo son las lesiones liquenoides.%465

El ensayo de micronucleos se ha aplicado para mejorar la comprension de algunas
lesiones orales, como liquen plano, cancer oral, asi como para evaluar la
biocompatibilidad de diversos materiales odontol6gicos®*. En la actualidad existen
pocos estudios in vivo de los cambios a nivel nuclear de la mucosa bucal asociados a
pacientes bajo tratamiento ortodoncico, y sin embargo es bien conocido que la

aparatologia metalica, sigue siendo ampliamente utilizado por el area de ortodoncia.

Si los iones toxicos penetran en los tejidos, pueden alterar de forma reversible o
irreversible procesos bioguimicos, provocar diversas lesiones y muerte celular. Como
es el caso de tejidos tegumentarios (piel y mucosas) que responden ante distintos
factores, causando patologia liquenoide. Esta nomenclatura se debe a su aspecto

clinico de forma reticular, semejante al liquen plano.*®

Una concentracion de Ni de 0,78 ng/ml en las células de la mucosa bucal, posterior a
la colocacién de aparatos ortoddncicos, refleja una disminucién en la viabilidad celular
y dafio al ADN en estas células.®® La literatura en la investigacién del cancer y la
toxicologia del metal incluye diversos informes del peligro de varios iones metalicos.
Niy Cr, son abundantes componentes de la mayoria de las aleaciones de ortodoncia,

estos se clasifican como carcin6genos quimicos.®® Los metales no son
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biodegradables, y su liberacion sostenida podria producir toxicidad irreversible, efectos
de acumulacion en los tejidos. Estos resultados indican pues que las exposiciones a
metales contenidos en los aparatos de ortodoncia generan bioacumulacion y cambios,

quizé irreversibles en las estructuras celulares.%®

La reciente percepcion de los mecanismos celulares y moleculares de toxicidad por
metal podria causar cierta preocupacion cuando se trata de aparatologia ortodoncica,
eso se debe a su contacto directo y prolongado con los tejidos orales y su corrosion.®

En algunos pacientes de ortodoncia, la alergia ha sido una reaccion documentada.
Aunque es un problema, la verdadera preocupacion deberia ser la posible citotoxicidad
0, incluso mas importante aun, la genotoxicidad de los aparatos de ortodoncia. El dafio
persistente del ADN puede conducir a mutaciones. En un tejido labil como la mucosa
bucal, la proliferaciéon celular dafiada podria causar muchos defectos célulares.®® La
toxicidad celular también afectara el metabolismo de las células y, a su vez, su funcion

y capacidad de reparacion.
Motivo por el cual surge la pregunta de investigacion:

¢Existe mayor presencia de anormalidades nucleares y lesiones liquenoides en

mucosa bucal de pacientes bajo tratamiento ortoddncico con aparatologia fija?
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Il. Justificacidn

Es importante desarrollar métodos que permitan conocer la frecuencia con que ocurren
reacciones liquenoides en la mucosa oral e identificar los materiales que lo producen,
prestando atencion en otros materiales que no son tan cominmente estudiados, como
son los materiales metalicos usados en ortodoncia, ya que de acuerdo con la mayoria
de los estudios parecen mostrar un alto riesgo de potencial cancerigeno en este tipo

de lesioness.

Actualmente la exposicion a metales contenidos en la aparatologia ortodoncica,
constituye un importante tema de investigacion. Las aleaciones metalicas, al estar en
cavidad oral, siendo este, un medio acuoso, y con constantes cambios, como son
modificaciones de pH salival, cambios subitos de temperatura, flora, etc. puede
generar intercambios idnicos de estas aleaciones metalicas con los tejidos orales;
promoviendo el desarrollo de reacciones adversas en los tejidos, tales como:

bioacumulacioén, alergia, citotoxicidad, y/o mutagénesis?.

Hasta la fecha, se han propuesto una variedad de ensayos en estudios de
biomonitoreo, incluidos los que evaltan las aberraciones cromosémicas en metafase,
los intercambios de cromatidas hermanas, ensayo cometa y la reactivacion de la célula
huésped. Sin embargo, estos métodos suelen ser complejos y requieren mucho
tiempo, de técnicos altamente calificados para leer e interpretar laminillas con
precision. Por estas razones, se han alentado pruebas simples como la prueba de

micronucleos aplicada a células.

Considerando que el 90% de los canceres humanos son de origen epitelial este tipo
de biomonitoreo puede ser un auxiliar importante para la monitorizacion del incremento

de riesgo a cancer. ¢’

Se ha postulado que la exposicion repetida a los citotoxicos puede dar como resultado
una lesion celular cronica, proliferacion compensatoria celular, hiperplasia y finalmente

desarrollo de tumor.%8
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Estudios in vivo permiten la evaluacion de los efectos de los materiales ortoddncicos
metalicos en sus entornos funcionales naturales, al estar directamente en contacto con
los tejidos orales, por lo que el uso de citologia exfoliativa en células de la mucosa oral
parece ser ventajoso. Por dichos motivos es (til realizar una revisién sobre el estado
actual del tema, y promover investigaciones que permitan contribuir en el conocimiento

de esta tematica y sobre todo refiriéndose a estudios in vivo.

La importancia de identificar la presencia de las alteraciones cromosdmicas, puede
contribuir a descubrir efectos tempranos de dafio genotoxico, estos dafios pueden ser
iniciadores de una enfermedad grave, este biomonitoreo puede usarse como una
herramienta efectiva para la prediccion por la exposicion a aparatologia ortodéncica
metdlica, ampliando la informacién que pueda proporcionar una evaluacién para el uso
de materiales ortodoncicos metalicos en la practica clinica, teniendo asi mas

informacion acerca de caracteristicas de esta poblacion.
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IV. Hipotesis
Hipotesis de trabajo

La presencia de anormalidades nucleares y lesiones liquenoides en células de la

mucosa oral es mayor en pacientes con aparatologia fija ortodoncica.
Hipdtesis Nula

La presencia de anormalidades nucleares y lesiones liquenoides en células de la

mucosa oral no se modifica en pacientes con aparatologia fija ortodoncica.
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V. Objetivos
Objetivo General

Determinar la presencia de anormalidades nucleares en células de la mucosa oral en
pacientes con aparatologia fija ortodéncica, mediante ensayo de micronucleos y

cuantificar la presencia de lesiones liquenoides mediante diagndstico clinico.

Objetivos Especificos

e |dentificar la presencia de micronucleos y anormalidades nucleares, antes del
inicio de un tratamiento de ortodoncia.

e Analizar la presencia de micronucleos, anormalidades nucleares y lesiones
liquenoides en la mucosa oral, a los 25 dias, asi como a los 3 meses posteriores

al inicio del tratamiento ortodéncico.

e Describir las caracteristicas de las lesiones liquenoides presentes.
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VI. Materiales y Métodos

Disefio del estudio

Longitudinal — observacional — comparativo.

