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1. Resumen

1.1. Fase 1

Objetivo: Determinar y comparar la citotoxicidad, la diferenciacion odontoblastica,
la resistencia al descementado (SBS) y la microdureza Vickers de cuatro adhesivos

de ortodoncia fotopolimerizables comerciales.

Materiales y métodos: Las resinas de ortodoncia seleccionadas fueron Transbond
XT — Gl, Transbond Plus Color Change — Gll (ambas de 3M Unitek), Enlight — GllI
y Blugloo — GIV (ambas de Ormco). Se prepararon muestras (discos de resina) y se
obtuvieron los mondmeros lixiviados. La citotoxicidad fue evaluada utilizando un
ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) y el calcio
depositado se analiz6 mediante tincion con rojo de alizarina (ARS). Se utilizaron 120
premolares humanos para probar la SBS y el indice adhesivo remanente (ARI). Se

realizo la prueba de microdureza Vickers en discos de resina.

Resultados: Todos los adhesivos causaron citotoxicidad de moderada a severa y
promovieron una formacién similar de depdsitos de calcio. Sélo Blugloo presenté
una resistencia al descementado entre 6 y 8 MPa, y Enlight mostrd la puntuacién
mas baja de dureza Vickers. Transbond Plus Color Change y Blugloo exhibieron
mejores puntuaciones en el indice adhesivo remanente en comparacién con
Transbond XT y Enlight.

Conclusion: Blugloo parece ser una mejor opcion considerando las propiedades

evaluadas.



1.2. Fase 2

Objetivo: Determinar y comparar la frecuencia de microndcleos y anomalias
nucleares en células de la mucosa oral de un grupo control, un grupo bajo
tratamiento de ortodoncia y un grupo con tratamiento de ortodoncia suplementado

con &cido félico (AF).

Materiales y métodos: Se incluyeron 30 sujetos sanos en este estudio y fueron
divididos en tres grupos: control — Gl (n = 10), aparatologia fija ortodéncica — Gll (n
= 10) y aparatologia fija de ortodoncia suplementado con &cido félico — GllII (n = 10).
Se colocaron brackets y tubos metélicos convencionales en los grupos Gll y GlIl
junto con arcos de niquel-titanio (NiTi) y modulos elasticos. El Glll se suplementd
con 400 mcg/dia/3 meses de acido félico a partir del tercer mes. El grupo control
(Gl) permanecio sin ninguna intervencion. Se tomé una muestra inicial (T0), y
posteriormente un mes (T1), tres meses (T2) y seis meses después (T3), y las

células se evaluaron mediante un ensayo de micronucleos.

Resultados: Los individuos con aparatos de ortodoncia fijos mostraron una
frecuencia mayor de micronucleos en comparacion con el grupo control. El grupo
con aparatologia fija suplementado con &cido félico mostr6 una reduccién
significativa de los micronudcleos en comparacion con el grupo con aparatologia fija

y una expresion similar al grupo control.

Conclusion: La suplementacion con acido folico en dosis habituales puede ser
beneficiosa en pacientes bajo tratamiento de ortodoncia al reducir el dafio del acido
desoxirribonucleico (ADN), sabiendo que existe una relacion entre el uso de

aparatos de ortodoncia y el dafio del ADN.



2. Introduccién

El tratamiento con aparatos fijos de ortodoncia incluye normalmente la colocacion
de brackets, arcos de distintas aleaciones (acero inoxidable [SS], niquel-titanio
[NiTi], titanio-molibdeno [TMA], principalmente), y modulos elastoméricos o
ligaduras metalicas, y la biocompatibilidad de estos materiales es una de las
principales preocupaciones de los ortodoncistas. Las propiedades térmicas,
microbiolégicas y enzimaticas de la boca ofrecen un ambiente ideal para la
biodegradacion de los aparatos de ortodoncia, facilitando en consecuencia la
liberacion de iones metalicos y monémeros residuales que estan relacionados con
efectos adversos para la salud, como la toxicidad celular y genética, gingivitis, sabor
metalico, glositis, eritema multiforme, desprendimiento del tejido labial e hipertrofia

gingival -3,

La genotoxicidad comprende procesos mutagénicos o cancerigenos. Asi, las
propiedades genotodxicas de los metales y otros materiales usados en ortodoncia se
establecen como un criterio esencial para elegir estos materiales de forma biolégica
segura para los pacientes. La evaluacion de agentes genotéxicos se puede realizar
mediante la aplicacién de algunos criterios de valoracion bien establecidos, como la
frecuencia de microndcleos (MN) y otras anormalidades nucleares, determinada por
el ensayo MN. La terapia con antioxidantes ha sido utilizada en individuos con
diabetes, con insuficiencia renal terminal y fumadores 4-%, entre otros, con resultados
beneficiosos disminuyendo la cantidad de alteraciones nucleares, por lo que su uso
en ortodoncia podria ser innovador, teniendo en cuenta las alteraciones genotoxicas
gue se generan en las células de la mucosa bucal en pacientes bajo tratamiento de

ortodoncia.

Los sistemas adhesivos de ortodoncia deben reunir propiedades mecéanicas y de
biocompatibilidad adecuadas, y estas propiedades pueden ser valoradas mediante
diversos ensayos como el de MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio] para medir la citotoxicidad, la tincién con rojo de alizarina para

diferenciacion odontoblastica, y otros como el de resistencia al descementado



(SBS), el indice adhesivo remanente (ARI) y la microdureza Vickers para analizar

propiedades mecanicas.

No existen estudios que hayan evaluado el efecto de los antioxidantes en pacientes
con tratamiento de ortodoncia, y asi mismo, faltan propiedades sin explorar en
distintas resinas de ortodoncia comerciales. Por tanto, los objetivos de esta
investigacion fueron evaluar la inestabilidad gendémica y genotoxicidad con el uso
de aparatologia fija y la suplementacién con &cido fdlico in vivo, asi como evaluar y
comparar la citotoxicidad, diferenciacion odontoblastica, resistencia al

descementado y microdureza de cuatro resinas de ortodoncia comerciales in vitro.



3. Antecedentes

3.1. Resinas en ortodoncia

En la odontologia actual, los composites de resina son quizas los materiales mas
frecuentes, ya que se emplean en una amplia gama de aplicaciones clinicas, entre
ellas como materiales de obturacion directa, agentes de cementacion, y como
restauraciones indirectas, y en el caso especifico de ortodoncia para la adhesién de
brackets, la colocacion de retenedores fijos y como attachments en alineadores,

principalmente.

Las resinas dentales presentan tres componentes principales en su estructura:
* Una matriz de resina organica
* Un relleno inorgénico

» Un agente de acoplamiento ’

La resina forma la matriz del material, uniendo las particulas de relleno individuales
a través del agente de acoplamiento. Ademas, presentan diversas moléculas que

promueven o modifican la reaccién de polimerizacién.

3.1.1. Matriz de resina organica

La resina es el componente quimicamente activo del compuesto, que inicialmente
es un monomero fluido y se convierte en un polimero sdélido mediante la
polimerizacién. Los mondmeros mas utilizados son bis-GMA (diglicidil dimetacrilato
de bisfenol A) y UDMA (dimetacrilato de uretano), que se diluyen mediante un
controlador de viscosidad como TEGDMA (dimetacrilato de trietilenglicol), MMA
(metacrilato de metilo) o EGDMA (dimetacrilato de etilenglicol), el primero el mas
utilizado 8. La matriz de resina también contiene los activadores/iniciadores para el
curado y un inhibidor (como la hidroquinona) para garantizar una vida Uutil

suficientemente larga de la resina. La polimerizacion de los composites dentales se



puede lograr por medios quimicos (autocurado) o mediante activacion energética
externa (calor o luz), o una combinacién de activacion luminica y quimica (curado
dual). La eliminacién de oxigeno previene la inhibicién de la polimerizacion, los
huecos y las inclusiones microscopicas de aire, y por tanto influye en el grado de
conversion, la estética, el desgaste y la abrasion °.

3.1.2. Relleno inorganico

El relleno es de naturaleza inorganica y esta formado por cuarzo, borosilicato,
vidrios de silicato de litio-aluminio y silice amorfa. Los rellenos inorganicos se han
empleado para mejorar las propiedades de las resinas. Entre los principales
beneficios que aportan, se encuentran la reduccion de la contraccion al fraguar,
reduccion del coeficiente de expansion térmica, mejorar la radiopacidad y las
propiedades mecanicas, y controlar caracteristicas como el color, la translucidez y

la fluorescencia 1011,

A medida que ha avanzado la tecnologia, se han producido particulas de relleno
mediante el proceso sol-gel, que utiliza precursores de silicato que se polimerizan
para formar particulas que varian desde dimensiones nanométricas a
micrométricas. Ademas, la capacidad de producir particulas submicrénicas permite
la produccion de nanocompuestos en los que los rellenos se aproximan al tamafio
de las moléculas de la matriz polimérica. Tedricamente, los nanocompuestos tienen
el potencial de exhibir excelentes propiedades mecanicas y fisicas con una mayor
carga de relleno. Los avances en la tecnologia de rellenos son la raiz de muchas de

las mejoras que han dado lugar a los composites que se utilizan en la actualidad 12,

3.1.3. Agentes de acoplamiento

Las resinas no tienen una afinidad natural para adherirse a la superficie de relleno,
debido a que las resinas son hidréfobas, mientras que las particulas de relleno son

en su mayoria hidréfilas. Por tanto, la union se logra mediante el uso de agentes de

10



acoplamiento, que se recubren sobre los rellenos y se incorporan a la resina. Este
agente de acoplamiento es el silano, el cual es bifuncional y tiene dos grupos
reactivos por molécula, por lo tanto, un extremo del agente de acoplamiento puede

unirse a una particula de relleno y el otro extremo a la matriz de resina.

Asi mismo, para que una resina dental tenga propiedades mecéanicas aceptables,
es de suma importancia que exista una unién fuerte y duradera entre la resina y las
particulas de relleno 3. Si no hay una unién adecuada entre la resinay las particulas
de relleno la mayor parte de la tension tendra que ser soportada por la matriz de
resina y provocara desgaste de la restauracion, se crearan sitios de inicio de grietas
y posterior desintegracion del compuesto, y se darad lugar a procesos de

microfiltracion y degradacion.

3.1.4. Grado de curado

Uno de los pardmetros mas importantes de un sistema iniciador es el grado de
curado resultante. Esta es una medida de cuantos grupos metacrilato se
polimerizan, dividido por el nUmero de grupos metacrilato iniciales. Los composites
fotopolimerizables tienen un grado de curado que oscila entre el 55% y el 75% 4.
En general, cuanto mayor es el grado de curado, mayores son las propiedades
mecanicas. Esto es cierto para el médulo elastico, la resistencia a la traccion y otros
pardmetros fisicos como la absorcion de agua y el desgaste. Un mayor grado de
curado también reduce la cantidad de monémero no polimerizado que puede

lixiviarse del compuesto.

Los polimeros dentales no son inertes en el ambiente bucal y pueden liberar varios
componentes, inicialmente debido a wuna polimerizacion incompleta v,
posteriormente, debido a la degradacion. En las resinas adhesivas de ortodoncia se
utilizan principalmente dos mondémeros: diglicidil dimetacrilato de bisfenol A (Bis-
GMA) y dimetacrilato de trietilenglicol (TEGDMA). El primero se utiliza en la mayoria

de los adhesivos de ortodoncia utilizados actualmente. Estos mondmeros de

11



metacrilato pueden liberarse tras la polimerizacion, dependiendo de su extension,

incluso después de 1 afio.

La eficiencia de polimerizacién o el grado de curado se considera una propiedad
esencial para todos los polimeros. En las resinas compuestas dentales, se ha
encontrado que esta variable modula las propiedades fisicas, mecanicas y
biologicas del material, ya que una red polimérica pobre es susceptible a la
liberacibn de elementos biolégicamente reactivos (mondmeros y aditivos),
predispone a absorcién de agua, hinchazén y degradacion hidrolitica, y se asocia
con propiedades mecanicas reducidas °. Ademas de la liberacién de monémeros
gue no han reaccionado, la degradacién de los mondémeros libera subproductos
metabdlicos, incluidos trietilenglicol (TEG), acido metacrilico (MA), acido 2,3-
epoximetacrilico (2,3-EMA) y formaldehido, que inducen una toxicidad comparable
al comondémero crudo. El formaldehido es una sustancia quimica muy reactiva que

posee potencial citotdxico, mutagénico, cancerigeno y proalergénico 1°.

El grado de conversion esta estrechamente relacionado con la contraccion de
polimerizacibn de los compuestos de resina, y ambos mecanismos son
manifestaciones del mismo proceso. Lo ideal es que los composites dentales
muestren un nivel O6ptimo de conversion y una contraccién de polimerizacién
minima. Se sabe que los monémeros residuales son responsables de fallas de unién
y también pueden causar efectos bioldgicos adversos, mostrando caracteristicas

alérgicas, citotoxicas, mutagénicas y estrogénicas 1’.

El grado de polimerizacion de monomeros fotopolimerizables depende de varios
factores, incluido el tiempo de exposicion, la concentracion del fotoiniciador, la
intensidad de la luz emitida por la unidad de curado en la longitud de onda de
absorbancia maxima del fotoiniciador y la fraccion de volumen de relleno. Los
adhesivos fotopolimerizables de ortodoncia muestran una menor inhibicién de la
polimerizacion por oxigeno, una reaccion de polimerizacion mas corta y un tiempo

de trabajo prolongado, lo que permite un manejo amplio en la colocacion de

12



brackets. Otra ventaja de estos adhesivos frente a los sistemas de dos fases es la
menor formacion de formaldehido. La mezcla y manipulacion de los sistemas de 2
fases aumenta la inhibicibn de oxigeno de la reaccion de polimerizacion y, en

consecuencia, los niveles de formaldehido.