Tipo de muestreo:

Muestreo no probabilistico, por conveniencia.

Universo: Pacientes de nuevo ingreso de la clinica de ortodoncia de la UAEMex.
Muestra por conveniencia: con 18 pacientes, que reunieron los criterios de inclusion
establecidos.

Unidades de observacién: laminillas con extendidos celulares, fotografias intraorales

y cuestionarios.

» Criterios de Inclusion
» Pacientes sin enfermedades sistémicas.
= Pacientes sin tratamiento de ortodoncia previo.
= Sin obturaciones de amalgama, incrustaciones metdlicas, prétesis removible
0 coronas acero cromo.
» Mucosa oral clinicamente sana.
= Pacientes sin exposicion ocupacional a los metales.
= Sin alergia conocida a joyas, relojes o fuentes de Ni y cromo.

» Pacientes que no consuman ningln medicamento o suplemento alimenticio.

» Criterios de Exclusién
» Pacientes embarazadas.
= Pacientes menores de edad que accedan participar en el estudio, pero que
sus padres no firmen el consentimiento informado o menores de edad que no
den el asentimiento informado.

= Pacientes que no reunan los criterios de inclusion.

> Criterios de Eliminacion
» Pacientes que abandonen el estudio.

= Extendidos celulares con menos de 1000 células.
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Operacionalizacion de variables
Variable dependiente

e Micronucleos y anormalidades nucleares.

e Lesiones liquenoides orales.

Variables independientes

e Tiempo de exposicion al tratamiento de ortodoncia.
e Edad.

e Sexo.

e Antecedentes patoldgicos.

e Antecedentes toxicoldgicos.

e Habitos higiénico-dentales.

e Habitos alimenticios.

e Caracteristicas de las lesiones liquenoides.

En las tablas 1l y Ill se muestran las variables dependientes e independientes.

Tabla Il. Variables Dependientes

Variable Definicién Definicién operacional Tipo de Escalay
conceptual variable Unidad de
medicién
Micronudcleos Cuerpos Conteo de pequefios Cuantitativa  De razones
pequefios, nucleos celulares Discreta
extranucleares adicionales, facilmente 0 - 1000 MN
gue aparecen identificables por
durante el microscopia Optica.
proceso de

divisién celular,
identificables
mediante

microscopia.
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Anormalidades

nucleares

Lesiones
liguenoides

orales

Alteraciones de
morfologia,
tamafio,
densidad y
distribucién de
cromatina del

ndcleo celular.

Lesiones que
afectan la
cavidad oral
con etiologia

identificable.

Célula binucleada:
célula que presenta dos
nacleos.

Nucleo lobulado: el
ndcleo tiene una
constriccién en un
extremo.

Picnosis: célula con
nucleo pequefio,
intensamente tefiido, y
alta densidad de
material nuclear.
Cromatina
condensada: el nucleo
esta intensamente
tefiido, se observan
zonas condensadas de
cromatina.

Cariorrexis: el nicleo
celular se caracteriza
por agregacion de la
cromatina nuclear.
Caridlisis: células
vacias de ADN, no
tienen nucleo.
Lesiones en mucosa
bucal relacionadas con
factores locales por
incompatibilidad de
materiales ortodéncicos

metalicos.
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Cuantitativa
Discreta

Cualitativa

Dicotémica

De razones

0- 1000 AN

BN
NL
PC
cc
CR

CL

Nominal
0=No presenta

1=Si presenta



Variable

Tiempo de

exposicion al

Tabla lll. Variable Independiente

Definicién

conceptual
Tiempo de
tratamiento con

Definicion
operacional
Tiempo al que ha
estado en contacto la

Tipo de

variable

Cualitativa

Escala y unidad

de mediciéon

Ordinal

TO=sin exposicion

tratamiento de ortodoncia. aparatologia Politémica
ortodoncia metalica con los T1= 25 dias
tejidos orales.
T2= 3 meses
Edad Tiempo en afios Afios cumplidos. Cuantitativa  Absoluta
cumplidos del B _
paciente Discreta Afos cumplidos
Sexo Rasgos bioldgicos Femenino Categodrica Nominal
que definen a un ser _ _
hUMano como Masculino Nominal Femenino=0
hombre o mujer. Masculino =1
Ocupacién Tipo de trabajo que Estudiante Categorica Nominal
desempefia el _
paciente Otro Nominal Estudiante = 0
regularmente. Otro= 1
Lugar de Lugar donde habita Urbana Categorica Nominal
residencia el paciente de
manera habitual. Rural Nominal Urbana= 0
Rural =1
Ocupacién de  Tipo de trabajo que Trabajo relacionado Categérica Nominal
la madre realiza la madre del con manejo de
. i Trabajo
paciente. metales. Nominal A
relacionado con
o manejo de
tro. metales =0
Otro =1
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Ocupacion del

padre

Habitos

alimenticios

- Ingesta de

medicamentos

-Ingesta de
vitaminas o
suplementos

alimenticios

Antecedentes
patolégicos
-Enfermedad
sistémica

actual

- Antecedentes
de cancer

Tipo de trabajo que
realiza el padre del

paciente.

Consumo de
medicamentos en el

ultimo mes.

Ingesta de

multivitaminicos

Diagnostico médico
de alguna
enfermedad
sistémica.

Problemas
hereditarios de

cancer.

Trabajo relacionado Categorica

con manejo de

metales.

Otro

Ingesta de
medicamentos en
el dltimo mes antes
de la toma de la

muestra.

Ingesta de
vitaminas o
suplementos en el
Gltimo mes antes
de latoma de la

muestra.

Padecimiento
actual de alguna
enfermedad

sistémica.

Conocimiento de
algun familiar
directo con
diagnéstico de

cancer.
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Nominal

Categorica

Nominal

Categdrica

Nominal

Categorica

Nominal

Categoérica

Nominal

Nominal
Trabajo
relacionado
manejo

metales = 0

Otro=1

Nominal
No =0

Si=1

Nominal
No =0

Si=1

Nominal
No =0
Si= 1
Nominal
No =0

Si=1

con
de



Antecedentes

toxicologicos

- Exposicién a

los metales

- Alergia
conocida a
metales

- Consumo de

tabaco

- Fumador

pasivo

- Consumo

alcohol

Caracteristicas

de las lesiones

liguenoides

- Forma

Contacto con
metales por largo

tiempo.

Reaccioén sistémica
por contacto con

metales.

Ingesta de tabaco
mediante el
consumo de

cigarrillos.