Ademas, se obtiene un mejor sellado periférico del bracket con composites
fotopolimerizables en comparacion con los sistemas quimicamente polimerizados.
El grado de conversion es particularmente importante para los adhesivos utilizados
en retenedores fijos, ya que permanecen en la cavidad bucal durante periodos mas
largos y una superficie mayor queda expuesta. A medida que la lixiviacién disminuye
al aumentar el contenido de relleno, las resinas compuestas liquidas tienen el mayor
potencial de lixiviacion, seguidas de los sistemas de pasta liquida y las
formulaciones de pasta-pasta. Se ha encontrado, ademés, que se eluyen
concentraciones de monomero mas altas de un adhesivo curado quimicamente que
de un adhesivo de ortodoncia curado con luz, y que la irradiacion directa de brackets
de acero inoxidable adheridos mediante adhesivo fotopolimerizable muestra una
mayor elucién de monémero que la irradiacion indirecta (desde los bordes incisal y

cervical del bracket) °.

3.1.5. Liberacion de bisfenol-A

El bisfenol-A (BPA) es un compuesto sintético utilizado en el proceso de fabricacion
de algunos sistemas de mondmeros de resina de ortodoncia. Recientemente, la
liberacion de BPA en la cavidad bucal ha recibido un gran interés en la literatura de
ortodoncia ’. Se han demostrado sus efectos hormonales, pero no hay estudios de
alto nivel disponibles y la evidencia se basa en estudios observacionales in vivo e
in vitro. Esto vuelve a ser mas critico en el uso de retenedores fijos, cuando la resina
compuesta permanece expuesta a la cavidad bucal durante mas tiempo que un
adhesivo de fijacion de brackets. Algunas de las recomendaciones que se han

sugerido con respecto a la practica clinica son:

13



» lIrradiacion indirecta (alrededor de los bordes del bracket) en lugar de
irradiacion directa (a través del bracket).

* La punta de fotopolimerizacion debe mantenerse lo mas cerca posible del
adhesivo.

» La profilaxis con piedra pémez después de la cementacion podria reducir la
posibilidad de liberacion de BPA.

* Los pacientes deben enjuagarse la boca durante la primera hora después de
la cementacién, para evitar la exposicion al peligro potencial de lixiviacion de
monomeros.

« Utilizar adhesivos especialmente disefiados para retenedores fijos.

3.2. Genotoxicidad

La genotoxicidad se define como un efecto destructivo que afecta la integridad del
material genético de las células (acido desoxirribonucleico [ADN] y acido
ribonucleico [ARN]) 8. Asi mismo, se refiere a la capacidad de un nuevo compuesto
quimico de causar alteraciones a nivel genético. Las pruebas de toxicidad genética
se realizan para identificar y caracterizar las sustancias quimicas que causan la
genotoxicidad responsable de diversas enfermedades o alteraciones 19, La
identificacion de posibles mutagenos tiene una importancia crucial en la evaluacién
general de riesgos de medicamentos, ingredientes cosméticos, aditivos
alimentarios, insecticidas y otros agentes utilizados en aplicaciones industriales y

de consumao.

La genotoxicidad es un criterio de valoracion toxicologico importante que debe
evaluarse adecuadamente durante todo el proceso de evaluacion de la seguridad.
Varios ensayos in vitro e in vivo actuales proporcionan herramientas para examinar
agentes con el fin de identificar este peligro. Las pruebas de toxicologia genética se
han convertido en un requisito reglamentario para todas las nuevas sustancias
quimicas y muchos otros materiales en todos los paises desarrollados del mundo

debido a la carcinogenicidad y los efectos heredados de estas sustancias quimicas
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que se consideran una preocupacion publica importante 20.

La genotoxicidad de diversos agentes quimicos se ha evaluado mediante varias
pruebas in vitro e in vivo. Los ensayos in vitro son adecuados para evaluar la
genotoxicidad primaria, mientras que el enfoque in vivo puede proporcionar
informacion sobre los efectos genotdxicos secundarios a través de la inflamacion y
el estrés oxidativo principalmente. Estas pruebas tienen sus propios criterios de
valoracion y especificidades para examinar la actividad genotdxica causada por
diversas sustancias toxicas en niveles biolégicamente diferentes, pero muchas de
ellas presentan sus propias limitaciones especificas. Los ensayos de Ames y el
linfoma de ratén (MLA) o el analisis de mutaciones de HPRT en diferentes células y
el uso de roedores transgénicos brindan la posibilidad de detectar mutagenicidad,
en cambio, otros ensayos, incluidos el andlisis de aductos de ADN o de rotura de
cadena, el de micronucleos (MN), el de intercambio de cromatidas hermanas (SCE),
el de aberraciones cromosOmicas, y la sintesis no programada de ADN (UDS),

tienen la capacidad de detectar genotoxicidad, pero no mutagenicidad.

3.2.1. Ensayo de micronucleos (MN)

El ensayo de micronucleos (MN) se considera el método mas validado para
monitorear la exposicidén reciente de individuos a agentes genotdxicos, ya sean
quimicos o fisicos 2. El ensayo MN también se propuso como marcador de riesgo
de desarrollar cancer y otras enfermedades cronicas. Diversos estudios han
mostrado una mayor frecuencia de MN en pacientes no tratados con cancer,
enfermedades neurodegenerativas, enfermedades cardiovasculares, y diabetes 22~
24 Ademas, se ha demostrado que las frecuencias elevadas de MN en linfocitos
periféricos de sujetos sanos reflejan inestabilidad gendémica y un mayor riesgo de

desarrollar cancer en el futuro, lo que sugiere un papel predictivo del ensayo.

Es bien sabido que el MN se forma principalmente durante la anafase a partir de

cromosomas completos o fragmentos cromosomicos que no se incorporan en los
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nucleos hijos debido a que no se unen correctamente al huso durante la segregacion
25, Estos fragmentos de cromosomas dislocados o cromosomas eventualmente se
cubren con una membrana nuclear y son morfolégicamente similares al nucleo,
excepto en tamafios méas pequefios. La puntuacién de los resultados del ensayo MN
es una técnica facil y rapida. Los ensayos de MN in vitro e in vivo son rapidos,
altamente confiables y es posible identificar una amplia gama de dafios en el ADN
a nivel cromosomico, en particular para la evaluacion del riesgo de dafios

genotoxicos.

Varios estudios han informado que la frecuencia de microndcleos en las células
bucales puede servir como un marcador prondstico para enfermedades bucales y
cancer oral 26 y parece ser un buen candidato para el biomonitoreo del cancer oral.
Algunas de las lesiones orales, como la leucoplasia, el liquen plano oral y la fibrosis
de la submucosa oral, se definieron como premalignas y se asociaron con un mayor

riesgo de desarrollar carcinoma de células escamosas de la boca .

3.2.2. Anormalidades nucleares

Las distintas anomalias nucleares asociadas con la muerte celular y las indicativas
de inestabilidad cromosémica o dafio en el ADN se clasifican, de acuerdo con
Bolognesi et al. 28, en las siguientes (Fig. 1): células con microntcleos (MN), células
con nucleo lobulado (NL), células basales (CB), células binucleadas (BN), células
picndticas (PC), células con cromatina condensada (CC), cariorrexis (CR), y

caridlisis (CL).
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Fig. 1. Anormalidades nucleares. A. micronucleo (MN). B. ndcleo lobulado (NL). C. célula basal (CB). D. binucleada (BN). E.

cromatina condensada (CC). F. cariorrexis (CR). G. picnosis (PC). H. caridlisis (CL). Fuente: Idolo et al. %
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3.3. Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que previenen la oxidacion. La oxidacion es una
reaccion quimica que puede generar radicales libres, desencadenando una serie de
reacciones que pueden dafar las células de los organismos. Los antioxidantes,
como los tioles o el acido ascorbico (vitamina C), detienen estas reacciones en
cadena. Tanto las plantas como los animales mantienen sistemas complejos de
antioxidantes para equilibrar el estado oxidativo, que incluyen el glutation y varias
enzimas producidas internamente, asi como antioxidantes provenientes de la dieta,
como las vitaminas C y E %, La inducciéon de defensas antioxidantes o la reduccion
de los niveles endégenos de especies reactivas de oxigeno (ROS) y especies
reactivas de nitrégeno (RNS) es un rapido y claro indicador de estrés oxidativo. De
hecho, la produccion y acumulacion de ROS/RNS es un denominador comun en
muchos trastornos y agresiones ambientales, al mismo tiempo que pueden causar
un dafio celular grave que conduce a una disfuncion fisiolégica y muerte celular en

casi todos los aerobios 3I.

El cuerpo humano cuenta con sistemas antioxidantes tanto enzimaticos como no
enzimaticos que regulan el equilibrio entre ROS y antioxidantes, y entre estos se
encuentran la catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GPX), la superoxido
dismutasa (SOD), la vitamina E soluble en lipidos, los carotenos y la vitamina C
soluble en agua. Por otro lado, los antioxidantes de la dieta, obtenidos en su mayoria
del consumo de frutas y verduras, también se han asociado con un gran equilibrio
entre los radicales libres y el estado antioxidante, lo que ayuda a minimizar el estrés
oxidativo y reducir el riesgo de céancer, enfermedades cardiovasculares y
envejecimiento 32. De hecho, los antioxidantes dietéticos comprenden un amplio
grupo de moléculas responsables de multiples efectos bioactivos, y a través de su
mezcla también se pueden alcanzar todas las ventajas de consumo y beneficios
para la salud, ya que actian sinérgicamente. Por ejemplo, algunos antioxidantes
muestran un papel mas significativo en la prevenciéon de ciertos padecimientos,
como el cancer, mientras que otros funcionan mejor combatiendo enfermedades

degenerativas. Los canceres inducen estrés oxidativo al cambiar con la progresion
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y el estado antioxidante resultante difiere de un paciente a otro. En los canceres de
pulmén “tempranos”, las especies reactivas secundarias de oxigeno son

comparables o inferiores a las de las personas sanas.

La funcién de los antioxidantes puede ser clasificada segun sus mecanismos de
accion de la siguiente manera:

a) Agentes preventivos: Estos suprimen la formacion de nuevos radicales.
Incluyen enzimas como SOD, CAT y GPX, proteinas que se unen a metales
como ferritina y ceruloplasmina, y minerales como selenio (Se), cobre (Cu) y
zinc (Zn).

b) Agentes eliminadores de radicales: Estos inhiben el inicio y/o la propagacion
de cadenas de radicales. Se cuentan entre ellos el glutation, la albimina, las
vitaminas C y E, los carotenoides y los flavonoides.

c) Enzimas reparadoras y de novo: Estas enzimas reparan y reconstituyen
membranas celulares. Incluyen lipasas, proteasas, enzimas reparadoras del
ADN, transferasas y metionina-sulféxido reductasas.

d) Agentes de adaptacion: Estos generan enzimas antioxidantes apropiadas y

las transfieren al sitio de accidn esencial 3334,

3.3.1. Estrés oxidativo

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son moléculas altamente reactivas y
téxicas que se generan de forma continua en el cuerpo, principalmente a través de
la cadena de transporte de electrones en las mitocondrias, el metabolismo oxidativo
y la actividad del sistema inmunitario *°. En condiciones normales, las ROS son
neutralizadas por un complejo sistema de defensa antioxidante que consta de
grupos enzimaticos como catalasa, superoxido dismutasa (SOD), glutatién
reductasa (GR), glutation peroxidasa (GPx) y grupos no enzimaticos, incluidos

glutation reducido (GSH), carotenoides, acido ascoérbico, a-tocoferol y acido Urico
36,37
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El estrés oxidativo se define como un desequilibrio en la relaciébn entre los
compuestos prooxidantes y antioxidantes, lo que resulta en una acumulacién
excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS) y, en ultima instancia, ocasiona
dafio celular 3. Se ha establecido que el estrés oxidativo tiene un papel primordial
en el inicio y/o la progresiéon de una amplia variedad de enfermedades, incluidas las
enfermedades cardiovasculares, las enfermedades inflamatorias de las
articulaciones, el cancer y la diabetes 3%42. Desde entonces, el estrés oxidativo se
ha convertido en un area importante y contemporanea de interés cientifico. La
evidencia sugiere que varios factores y estrategias dietéticos tienen la capacidad de
modular el estrés oxidativo. El folato y el acido félico, en patrticular, han recibido un

interés considerable en este contexto 4346,

3.3.2. Acido félico

El &cido fdlico (AF), también conocido como vitamina B9, es la forma sintética de
folato y esta incluido en los alimentos y suplementos fortificados 47, ya que los
mamiferos no pueden sintetizarlo y debe obtenerse a través de fuentes dietéticas
48_ El 4cido félico actia como coenzima en importantes reacciones metabdlicas de
un solo carbono que son necesarias para la sintesis de acido desoxirribonucleico
(ADN) y &cido ribonucleico (ARN), y diversas reacciones de metilacién. Por ejemplo,
es un cosustrato esencial en la remetilaciéon de la homocisteina (HCY) al aminoéacido
metionina “4°. También se ha informado que el &acido félico tiene efectos
antioxidantes, anticancerigenos, cardiovasculares y neuroprotectores 4. La
actividad antioxidante del acido folico esta mediada por mdultiples mecanismos,
incluida una reduccién en las concentraciones plasmaticas de HCY, lo que puede

aumentar la capacidad antioxidante total (TAC) y reducir la formaciéon de ROS 0.

De acuerdo con el National Institutes of Health (NIH) %%, las cantidades promedio de
folato recomendadas varian de acuerdo con la edad o el periodo de vida que se
esté experimentando (Tabla 1). Generalmente, se recomienda que las mujeres en

edad reproductiva consuman suplementos, alimentos fortificados, o ambos, que

20



proporcionen un contenido diario de 400 mcg de acido folico, ademas del folato que
obtienen naturalmente a través de su alimentacion. Asi mismo, continuar el patréon

durante la lactancia.

Tabla 1. Cantidad de folato diario recomendado de acuerdo con la edad.

Etapa de la vida Cantidad recomendada
Del nacimiento a los 6 meses de edad 65 mcg DFE

Bebés de 7 a 12 meses de edad 80 mcg DFE

Nifios de 1 a 3 afios 150 mcg DFE

Nifios de 4 a 8 afios 200 mcg DFE

Nifios de 9 a 13 afios 300 mcg DFE
Adolescentes de 14 a 18 afos 400 mcg DFE

Adultos mayores de 19 afios 400 mcg DFE

Mujeres y adolescentes embarazadas 600 mcg DFE

Mujeres y adolescentes en periodo de lactancia | 500 mcg DFE

*Las cantidades promedio diarias recomendadas estén expresadas en microgramos (mcg) de equivalentes dietéticos de folato (Dietary
Folate Equivalents DFE, por sus siglas en inglés). 5!