Persona que no
fuma pero esta
sometida al humo
del tabaco de las
personas que fuman

en su entorno.

Ingesta de bebidas

alcoholicas.

Forma clinica de las
lesiones liquenoides

Exposicion a
metales o trabajos
derivados de uso

de metales.

Alergia a joyas de
fantasia, bisuteria,

metales.

Ingesta de tabaco
mediante el
consumo de
cigarrillos

actualmente.

Paciente que no
fuma pero las
personas con las
que convive si

fuman en

convivencia con él.

Ingesta de alcohol
mediante el

consumo de

bebidas alcohdlicas

actualmente.

Reticular

Placa
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Categorica

Nominal

Categorica

Nominal

Categdérica

Nominal

Categorica

Nominal

Categoérica

Nominal

Categorica
Nominal

Nominal

No =0

Si=1

Nominal

No =0

Si=1

Nominal

Si=1

Nominal

No =0

Si=1

Nominal

No=0

Si=1

Nominal
Sinlesién =0
Reticular =1
Placa= 2



- Localizacién

- Nim. de

lesiones

- Tamafio

- Superficie

Lugar donde se

localiza la lesién

Cantidad de
lesiones presentes
en el mismo

paciente

Longitud de la lesion

en milimetros

Descripcion de la
superficie de la

lesion

Mucosa interna de
carrillo derecho
Mucosa interna de

carrillo izquierdo

Mucosa interna de

labio superior
Mucosa interna de
labio inferior.
Unica

Dos

Tres

Cuatro o mas

Menos de 5 mm
Entre 5y 10 mm

Mas de 10 mm

Rugosa
Plana

Ulcerada
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Categorica
Nominal

Cuantitativa

Discreta

Cualitativa

Nominal

Cualitativa

Nominal

Sin lesibn =0

Mucosa interna
de carrillo
derecho=1

Mucosa interna
de carrillo

izquierdo = 2
Ambos carrillos=3
Absoluta

Sin lesion =0
Unica= 1

Dos= 2

Tres=3

Cuatro o mas =4
Nominal

Sin lesion=0

Menos de 5

mm=1

Entre 5y 10

mm=2

Mas de 10 mm=3
Nominal

Sin lesion =0
Rugosa =1

Plana =2



Material

Bata de algoddn

3.8 Its de agua purificada

54 vasos desechables de
plastico nam. 1 marca Bosco

2 cajas de guantes de nitrilo
chicos marca Ambiderm

1 caja de Cubrebocas
Ambiderm

1 paquete con 200 gasas de
tela no tejida, medida 5 x 5 cms.
marca Grupreysa.

60 porta objetos marca Corning
Frosted border 2947C

60 Cubreobjetos marca
Corning 22 x 30 mm

Plumon permanente

Solucién PreservCyt ThinPrep
Estufa bacteriologica

Lapiz con punta de diamante
Caja transportadora de porta
objetos

Canastilla para portaobjetos
Vortex

Centrifuga
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Ulcerada =3

Pipetas de transferencias 3 ml
Tubos falcén 15 ml

Tren de tincion

Solucién gradiente SG-1000
Solucion de adherencia celular
ADS-10

Etanol de 96°

Hematoxilina

0G-6

Etanol absoluto

Xilol

60 Frascos de 6 mi

60 Cepillos citologicos estériles
Microscopio o6ptico Olympus
Bx41

Céamara Axiocam cc 1

Aceite de inmersion

Espejos Intraorales 6b Invent
Germany

Retractores de carrillos
plasticos 6b Invent Germany
Programa estadistico STATA
version 11. INC (Chicago US)



e Metodologia de exploracion

Se realiz6 una revision dental y se seleccionaron a los candidatos que cumplieron con
los criterios de inclusion. Se impartié una platica informativa sobre la importancia,
metodologia del estudio, los participantes incluidos en este estudio y sus tutores
firmaron el consentimiento informado y asentimiento informado, (Anexo 1 y 2). Se
aplicé un cuestionario para registrar ficha de identificacidn, habitos higiénico-dentales,
habitos alimenticios, antecedentes patolégicos y antecedentes toxicologicos. (Anexo
3).

e Procedimiento de citologia exfoliativa
Toma de muestras de células epiteliales exfoliadas de mucosa bucal: Se solicité a cada
participante realizar un enjuague bucal con agua purificada aproximadamente 30
segundos, con la finalidad de eliminar restos de comida que pudieran dificultar la
lectura de las laminillas. Posteriormente con un marcador permanente se rotulo el
recipiente que contenia el vial con el folio correspondiente y la fecha, posteriormente
con el cepillo citolégico se realiz6 un gentil raspado de la mucosa vestibular del
paciente con movimientos circulares, se introdujo el cepillo en la solucion vial, y se
cerr0 herméticamente. Estos fueron almacenados en refrigeracion a 4°C hasta su

procesamiento; en una bitdcora de laboratorio se registré cada codigo de los pacientes.

En los casos que se diagnostico la presencia de lesiones liquenoides, se realizo la
toma de fotografias intraorales del sitio de la lesidn y se registré la descripcion de éstas,

en el formato correspondiente. (Anexo 4).

e Procedimiento de laboratorio
Preparacion de las muestras
1. Identificar los tubos que contienen la muestra.

2. ldentificar las laminillas con el folio correspondiente a cada muestra.
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3. En un tubo falcon de 15 ml previamente identificado con el folio correspondiente, se
adiciono 3 ml de solucion de gradiente.

4. Vortexear la muestra 30 segundos con el fin de separar las células del cepillo
citologico y hacer una muestra homogénea.

5. Adicionar 3ml de muestra al tubo falcon.

6. Centrifugar por 5 min a 2000 rpm.

7. Colocar 1 gota de solucion de adherencia celular a la laminilla y extenderlo de
manera uniforme con otra laminilla.

10. Una vez terminada la centrifugacion, decantar el sobrenadante.

11. Resuspender el pelet con 3 ml de agua destilada de forma manual o utilizando
vortex.

12. Adicionar 2 ml de muestra en la laminilla, y dejar sedimentar de 4 a 5 min.

13. Retirar el sobrenadante cuidadosamente apoyandose de un costado.

14. Adicionar etanol de 96° 1-2 min.

15, Retirar el exceso de alcohol cuidadosamente apoyandose de un costado.

16. Lavar la laminilla dejando caer suavemente etanol de 96°.

17. Colocar en una canastilla las laminillas y dejar en alcohol de 96° para su posterior

tincion.

e Tincidn de las muestras
Las muestras se tifieron con Papanicolaou, con el tren de tincion como se describe en
seguida:
. Realizar lavando de las laminillas con agua corriente.
. Sumergir la canastilla con las laminillas en hematoxilina 1 min.
. Lavar con agua corriente el exceso de hematoxilina.
. Realizar un lavado en etanol de 96°.
. Sumergir en OG-6 durante 30 seg.
. Realizar lavados con etanol al 96° para retirar el exceso.

~N o 0o WN

. Colocar en EA-50 durante 10 seg.
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8. Realizar lavados con etanol al 96° para retirar el exceso.
9. Realizar un lavado con alcohol absoluto.

10. Realizar un lavado final con xilol.

11. Colocar resina.

12. Colocar un cubreobjetos.

e Andlisis de las laminillas
Bajo el microscopio 6ptico (Microscopio Optico Olympus Bx41, objetivo 100 X) se
contabilizaron 1000 células por paciente, registrando en una base de datos las células
con algun tipo de anormalidad nuclear (AN), considerando los criterios establecidos

por Tolbert (Anexo 4).

e Tiempos de muestreo
Las muestras se tomaron antes de iniciar el tratamiento ortodéncico como medida
basal (T0), a los 25 dias (T1) y 3 meses posteriores de haber iniciado el tratamiento

ortodoncico (T2).

e Implicaciones Bioéticas
Este proyecto fue aprobado con nimero de registro 2019-007 por el Comité de Etica
en Investigacion del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Odontologia,
de la Universidad Autonoma del Estado de México.

El presente estudio considero los principios éticos para las investigaciones medicas en
seres humanos de la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial (642
Asamblea General de octubre de 2013). Este documento, en su articulo 7 establece
que “la investigacion médica esta sujeta a normas éticas que sirven para promover y
asegurar el respeto a todos los seres humanos y para proteger su salud y sus derechos
individuales”. La donacién de células muertas de la capa superficial de la mucosa bucal

de mucosa bucal no representa dafio alguno para los sujetos participantes, pues es un
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procedimiento sencillo, minimamente invasivo, indoloro y bien aceptada por los

pacientes.

Se protegi6 a los participantes de la investigacion, velando por su integridad, salud,
intimidad y dignidad, resguardando su informacién personal en calidad de

confidencialidad, con apego al Articulo 9.

En todos los casos, la participacion fue voluntaria y cada participante recibié la
informacion adecuada acerca del proyecto de investigacion, se dio la explicacion
acerca de en qué consistia la participacion en el mismo, de acuerdo al Articulo 26. Se
resolvieron todas las dudas por el investigador hasta asegurar el completo

entendimiento de toda la informacion.

De igual forma se consideré que se cumplieran todas las normativas vigentes en
México, destacando las estipulaciones del reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion en Salud.

Considerando el Articulo 17, la presente investigacion se contempla “con riesgo
minimo”, porque involucra la obtencion de células muertas de la mucosa bucal que se
encuentran en la capa epitelial superficial y que exfolian de manera natural
periddicamente. El paciente y dos testigos firmaron un escrito de consentimiento
informado, que reune los requisitos enunciados en el Articulo 22. En casos de
pacientes menores de edad, conforme a lo establecido en el Articulo 37, firmaron el
asentimiento informado, asi como su representante legal o tutor y dos testigos firmaron

el consentimiento informado que reune los requisitos establecidos en el Articulo 22.

Siempre se cuido la integridad de los investigadores, cumpliendo con las medidas
adecuadas de seguridad en clinica y el laboratorio. De igual forma se siguieron las

normas de acuerdo al reglamento de la ley general de salud en materia de

43



investigacion para la salud titulo cuarto, de la bioseguridad de las investigaciones
capitulo I, de la investigacion con microorganismos patdogenos o material bioldgico que

pueda contenerlos, descrito en los articulos 75y 77.

6.8 Analisis estadistico

Se realizaron andlisis descriptivos para verificar la distribucion de cada variable. Todos
los analisis se realizaron con el software SPSS v20 Inc (Chicago, USA). Como el
estudio es observacional, se evalué la distribucién de edad y sexo de la poblacion. Se
reportan datos descriptivos de porcentaje de frecuencia de lesiones liquenoides en T1

y T2, de igual forma con cada una de las caracteristicas de dichas lesiones

Se aplicé la prueba de normalidad de Shapiro Wilk para la estadistica analitica, la cual
arrojo una curva asimétrica, por lo que se aplicaron pruebas no parameétricas. Los
recuentos de MN y AN se expresan como media y se informan como el nUmero de
ocurrencias por 1000 células. Las comparaciones entre valores en TOy T1, entre T1y
T2,y entre TOy T2 se realizaron mediante la prueba de rango con signo de Wilcoxon.
Para analizar las diferencias entre género se utilizé la prueba de U de Mann-Whitney,
la relacion entre los grupos de edad y AN en los diferentes tiempos del muestreo se
empled la prueba de Kruskal Wallis. Asi como también se analizaron factores de
variabilidad mediante la prueba Chi-2 y para analizar los factores de variabilidad fue

mediante la prueba Chi2.
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B. Resumen/ Abstract

Objetivo: Determinar la presencia de anormalidades nucleares en células de la
mucosa oral en pacientes con aparatologia fija ortodéncica, mediante ensayo de
micronucleos y cuantificar la presencia de lesiones liquenoides mediante diagnostico
clinico. Materiales y métodos: Estudio comparativo, observacional-longitudinal. Se
incluyeron 18 pacientes entre 10 y 29 afos de edad, de nuevo ingreso para tratamiento
de ortodoncia con aparatologia fija metalica cromo-cobalto, de la clinica de ortodoncia
de la Facultad de Odontologia UAEMex, que cumplieron con los criterios de inclusion.
Por paciente se recolectaron 3 muestras citolégicas de mucosa bucal, la primera,
previo a la colocacién de la aparatologia (T0), los dos restantes, posterior a la
colocacién de estos [25 dias (T1) y 90 dias (T2)], en estos mismos lapsos de tiempo
se registro la presencia de lesiones liquenoides mediante exploracién clinica, con una
tabla de registro se describio las caracteristicas de estas lesiones. Las muestras se
tineron con Papanicolaou, se analizaron bajo el microscopio para contabilizar 1000
células y estimar la frecuencia de las diferentes anormalidades nucleares. Se aplicaron
las pruebas de U de Mann-Whitney, Wilcoxon, Kruskal-Wallis, Chi 2. Resultados: El
analisis mostré mayor frecuencia (p<0.05) en los biomarcadores de Inestabilidad
gendmica (Micronucleos y Nucleo-lobulado) y muerte celular (Cromatina-condensada,
Cariorrexis y Caridlisis) en los dias posteriores a la aplicacion de los aparatos. Las
mujeres y el grupo de mayor edad, presentaron mayor frecuencia de CMN. La
presencia de lesiones liquenoides aument6 de 56% en T1 a 89% en T2.
Conclusiones: La hipotesis de trabajo fue aceptada, la presencia de anormalidades
nucleares y lesiones liquenoides en células de la mucosa oral es mayor en pacientes

con aparatologia fija ortodoncica.
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C. Resultados adicionales
Lesiones liquenoides

Se incluyeron 18 pacientes entre 10 y 29 afios de edad, de nuevo ingreso para
tratamiento de ortodoncia con aparatologia fija metalica cromo-cobalto, de la clinica de
ortodoncia de la Facultad de Odontologia UAEMex, 6 fueron hombres y 12 mujeres,
en la revision basal las mucosas se presentaron clinicamente sanas, como parte de

los criterios de inclusion.