Los alimentos ricos en folato natural incluyen higado de res, vegetales como
esparragos y coles de Bruselas, asi como verduras de hojas verdes intensas como
la espinaca. También son fuentes importantes de folato las frutas y jugos citricos,
como las naranjas, junto con frutos secos, legumbres y chicharos. Por otro lado, el
acido folico se afiade a alimentos como pan, harina de trigo, harina de maiz, pasta,

arroz y cereales fortificados para asegurar un adecuado aporte de esta vitamina.

3.3.3. Usos y eficacia

Los estudios sobre el uso de suplementos orales de folato y acido félico para
condiciones especificas han proporcionado la siguiente evidencia.

3.3.3.1. Defectos del tubo neural

Las enfermedades del tubo neural resultan en malformaciones de la columna

vertebral (espina bifida), el crdneo y el cerebro (anencefalia). Son las

malformaciones congénitas mayores mas comunes del sistema nervioso central y
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resultan de una falla del cierre del tubo neural en cualquiera de sus extremos entre
los dias 21 y 28 después de la concepcidn. Debido a su papel en la sintesis de ADN
y otros componentes celulares criticos, el folato es especialmente importante
durante las fases de crecimiento celular rapido. Aunque el mecanismo no ha sido
completamente establecido, la evidencia de ensayos clinicos muestra que el
consumo adecuado de &cido félico periconcepcional por parte de las mujeres

previene una proporcion sustancial de enfermedades del tubo neural 52754,

3.3.3.2. Céancer

El folato juega un papel clave en el crecimiento celular y la construccién del ADN, la
molécula compleja que forma nuestro modelo genético. Se cree que el folato puede
desempefiar un papel tanto en la supresién de algunos tipos de cancer temprano

como en la progresion de los canceres establecidos %7,

Los estudios observacionales indican que las personas que consumen cantidades
de folato por encima del promedio a través de su dieta 0 mediante suplementos de
acido fdlico durante 15 afios o mas tienen un menor riesgo de desarrollar cancer de

colon y cancer de mama 5859,

Varios estudios epidemiolégicos han sugerido una asociacidén inversa entre la
ingesta y el estado de folato y el riesgo de cancer colorrectal, de pulmén, de
pancreas, de eséfago, de estbmago, cervical, de ovario, de mama, de vejiga y otros
canceres. La investigacion no ha establecido la naturaleza precisa del efecto del
folato en la carcinogénesis, pero los cientificos hipotetizan que el folato podria influir
en el desarrollo del cancer a través de su papel en el metabolismo del carbono unico
y los efectos subsiguientes en la replicacion del ADN y la division celular. Ademas,
la evidencia también indica que el folato podria desempefiar un papel dual en la
iniciacién y progresion del cancer. Es decir, el folato podria suprimir algunos tipos
de cancer durante las etapas tempranas de desarrollo, mientras que dosis altas de

acido folico tomadas después de que se hayan establecido lesiones preneoplasicas
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podrian promover el desarrollo y la progresion del cancer. La investigacion mas
exhaustiva se ha centrado en el efecto del folato en el desarrollo del cancer
colorrectal y su precursor, el adenoma. Varios estudios epidemioldgicos han
encontrado asociaciones inversas entre altas ingestas de folato en la dieta y el

riesgo de adenoma y cancer colorrectal %062,

En general, la evidencia hasta la fecha indica que una ingesta adecuada de folato
en la dieta podria reducir el riesgo de algunas formas de cancer. Sin embargo, los
efectos de la suplementacién con acido félico sobre el riesgo de cancer no estan
claros, especialmente entre individuos con antecedentes de adenomas
colorrectales u otras formas de cancer. Se necesita mas investigacion para
comprender completamente como la ingesta de folato en la dieta y la
suplementacion con &cido félico afectan el riesgo de cancer y si sus efectos difieren

segun el momento de la exposicion.

3.3.3.3. Enfermedad cardiaca y accidente cerebrovascular

Un nivel elevado de homocisteina se ha asociado con un mayor riesgo de
enfermedad cardiovascular. El folato y otras vitaminas B participan en el
metabolismo de la homocisteina, y los investigadores han planteado la hipétesis de
gue estos micronutrientes reducen el riesgo de enfermedad cardiovascular al
reducir los niveles de homocisteina. Los suplementos de acido félico (y vitamina
B12) reducen los niveles de homocisteina. Sin embargo, estos suplementos en
realidad no disminuyen el riesgo de enfermedad cardiovascular, aunque parecen

brindar proteccién contra el accidente cerebrovascular. 6364,

En general, la evidencia disponible sugiere que la suplementacion con acido folico
solo o en combinacién con otras vitaminas B reduce el riesgo de accidente
cerebrovascular, especialmente en poblaciones con niveles bajos de folato, pero no

afecta otros criterios de valoracion cardiovasculares.
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3.3.3.4. Demenciay funcién cognitiva

Los estudios observacionales han encontrado una asociacion entre los niveles altos
de homocisteina y una mayor incidencia de demencia y enfermedad de Alzheimer
6566 | a homocisteina puede afectar negativamente al cerebro al provocar una falta
de sangre en el cerebro y las células nerviosas. Algunos estudios observacionales
han encontrado una relacion entre los niveles bajos de folato en la sangre y un
mayor riesgo de demencia. Sin embargo, los ensayos clinicos no han encontrado
gue la suplementacion con acido félico prevenga el desarrollo de demencia 0 mejore
la funcién cognitiva incluso si reduce los niveles de homocisteina . Se necesitan
mas ensayos clinicos de mayor duracién para ver los efectos de la suplementacion

con &cido félico y las dosis efectivas en la funcién cognitiva.

3.3.3.5. Depresion

Los niveles bajos de folato se han relacionado con la depresion y la mala respuesta
a los antidepresivos en algunos estudios, pero no en todos. Los posibles
mecanismos no estan claros, pero podrian estar relacionados con el papel del folato
en las reacciones de metilacion en el cerebro, la sintesis de neurotransmisores y el
metabolismo de la homocisteina. Sin embargo, los factores secundarios
relacionados con la depresion, como los patrones de alimentacion poco saludables
y el trastorno por consumo de alcohol, también podrian contribuir a la asociacion
observada entre los niveles bajos de folato y la depresion 7. Otros estudios han
examinado los efectos de la suplementacién con 5-MTHF como tratamiento
adyuvante de los antidepresivos, y los resultados sugieren que podria ser mas

prometedor que el &cido félico ©8.