Las lesiones fueron diagnosticadas clinicamente como areas blanquecinas en zonas
de carrillos con relacion topografica al agente causal, siendo sugestivas de lesiones
liquenoides orales. Estas tuvieron presencia de 56% (n=10) a los 25 dias de
tratamiento (T1), de los cuales 7 casos fueron mujeres y 3 hombres; estas lesiones
aumentaron a 89% (n=16) a los 3 meses de tratamiento (T2), 11 mujeres y 5 hombres,
como se observa en la Figura 8, representa un aumento de las lesiones conforme el

paso del tiempo.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

89%

449% ET1
mT2

% de Lesiones Liquenoides

L. iquenoides Sin L. liguenoides

Fig. 8 Lesiones liguenoides en diferentes tiempos del tratamiento ortoddncico
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En la Figura 9 se observa la frecuencia de lesiones liquenoides de acuerdo con el
sexo, en los diferentes tiempos de tratamiento ortodéncico, se destaca que hubo mayor
presencia de estas lesiones en mujeres que en hombres, y aument6 conforme al paso
del tiempo, de T1 (25 dias) a T2 (3 Meses).

100% 92%
" 90% 83%
S 80%
2 70%
z 60% >8%
g 0 50% 50%
§ 50% 42.00%
o 40%
w
3 30%
S 20% 16%
* 1o o =
(o]
0% I
Mujeres Hombres Mujeres Hombres
T1 T2

M L. liquenoide ® Sin L. liquenoide

Fig. 9 Frecuencia de lesiones liquenoides por sexo en diferentes tiempos del tratamiento ortodéncico

También se analizé la presencia de estas lesiones por grupos de edad en los diferentes
tiempos del tratamiento (Figura 10), en los grupos de 10 al3 afos y 14 a 17 afios, la
presencia de lesiones aument6 a los 3 meses de tratamiento ortoddncico (T2) y el
grupo de 18 a 29 afios fue el de mayor presencia en ambos tiempos T1y T2.
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H L. liquenoide ®Sin L. liquenoide

100% 100%

90%
83%

50% 50% 50% 50%

II II 0%

10-13 anos 14-17 anos 18-29 anos 10-13 anos 14-17 anos 18-29 anos

% De lesiones liquenoides

17%

10%

0%

T1 T2

Fig. 10 Frecuencia de lesiones liquenoides por edad en diferentes tiempos del tratamiento ortodéncico

Las caracteristicas clinicas de las lesiones liquenoides a los 25 dias de mayor
presencia fueron: lesiones unicas (n=7), forma reticular (n=7), superficie plana (n=4) y
superficie rugosa (n=4), localizacion carrillo izquierdo (n=6), tamafio menos de 5 mm
(n=7). A los 3 meses las caracteristicas clinicas de mayor prevalencia de estas
lesiones fueron: namero de lesiones: dos (n=8), forma de placa (h=11), superficie

rugosa (n=9), en ambos carrillos (n=9), tamafio menos de 5 mm (n=8) (Figura 11).
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Fig. 11 Caracteristicas clinicas de lesiones liquenoides en pacientes bajo tratamiento ortodéncico en diferentes

tiempos del tratamiento ortodéncico
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VIIl. Discusioén

Los cambios en la mucosa oral, relacionados con la aparatologia ortodéncica, estan
relacionados principalmente por 3 causantes: traumaticas, reactivas o infecciosas. Es
comun asociar la presencia de erosion, queratosis friccional y Ulceras en la mucosa

oral por la presencia de brackets y arcos ortoddncicos.

Los hallazgos a nivel clinico o macroscopico en este estudio, mostraron cambios en la
mucosa de los carrillos, por la presencia sugestiva de lesiones liquenoides, que se
consideran por hipersensibilidad, en este estudio, estas lesiones representan una
reaccion de respuesta a agentes extrinsecos identificados que es la aparatologia
ortodéncica metalica, estos hallazgos tienen concordancia con los reportados por
Celis®® 2019 que considera que los irritantes locales utilizados en ortodoncia se

consideran factores desencadenantes de lesiones en estos pacientes.

Una limitante acerca de los criterios de diagnéstico clinico de las lesiones liquenoides
en pacientes bajo tratamiento ortodoncico, pueden ser que los brackets estan
asociados con la presencia de erosién o0 queratosis causada por friccibn en las
membranas de las mucosas correspondientes, por lo que una de las mayores
limitantes en el diagnoéstico clinico es el diagndstico diferencial con queratosis

friccional.

Sin embargo, cabe resaltar que en el presente estudio se describen las caracteristicas
clinicas de las lesiones encontradas (numero de lesiones, forma, superficie,
localizacion, tamafio) en los dos tiempos estudiados, lo que podria ser un punto de
referencia comparativa con futuras investigaciones. En el presente estudio hubo
diferencia en las caracteristicas de las lesiones a los 25 dias y 3 meses, esto coincide
con lo reportado por Montebugnoli’® quien reporta que las caracteristicas clinicas de

las lesiones liquenoides pueden variar espontaneamente con el tiempo, como
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resultado de cambios de los factores incitantes, y principalmente como respuesta a los

mecanismos de defensa del huésped.

En el presente estudio se observé aumento en la presencia de estas lesiones conforme
el paso del tiempo, de 56% a 89%, considerando como agente causal la naturaleza
metalica de la aparatologia fija ortodéncica y el contacto constante con las mucosas,
seria de gran aportacion monitorear el comportamiento de estas lesiones por mayor
tiempo de seguimiento, e inclusive valorar a las mucosas posterior al retiro de la
aparatologia ortodéncica; como lo han hecho otros autores al retirar restauraciones
metalicas causantes de lesiones liquenoides, como lo reporta Karatasil’* en la curacién
de lesiones liquenoides orales después del reemplazo de restauraciones de amalgama
dental.

Debido a que, en la revision de la literatura no se encontré reportes de prevalencia de
estas lesiones en pacientes bajo tratamiento ortodoncico, y aunque este tipo de
lesiones generalmente estd més relacionado con material metalico, la literatura reporta
gue estas lesiones pueden generarse por otros materiales; seria igualmente relevante
estudiar la prevalencia de lesiones liquenoides en pacientes con aparatologia
ortodoncica estética, como opcion probable para evitar la aparicion de estas lesiones
y también, tener un punto de referencia de las caracteristicas clinicas, para un

diagnostico diferencial con la queratosis friccional en este tipo de pacientes.

Considerando la alta prevalencia de lesiones liquenoides en el grupo de estudio, seria
enriguecedor considerar las caracteristicas de la poblacion, las mujeres se vieron
mayormente afectadas y el grupo de mayor edad de 18 a 29 afios fue el mas afectado,
coincidiendo con los reportes de Matesanz’? que reporta mayor incidencia de estas
lesiones en el sexo femenino y en personas de edad media, lo cual podria verse

influenciado por habitos, cambios hormonales y estilos de vida?’.
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Para investigaciones futuras, se podria considerar valorar el impacto de la relacion
topografica de estas lesiones, la tasa de curacion de estas y contribuir al reporte de

los materiales evaluados que provocan estas lesiones.

Sin embargo, nuestro estudio fue limitado por el nUmero de pacientes incluidos, por lo
gue se sugiere ampliar la poblacion de estudio, muchas veces estas lesiones pueden
llegar a ser identificadas hasta por los mismos pacientes bajo tratamiento ortodéncico,
pero pueden ser confundidos con molestias de adaptacion a los brackets, y lo mas
importante pasan desapercibidos o sin relevancia por los clinicos, ampliar la
informacion del tema, seria una referencia para los dentistas al encontrar casos

similares.

Por otro lado, los estudios in vivo parecen ventajosos porque permiten la evaluacion
de los efectos de los aparatos de ortodoncia fijos en sus ambientes funcionales
naturales, pero no estan exentos de defectos por las variaciones biologicas de cada

paciente que afecta la estandarizacion del estudio®®.
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IX. Conclusiones

La hipotesis de trabajo fue aceptada, la presencia de anormalidades nucleares y
lesiones liguenoides en células de la mucosa oral es mayor en pacientes con

aparatologia fija ortodéncica.

Se concluye que la frecuencia de anormalidades nucleares fue variable, de manera
general, aument6 conforme el paso del tiempo, sin embargo, considerando como
marcador principal de genotoxicidad los MN, este aumento no causé efectos

genotoxicos, independientemente del tiempo de tratamiento.
De acuerdo a la presencia clinica de reacciones liguenoides en los pacientes con

tratamiento ortodoncico, se sugiere la relacion topografica de reacciones de contacto

liquenoides con la presencia de material ortodéncico metalico.
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XI. Anexos

Anexo 1. Informacion para el paciente y Consentimiento Informado

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Odontologia

INFORMACION PARA LA DONACION DE CELU'LAS EPITELIALES BUCALES CON EFECTOS DE
INVESTIGACION CIENTIFICA

Titulo del proyecto:

Presencia de lesiones liquenoides y anormalidades nucleares en células de la mucosa oral en
pacientes bajo tratamiento ortodoéncico

Justificacion de la investigacion

El uso de las células de la mucosa es til porque estdn en contacto directo los brackets y sus
complementos metalicos, ya que los tejidos orales absorben los iones metalicos liberados. De tal
manera, motivados por esta problematica y por la escasez de informacidn sobre este tema, hemos
disefiado este estudio, que nos permitird conocer las condiciones orales en pacientes bajo tratamiento
de ortodoncia.

Objetivo de la investigacion

Evaluar de la frecuencia de reacciones de contacto-sensibilidad en la mucosa oral, por la
presencia de materiales ortoddncicos metalicos en sus entornos funcionales naturales; asi
como determinar el dafio genotoxico de las células de la mucosa oral conforme el paso del
tiempo.

Procedimientos a realizar

Su participacién en el estudio consistiria en contestar un cuestionario, ademas se realizara
la toma de muestra de células epiteliales exfoliadas de mucosa bucal que consiste: en frotar
la parte interna del carrillo (cachete) con cepillo estéril por unos segundos. Solo se utilizaran
las células para observarse al microscopio, todo esto sin riesgo a su salud o integridad y sin
costo alguno. Este procedimiento sera repetido en 3 ocasiones (antes de iniciar el
tratamiento de ortodoncia, a los 21 dias, asi como a los 3 meses de haber iniciado el
tratamiento). En caso de presentarse Ulceras o lesiones derivados de los brackets, serd
necesario tomar fotografias del sitio de la lesidn, estas fotografias no comprometeran su
identidad personal.

Garantia de recibir respuesta a cualquier pregunta

Absoluta.

Libertad de retirar el consentimiento

En el momento en que el paciente lo decida.

Confidencialidad del paciente

Esta sera guardada.

Gastos del estudio

Cubiertos por el financiamiento correspondiente (institucional)
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACION DE CELULAS
EPITELIALES BUCALES CON EFECTOS DE INVESTIGACION CIENTIFICA

En el cumplimiento de la Ley General de Salud, Reglamento de la Ley General de Salud
en Materia de Investigacion, art. 3,13,14 y 16, NOM-012-SSA3-2012, art. 11, 12 y 13
que establece los criterios para la ejecucion de proyectos de investigacion para la salud en
seres humanos, Codigo Civil Federal, art 1803 y 1812 en materia de obligaciones del
consentimiento informado, Ley Federal de Proteccion de Datos Personales en Posesién
de los Particulares y Aviso de Privacidad de la UAEMex.

El paciente y en caso de menores o incapacitados, consignar el nombre del padre, madre o
tutor, en pleno uso de mis facultades,
declaro gque el Odontoélogo (a)___Iris Carrillo Novia_me ha explicado ampliamente el uso
de investigacion cientifica que tendran las células superficiales bucales obtenidas mediante
el cepillado de la mucosa bucal.

Se me ha permitido hacer preguntas al respecto, las cuales, me han contestado con claridad.
También, se me ha explicado que Unicamente se utilizaran las células bucales para ser
observadas en microscopio y que en todo momento se guardara la identidad de la persona
y que los datos obtenidos pueden ser utilizados en foros de investigacion y publicaciones
con fines académicos.

Se me han informado las posibles aportaciones, que podrian generarse en el &mbito del
conocimiento de la Odontologia. He comprendido toda la informacién del presente
documento y en cuanto finalice el proyecto tendré derecho a conocer los resultados. Por lo
gue autorizo la donacion de celulas epiteliales de la mucosa bucal que han sido removidas
mediante cepillado.