Se necesita investigacion adicional para comprender completamente la asociaciéon
entre el nivel de folato y la depresion. Aunque la evidencia limitada sugiere que la
suplementacién con ciertas formas y dosis de folato podria ser un tratamiento
adyuvante util para los trastornos depresivos, se necesita mas investigacién para

confirmar estos hallazgos.
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4. Planteamiento del problema

Los aparatos de ortodoncia ya sean fijjos o removibles, constan de componentes
metalicos, cerdmicos y poliméricos y se consideran no citotoxicos en la mayoria de
las condiciones. Sin embargo, durante el uso clinico puede producirse una
alteracion de las propiedades biologicas y pueden surgir efectos adversos, incluida
la liberacibn de iones metalicos y monomeros residuales, subproductos de
degradacion y aditivos de polimeros. Varios estudios han investigado los efectos
citotéxicos y genotoxicos de pacientes bajo tratamiento de ortodoncia %', y entre
los hallazgos mas importantes se encuentra el aumento de micronucleos y
anormalidades nucleares presentes en las células exfoliadas de la mucosa oral, sin
embargo, ningun estudio ha evaluado el uso de antioxidantes como terapia para la
prevencién o reduccion de la frecuencia de anormalidades nucleares en estos

pacientes.

Los sistemas adhesivos de ortodoncia son un elemento clave para mantener
exitosamente los brackets y accesorios adheridos a los dientes durante un largo
periodo, por lo que es fundamental investigar las propiedades de estos materiales.
Actualmente, los sistemas adhesivos fotopolimerizables son el estandar, ya que
ofrecen ventajas como mayor tiempo de trabajo, tolerancia a la humedad y cambio
de color para mejorar el posicionamiento de brackets y otros accesorios. Entre los
compuestos contenidos en las resinas dentales, incluidos los adhesivos de
ortodoncia, se encuentran los monémeros Bis-GMA (Bisfenol-A glicidil-metacrilato),
TEGDMA (dimetacrilato trietilenglicol) y UDMA (dimetacrilato de uretano) 2.
Diferentes autores han informado previamente sobre los potenciales efectos
citotoxicos de los mondémeros lixiviados, tanto los liberados a corto plazo durante la
conversibn mondémero-polimero como los excretados por erosion y degradacion a

lo largo del tiempo.

Existe una variedad creciente de adhesivos de ortodoncia disponibles en el

mercado, por lo que es necesario evaluar las propiedades mecanicas y toxicas de
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estos materiales para discernir entre las mejores opciones.

De acuerdo con lo anterior, surgen las siguientes preguntas de investigacion,

¢ La suplementacion con acido folico modifica la frecuencia de los bioindicadores
de inestabilidad gendmica y genotoxicidad en pacientes con el uso de aparatologia
fija?y
¢ Distintas resinas de ortodoncia comerciales presentan el mismo nivel de
citotoxicidad, diferenciacion odontoblastica, resistencia al descementado y

microdureza?
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5. Justificacion

En los ultimos afios, ha aumentado el nimero de pacientes que buscan tratamiento
de ortodoncia por diversas razones, principalmente estéticas y funcionales. Asi
mismo, los materiales, técnicas y opciones de tratamiento ortodoncicos han
aumentado y con ello la necesidad de evaluarlos objetivamente para ofrecer a los
pacientes las mejores opciones en términos de calidad, biocompatibilidad y

eficiencia.

Entre los materiales mas usados en ortodoncia, como se mencion0 antes, se
encuentran los sistemas adhesivos. Algunos estudios se han centrado en afadir
materiales a los adhesivos de ortodoncia para mejorar algunas propiedades,
principalmente mecénicas, sin embargo, los fabricantes comerciales no parecen
estar interesados en utilizar esos componentes, por lo que probablemente seria
recomendable centrarse en las propiedades de los productos disponibles que derive
en tomar decisiones mas informadas al elegir un adhesivo de ortodoncia. Un
composite de ortodoncia ideal para usar en los pacientes debe reunir propiedades
mecanicas adecuadas en combinacién con una buena respuesta biologica de los

tejidos bucales y un facil manejo clinico.

Por otra parte, se ha reportado con anterioridad que los materiales usados en los
aparatos fijos de ortodoncia, especialmente los metales y los monémeros derivados
de los sistemas adhesivos, causan alteraciones genotéxicas en las células orales.
El uso de antioxidantes, tales como la vitamina C y el &cido félico, como terapia para
inhibir o reducir la formacion de radicales libres (FR) y especies reactivas de oxigeno
(ROS) se ha empleado en diversos contextos médicos con resultados prometedores
4-6_En el campo odontoldgico y especificamente en el de la ortodoncia, dicha terapia
no ha sido explorada, por lo cual resulta muy interesante y de gran importancia
investigar sobre los probables efectos benéficos en pacientes con tratamiento de
ortodoncia, teniendo en cuenta ademas que la suplementacion con antioxidantes, y

en especial con acido fdlico, estd muy disponible y de facil acceso en términos
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econdmicos.

Aungue en esta investigacion se plantean dos temas distintos, ambos se relacionan
de manera intrinseca. Conocer mas sobre las propiedades citotdxicas y mecanicas
de resinas ortoddncicas comerciales aporta a elegir aquellas més adecuadas para
los pacientes y en este sentido sabiendo que las resinas, en conjunto con otros
materiales que se colocan en los tratamientos con aparatos fijjos de ortodoncia,
causan alteraciones en las células bucales, cobra importancia explorar alternativas

gue prevengan y/o reduzcan estos efectos indeseables.

Tanto los estudios in vitro como los in vivo contribuyen a entender mejor el
comportamiento de los materiales y sustancias usados en ortodoncia, los primeros
al poder medir propiedades previo a su uso clinico y los segundos siendo muy
beneficiosos al estimar el impacto de los aparatos de ortodoncia, y en este caso del
acido fdlico, en el entorno natural, sabiendo que los estudios in vitro no simulan las
condiciones de la cavidad bucal debido a que es un ambiente complejo acompafiado
de factores como temperatura, pH, higiene, dieta, etc. Considerando los puntos
mencionados, es fundamental que los ortodoncistas estén bien informados sobre
las ventajas, beneficios, limitaciones y posibles riesgos asociados al uso de estos

materiales, asi como sobre la aplicacién de una terapia con &cido félico.
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6. Hipotesis

6.1. Fase 1

¢ Distintas resinas de ortodoncia comerciales presentan el mismo nivel de
citotoxicidad, diferenciacion odontoblastica, resistencia al descementado y

microdureza?

6.1.1. Hipotesis de investigacion (Hi)

+ Las resinas de ortodoncia estudiadas presentan el mismo nivel de
citotoxicidad, diferenciacién odontoblastica, resistencia al descementado y

microdureza.

6.1.2. Hip6tesis nula (Ho)

+ Las resinas de ortodoncia estudiadas presentan distintos niveles de
citotoxicidad, diferenciacion odontoblastica, resistencia al descementado y

microdureza.

29



7. Objetivos

7.1. Fase 1

7.1.1. Objetivo general

» Evaluary comparar la citotoxicidad, diferenciacion odontoblastica, resistencia

al descementado y microdureza de cuatro resinas de ortodoncia.

7.1.2. Objetivos especificos

» Establecer cultivos de células madre de pulpa dental humana (hDPSC).

* Obtener los extractos adhesivos de cuatro resinas de ortodoncia (Transbond
XT, Transbond Plus Color Change, Enlight y Blugloo).

« Evaluar y comparar la citotoxicidad de las resinas sobre células madre de
pulpa dental humana (hDPSC).

* Evaluar y comparar la formacion de depdsitos de calcio mediante tincion con
rojo de alizarina.

+ Determinar y comparar la resistencia al descementado, asi como el indice
adhesivo remanente (ARI) de las cuatro resinas.