Toluca, Estado de México a , del mes del afio
Nombre y firma del paciente, o padre o tutor Nombre y firma del investigador
Testigos
Nombre y firma Nombre y firma

65



Anexo 2. Asentimiento Informado —
SN

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO \3 7
FACULTAD DE ODONTOLOGIA QY
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Odontologia

Carta de asentimiento informado para la donacion de células con efectos de investigacion

cientifica
Mi nombre es Iris Carrillo Novia y estoy realizando el estudio Presencia de lesiones liquenoides y
anormalidades nucleares en pacientes bajo tratamiento ortodéncico en el Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados en Odontologia de la Universidad Auténoma del Estado de México, con la finalidad de observar las
células en el microscopio y ver sus caracteristicas o cambios que pudieran presentar, conforme el paso del tiempo
durante tu tratamiento de brackets, asi como también observar la parte interna de tus cachetes para ver si estos
cambios se observan a simple vista. El uso de estas células de la mucosa es Util porque estan en contacto directo
con los brackets. Debido a que se sabe muy poco sobre este tema, hemos disefiado este estudio, que nos permitira
conocer las condiciones orales en pacientes bajo tratamiento de ortodoncia. y para ello queremos pedirte que nos
apoyes.

Tu participacion en el estudio consistiria en junto con tu mama o papé que te acompafie contestar un cuestionario,
ademads se realizara la toma de muestra de células de tu boca que consiste: se frotara o cepillara la parte interna del
cachete con cepillo de plastico por unos segundos, todo esto sin riesgo a tu salud y sin costo alguno. Este
procedimiento sera repetido en 3 ocasiones (antes de iniciar el tratamiento de ortodoncia, en tu primera revision,
asi como a los 3 meses posteriores) todo esto se hara en tus consultas programadas de rutina. En caso de presentarse
Ulceras o lesiones derivados de los brackets, ser& necesario tomar fotografias del lugar donde se presenten, estas
fotografias no comprometen su identidad personal.

Tu donacion es voluntaria, es decir, aunque tu papa o mama hayan dicho que si puedes hacerlo, si ti no quieres
puedes decir que no, es tu eleccion. También es importante que sepas que si tienes alguna duda puedes realizarnos
preguntas y que si no quieres tus células de la boca no habré ningun problema.

La informacién que proporciones serd confidencial, esto quiere decir que no diremos a nadie tus datos como tu
nombre o sus iniciales (O RESULTADOS DE MEDICIONES), s6lo lo sabran las personas que forman parte del
equipo de este estudio. Asitambién, a tus papas se les entregd un documento, el cual, menciona cual es el propésito
del estudio y procedimientos. Si aceptas participar, te pido que por favor pongas una Y en el cuadrito de abajo que
dice “Si quiero participar” y escribas tus iniciales o pongas tu huella digital.

Sino quieres participar, no pongas ninguna Y y no pongas tus iniciales o huella digital

Si quiero participar ]
En caso afirmativo, escribe tus iniciales o huella digital

Nombre y firma del padre o tutor

Nombre y firma de la persona que obtiene el asentimiento:

Lugar: Fecha: / /
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Anexo 3. Cuestionario

Universidad Autanoma del Estado de México
Centro de Investigacian y Estudios Avanzados en Odontologia

CUESTIONARIO Folio:

Proyecto: Presencia de lesiones liquenoides y anormalidades nucleares en células de
mucosa oral, en pacientes bajo tratamiento de ortodoncia

Responsable: E. en O. Iris Carrillo Novia Fecha: / 120
Datos personales:

Nombre:

Edad: Sexo: __F__ M Ocupacion: ( ) Estudiante ( ) Otro ¢ Cual?

Lugar de residencia: ( ) Urbana ( ) Rural Teléfono
Ocupacion de la madre: () Relacionada con manejo de metales ( ) Otro
Ocupacion del padre: ( ) Relacionada con manejo de metales ( ) Otro
Antecedentes patoldgicos

1. Padece alguna enfermedad sistémica: No / Si ¢ Cual?
2. En su familia han tenido problemas de cancer: No / Si (Tipo de cancer)
Habitos alimenticios

3. Consumo de medicamentos o suplemento en el dltimo mes: No/ Si ¢, Cual?
4. Consumo de vitaminas o suplementos alimenticios: No / Si ¢ Cual?
Antecedentes toxicoldgicos

5. Tiene alguna exposicion a los metales: No / Si

6. Tiene alguna alergia a joyas de fantasia, bisuteria, metales: No / Si
7. Consumo de tabaco: No / Si Frecuencia:

8. Fumador pasivo: No / Si

9. Consumo de alcohol: No / Si Frecuencia:

Héabitos Higiénico-dentales

10. Frecuencia de cepillado al dia I:I

11. Uso: Cepillo y pasta No/ Si Enjuague bucal: No / Si

12. Ha tenido tratamiento de ortodoncia previo: No / Si

Observaciones
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Anexo 4. Instrumentos de recoleccién

Universidad Autdnoma del Estado de México
Centro de Investigacian y Estudios Avanzados en Odontologia

Tabla de Registro
Conteo individual de micronucleos, alteraciones nucleares y lesiones

liguenoides en pacientes bajo tratamiento de ortodoncia

Fecha: Tiempo de exposicion:
Folio Alteraciones Nucleares AN
Totales
MN BN NL | PC CcC CR CL LL Notas

Microntcleos (MN); Binucleada (BN); Nucleo Lobulado (NL); Picnosis (PC); Cromatina Condensada (CC); Cariorrexis (CR);
Cariolisis (CL); Total de Alteraciones Nucleares (TAN), (LL) Lesion Liquenoide.



Edith
Máquina de escribir
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Edith
Máquina de escribir
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Edith
Máquina de escribir
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Anexo 5. Instrumentos de recoleccién

Universidad Auttnoma del Estado de México

Centro de Investigacian y Estudios Avanzados en Odontologia

Tabla de Registro
Descripcion de lesiones liquenoides en pacientes bajo tratamiento de
ortodoncia

Nombre del paciente: Folio:

Fecha: Tiempo de exposicion:

Marcar con una X las caracteristicas correspondientes. Si existe mas de una lesién, asignar en orden

ascendente un numero para describir cada lesion.

NuUm. de lesiones:

Unica Dos

Tres Cuatro o mas
Forma:

Reticular Placa

Localizacién:

Mucosa interna carrillo derecho
Mucosa interna carrillo izquierdo
Mucosa interna labio superior
Mucosa interna labio inferior

Tamano:
Menos de 5 mm

Entre 5y 10 mm

Mas de 10 mm
Notas

Superficie:
Rugosa Plana

Ulcerada
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Anexo 6. Aviso de Privacidad UAEMéx

AVISO DE PRIVACIDAD

La Univercidad Sutdnoma del Estads de México, en lo sucecivo y para sfectos del pressnts svizo, oe
denominars como “La Universidad”, con domiailio an Instituto Literario Otes. Mo, 100, Col. Cantro. C.F
50000, Toluca, Estedo de Méxioo; & trawés de cus sspacios aosdémicos y sdministrativos == la recpon-
wable del weo, protecoidn y tratamisnto de cws datos personales, oboesrvando imtegraments pare sllo
|z previsto en la Leay de Proteccidn de Datos Personales d=l Estado de Méxioo, en lo subsescusnte
“La ley™.