+ Determinar y comparar la microdureza Vickers de las cuatro resinas de

ortodoncia mencionadas.
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8. Materiales y métodos

8.1. Fase 1

8.1.1. Disefio del estudio

Tipo de estudio: experimental in vitro, prospectivo y comparativo.

8.1.2. Poblacion y universo de estudio

Universo de estudio:
* Numero de células orales cultivadas.
+ Discos de cuatro tipos de resinas compuestas fotopolimerizables para
ortodoncia (Transbond XT, Transbond Plus Color Change, Enlight and
Blugloo).

* Premolares extraidos por razones ortodéncicas.

8.1.3. Muestreo

Muestra: Probabilistica.

Método de muestreo: Aleatorio simple.

Tamafo:
« n=9platos de 96 pocillos a densidades de 4x10° células/ml. Los ensayos se
llevaron a cabo por triplicado, realizando tres experimentos independientes
para asegurar la reproducibilidad de los resultados (n = 9).
* n=40discos de 10 mm de didmetro y 1 mm de espesor (n = 10 de cada tipo
de resina).

* n =120 premolares (n = 30 para cada tipo de resina).
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8.1.4. Criterios de selecciéon

Los platos de pocillos con contenido celular, discos de resina y premolares fueron

seleccionados tomando en cuenta las siguientes caracteristicas.

8.1.4.1. Inclusion

« Platos de 96 pocillos a densidades de 4x10° células/ml.
* Discos de resina de 10 mm de diametro y 1 mm de espesor.

* Premolares con corona intacta extraidos por razones ortodoncicas.

8.1.4.2. Exclusion

» Platos de cultivo que presentaran defectos de fabricacion.
» Discos de resina que presentaran superficies irregulares o espacios por
falta de material.

* Premolares con hipomineralizacion o hipoplasia del esmalte.

8.1.4.3. Eliminacién

» Platos de cultivo que durante su manipulacion tuvieran pérdida del contenido.

» Platos de cultivo que presentaran contaminacion.

* Platos de cultivo en los que se agregaran cantidades inadecuadas de
monomeros lixiviados o se realizara una disolucion incorrecta.

» Discos de resina que se fracturaran o contaminaran durante su manipulacion.

* Premolares que sufrieran fractura durante la manipulacion.
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8.1.5. Variables de estudio

8.1.5.1. Variables dependientes

Tabla 4. Definicion conceptual y operacional de variables dependientes.

Variable

Definicion conceptual

Definicién operacional

Tipo de variable

Escala de medicién

Citotoxicidad

Dafio celular provocado por la accién de
anticuerpos especificos y complemento o por

células citotdxicas 73

Se emplearan células madre de pulpa dental humana (hDPSC) en
contacto con los extractos adhesivos de las resinas. Se utilizara

ensayo MTT para el andlisis de viabilidad celular

Cuantitativa continua

De razén
0-n cel (%)

Diferenciacién odontoblastica

Capacidad de las células madre de pulpa
dental humana (hDPSC) para diferenciarse en

odontoblastos. Fuente propia.

Se utilizard medio de diferenciacion odontoblastico para inducir
dicho cambio y se evaluara la formacion de depdsitos de calcio

mediante tincion con rojo de alizarina

Cuantitativa continua

De razén

0-n depésitos de calcio (%)

Resistencia al descementado

Fuerza maxima que la unién adhesiva puede

tolerar antes de fracturarse

Se utilizara un minimolde en forma de bracket con una superficie de
base de 17.5 mmz2 para adherir cada tipo de resina a la superficie
bucal de los premolares y se realizara el ensayo de resistencia al
descementado con una maquina de ensayos universales con una

velocidad de cruceta de 0,5 mm/min hasta que se produzca la falla

Cuantitativa continua

De raz6n

0-n megapascales (MPa)

indice adhesivo remanente

Cantidad de adhesivo remanente después de
despegar un bracket/aditamento. Fuente

propia.

Después del ensayo de resistencia al descementado, se examinara
la superficie de los dientes con un estereomicroscopio con un
aumento de x10 para evaluar la cantidad de adhesivo restante en el

esmalte

Cualitativa

Ordinal
Politbmica
0 = no queda adhesivo en el
esmalte
1 = queda menos del 50 % de
adhesivo en el esmalte
2 = queda mas del 50 % de
adhesivo en el esmalte
3 =todo el adhesivo que

queda en el esmalte

Microdureza Vickers

Método para medir la dureza de los

materiales. Fuente propia.

Se aplicara una carga constante de 9.8 N a la superficie de los

discos de resina durante 10 s, y los valores seran registrados

Cuantitativa continua

De razén

0-n Dureza Vickers (HV)
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8.1.5.2. Variables independientes

Tabla 5. Definicion conceptual y operacional de variables independientes.

contacto con hDPSC

Variable Definicién conceptual Definicién operacional Tipo de variable Escala de medicién
» y Se realizaran diluciones del 0-100% de i
o Reduccion de la concentracion de una ) ) o De raz6n
Dilucién . o . y los extractos adhesivos de las resinas en Cuantitativa
sustancia quimica en una disolucion 7> ml

Tiempo de proliferacion celular

Incremento del nimero de células por
division celular cuantificadas por medio
de conteo celular con

hematocitémetro. Fuente propia.

Rango temporal a partir de la incubacién
con extractos adhesivos de las resinas a
las 24 h

Cuantitativa discreta

De raz6n 0-n h de incubacion

Resina ortoddncica

Material usado para unir brackets y otros
aditamentos al esmalte dental. Fuente

propia.

Se prepararan discos de cuatro resinas
distintas para los ensayos de
citotoxicidad, diferenciacion

odontobléastica y microdureza

Cualitativa

Nominal
Politdmica
0 = Transbond XT, 3M
1 = Transbond Plus Color Change,
3M
2 = Enlight, Ormco
3 = Blugloo, Ormco
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8.1.6. Procedimiento

8.1.6.1. Preparacion de los discos de resina

+

Fig. 6. Adhesivos de ortodoncia incluidos en el estudio. Fuente: propia.

Se evaluaron cuatro adhesivos de ortodoncia fotopolimerizables comerciales (Fig.
6), Transbond XT — GI (3M Unitek, Monrovia, CA, EE. UU.), Transbond Plus Color
Change — GllI (3M Unitek), Enlight — GlII (Ormco, Brea, CA, EE. UU.) y Blugloo —
GIV (Ormco). Se prepararon un total de 60 discos, 15 discos de 10 mm de didmetro
y 1 mm de espesor de cada resina de ortodoncia mencionada. Los discos se
formaron en un molde de politetrafluoroetiieno (PTFE) hecho a medida, se
prensaron con una fina lamina de vidrio para eliminar el exceso y se
fotopolimerizaron en la superficie superior durante 20 s con una lampara de
polimerizacién Led Bluephase (lvoclar Vivadent GmbH, Viena, Austria). Las
superficies de los discos se pulieron suavemente con hojas de papel de lija (grano
1000, 2000, 4000). Se utilizaron 5 discos para pruebas de citotoxicidad, 5 para
diferenciacion de odontoblastos y 5 para pruebas de microdureza, respectivamente.