La sntrega de los datos personales == facultetive, &n caso de gue ol titular ge negare & otorgados, we ge-
nerard como consecusnaia &l no sstar sn posibilidades de reslizar el trémite gue pretende llevar a celbe.

En osco de no oponerss & sote acto, oe entisnde que sxicte un concentimisnto expreso pars ou
tratamiento, en los términog citados &n =l presents avico de privacided.

“La Universided” protesta no tranemitic sus datos perconsles & persone fisice o juridico coledtive
alguna gue g=a sjena a le Inetitucidn sin su consentimients sxpreso; notificindols &n ou case qué
daton serén trancmitidos, cusl ez la finelidad de dicho trémite y quign = ol dectinatario.

Para la mejor comprensidén del presents avieo de privacided le informeamos lo ciguisnte:
iPara qué fines =& recabarén sus datos personales?

Low datos personales gus recsbeamos de usted, loe utilizarsmos pars lss siguientes finalidades que con
neceazariss dentro de |ss sctividades propiss de “La Universidad™:

* Tréamites acedémicos, como pusden ear los reletivos & inseripoidn, reingeripoidn, solicitud de beces,
historial académioo, tutoria y mentoria sosd&mica, titulacidn, prectecidn de carddio social y préctices profecio-
nalag, movilidad sctudiantd, participacidn an proyectos de investigacidn, registro de sveluacionse, rpogitonic
institucional y cualquier sctivided y oibligacidn surgida del guehacer universitaric.

* Tramites administrativos, oomo pusden ser log relativos & recuroos financisros, recwnscs humanos,
recursos materiales, cervicios genarslsc y obra univercitaria, soi como las deméc relatives a s contralora,
marco legel, gestidn, plansecidn, sctadistios univeritaria y cuslquier actividad y obligacidn surgids del
ouishaocsr universitario.

*  Actividades ywo sendcios diversos, como pusden sar goaiales, de difusidn de ls cuburs, depor-
tiwos, médicos, reorestivos, smpreceriales, de invectigecidn, sxtensidn, publicacidn de eventos, sictemea
de oonoulta sn lin=a para padres de familia, antre otros.

{Qué datos personales se recabaran?

Para |l=var & cabio las finalidedes degaritas sn &l precente avico de privacidad y dependisndo sepeai-
fioaments del trémite & realizar, w2 utilizarén, de manesra snuncistive més no limitative, log siguisntes
datos pereonales.

* Datos de identificacidn como: nombre, ndmers de cusnts, sstado civil, firma sutdgrafs y elea-
trdnica, regictro federal de contribuypentes (RFC), clave Gnica de regictro de poblacidn (CURF), ndmero
de cegurided social, nacionalidad, fecha de nacdimismto, datos contenidoc =n scts de nacimisnto, datos
relacionados con terceros, fotografia, imegen, voz, sntre otroa.

* Dtos de contecto como: domigilio, nameros telafénicoe fijos o celulares o comreos slectrdnioos de
indole particuler, sntre otros.

* Datos acedémicos como: calificacionse cusntitativaz, cuslitativas, promedios y obeervacionss &
|ap oalificaciones, svaluaciones y las cpiniones vertides en 2lles.

* Datos patrimoniales o financieros
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Ademés "L Universidad” podré utilizar pars laz finalidedes deccritas anteriorments los ciguientss
datos parsonalss consideredos como sensibles, que reguisren sspedial atengidn:

* Datos respecto de su estado o condicidn de salud fisica o mental
* Datos sobre afiliscidn sindical

* Diatos de origen &tnico o racial

* Preferencias sexuales

* Situacion genética

D= los Derechos ARCO, revocacidn y limitacidn del uso de los detos personales

El titular podré ejeroer =n los términos previstos por “La Ley” su derscho de acoeso, rectificagidn,
cancalacidn u oposicidén (ARCO). Asimismo “La Universidad” atenderd laz solicitudes gue = titular
tenga respecto a la revooecidn de sy coneentimiento pars der tratamiento, uso o divulger sus datos
permonelss. Ez importants considerar gus no sn todoo log oscos oe podré at=nder yfo conaluir dicha
solizitud de forma inmediaste, ya gue =u posible que por alguns obligecisn l=gal o administrativa re-
guiramaoo geguir tratendo sus datos peeonalss. Aunado & seto =] titular de loo detos debe congiderar
gue ecta scoidn puede implicer gue no oe podré seguir prestando el servicio solicitado o concluir el
tramite gue = titular ha inicdiedo con “La Univercidad”.

Para realizar gualquisra d= sctos proosdimisntos aci como regibir scecoria por parts de |e Univercidad,
ol titular podré acudir & las oficines de la Direocidn de Transparenocia Universitaria localizades en |a calle
Valentin @omez Farias Orients Mo, 200, Colonia 5 de Mayo C.F. 50090 Toluca, Estedo de México. Pars
ol =jeroigio de sus Derschos ARCO el titular pusde también, en ceso de asi deseearlo, ingreser su solici-
tud &n |a direcoidn slectronios weas ssroosm.org.mx correspondisnte al Sictema de Aoceco, Rectfiosaidn,
Canaoelagidn y Oposicidn de Detos Personales del Ectado Mexiguenge.

El repponsable de vigiar la prot=ocisn de bo sistemes que contengan datos personales es =l Lic. en 0. Hugo
Edgar Chaparro Campos, titular de s Direccién de Transparenaia Univercitania.

De los cambios y modificeciones al Aviso de privacidad

Crerivado de nusvos regquerimisntos lsgales o de nuesves necscidedes adminictrativas o de otra indole, =l
presante aviso de privacidad ee identifios con =l nOmero de revigidn 02 de fecha 7/12/201 6, sin embargo,
podrd sufrir cambios y modificeciones.

“La Universided” ue compromets & mantenerlo informado sobre los cambios gue pusdas sufrir sl pressnts,
& trevée del sitio electrénico de “La Universidad”™ {wsww.usemes.max) asi oomo por diversos medios de

CoMmunicacion maesiva gus =n cu momento e determine.

REVISION MUK 02 FECHA DE APROBACION 771272016

UNIVERSIDAD AUTOMNOMA DEL ESTADO DE MEXICO
PATRIA, CIENCIA Y TRABAJO
——E |

Transparencia
niaslinia
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