Todas las muestras fueron preparadas por el mismo operador (Fig. 7).
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Fig. 7. A. Molde de politetrafluoroetileno (PTFE) empleado para la conformacién de los discos de resina. B.

Fotopolimerizaron de la resina. C. Discos de resina conformados. Fuente: propia.

8.1.6.2. Cultivos celulares

Se utilizaron células madre de pulpa dental humana (hDPSC) para el ensayo de
citotoxicidad y la diferenciacién de odontoblastos. Las hDPSC se obtuvieron del
banco de células del Laboratorio de Investigacion Interdisciplinaria, Area de
Nanoestructuras y Biomateriales de la ENES Le6n, UNAM, y se establecieron y
caracterizaron como se informé anteriormente 6. Las células se inocularon en
placas de cultivo con medio de cultivo Minimum Essential Medium (MEM) (Gibco,
Carlsbad, CA, EE. UU.), suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10% (Gibco),
glutamina al 1% (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EE. UU), vy
penicilina/estreptomicina al 1% (Sigma-Aldrich) y se incubaron a 37°C con 95% de
humedad y 5% de CO2, cambiando el medio de cultivo cada dos dias hasta alcanzar
una confluencia celular superior al 80%. Luego las células se subcultivaron en
placas estériles de 96 pocillos a concentraciones de 1.7x10°8 células/ml, incubando
en las mismas condiciones de cultivo, antes de los ensayos de citotoxicidad y

diferenciacion (Fig. 8).
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Fig. 8. Células subcultivadas en placas estériles de 96 pocillos. Fuente: propia.

8.1.6.3. Obtencién de los mondmeros lixiviados

Para la citotoxicidad y la diferenciacion odontoblastica, se expusieron 10 discos de
cada resina a luz ultravioleta durante un total de 60 min (30 min por lado) para evitar
la contaminacion bacteriana. Para obtener las sustancias lixiviadas de las resinas
adhesivas de ortodoncia, cada disco se sumergio en 1 ml de MEM estéril y se incubd
a 37°C y 95% de humedad durante 24 h. Usando la férmula 21rrh + 21112, la relacion
entre el area de superficie y el volumen se calculé en 1.88 cm?/ml, siguiendo las
directrices de la Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO) para materiales
meédicos y dentales sélidos, que recomiendan una relacion entre el area de
superficie y el volumen de 0.5 a 6.0 cm?/ml que generan extractos para pruebas en
células cultivadas. Los extractos se filtraron para eliminar las particulas sélidas y se

almacenaron hasta su uso posterior.

8.1.6.4. Ensayo de citotoxicidad MTT

Los efectos citotoxicos de los extractos adhesivos se determinaron utilizando un
ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-
Aldrich). Las células de las placas de 96 pocillos se trataron con 100 pul de los
extractos adhesivos de cada resina y se realizaron diluciones del 100% al 0% (Fig.
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9). Como control negativo, las lineas celulares se mantuvieron unicamente en medio
de cultivo. Los extractos y los controles se incubaron durante 24 h a 37°C y 5% de
CO2. Posteriormente, se eliminaron los sobrenadantes y las células se incubaron
con 100 pl de MTT (0.2 mg/ml en MEM fresco) durante 7 h. El formazan se disolvio
con 100 pl de dimetilsulfoxido DMSO (JT Baker, Phillipsburg, NJ, EE. UU.) y las
densidades 6pticas (OD) se midieron a 570 nm utilizando un espectrofotémetro
(Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, EE. UU.). La viabilidad celular se
calcul6 de acuerdo con la siguiente férmula: viabilidad celular (%) = (OD del grupo
de prueba/OD del grupo control negativo) x 100. Los datos fueron obtenidos de tres
experimentos independientes, cada uno de los cuales se llevd a cabo en triplicado
(n=9).
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Fig. 9. Esquema que muestra las diluciones realizadas. Fuente: propia.

La citotoxicidad se clasifico segun la viabilidad celular, siguiendo la metodologia de
Sjogren et al. 7/, en las siguientes categorias: no citotéxico (>90% de viabilidad
celular), ligeramente citotoxico (60—-90%), moderadamente citotdéxico (30-59%) y
severamente citotoxico (<30%). Se determind la concentracion citotoxica del 50%
(CCs0); esta se definid como la concentracion de material de prueba necesaria para

reducir la viabilidad celular en un 50% en comparacion con el control negativo.
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8.1.6.5. Diferenciacién odontoblastica

Se utilizaron placas de 96 pocillos que contenian hDPSC para evaluar la
diferenciacion odontoblastica. Las células se incubaron en medio de diferenciacion
de odontoblastos 7®7° (a-MEM suplementado con FBS al 10%,
penicilina/estreptomicina al 1%, B-glicerofosfato 10 mM, ascorbato 2 fosfato 50 mM,
dexametasona 0.1 mM, [todo de Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EE. UU.]) con los
extractos adhesivos de las resinas en proporcion 1:1, a 37°C con 5% de CO2y 95%
de humedad. Como control negativo se utilizaron células incubadas en medio de
diferenciacion de odontoblastos y como control positivo, las células se mantuvieron
en medio de cultivo MEM. Para todos los grupos, el medio se renovo cada dos dias

durante quince dias.

Después de este periodo, se evalud la actividad de deposicién mineral, que indica
una osteogénesis en curso, mediante tincion con rojo de alizarina. Las células
tefildas se observaron con un microscopio 6ptico (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania) y se obtuvieron imagenes (20x). Para la cuantificacibn de las
concentraciones de calcio, se extrajo la tincion con rojo de alizarina con 2-
isopropanol al 5% y &cido acético al 10% (ambos Sigma-Aldrich) durante 16 h 'y se
midié la absorbancia a 550 nm usando un espectrofotometro (Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, EE. UU.) (Fig. 10).

Fig. 10. Espectrofotometro para medir la absorbancia. Fuente: propia.
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8.1.6.6. Resistencia al descementado (SBS)

Se recolectaron 120 premolares extraidos por motivos de ortodoncia, previo
consentimiento informado de los pacientes y aprobacion del comité de ética de la
Facultad de Odontologia de la Universidad Autbnoma Estado de México (UAEMex),
Toluca, México (CEICIEAO-2023-019), y se almacenaron en timol al 0.01% hasta
Su uso. Las superficies bucales de los dientes se limpiaron con una copa de goma
y pasta profilactica sin flior, se enjuagaron con agua durante 15 sy se secaron con
aire comprimido durante 10 s. Los dientes se dividieron aleatoriamente en cuatro
grupos (n = 30) segun la resina ortoddéncica a probar: Grupo | — Transbond XT,
Grupo Il — Transbond Plus Color Change, Grupo Il — Enlight y Grupo IV — Blugloo,

y posteriormente se montaron verticalmente en barras de acrilico de autocurado.

Fig. 11. A. Minimolde en forma de bracket con un area de base de 17.5 mm2. B. Adhesidn de las resinas a la superficie
dental para prueba de resistencia al descementado (SBS) y posterior evaluacion de indice adhesivo remanente (ARI).

Fuente: propia.

Para probar las resinas se utiliz6 un minimolde con forma de bracket con un area
de base de 17.5 mmz (Fig. 11). Las superficies de los dientes se acondicionaron con
gel de grabado de acido fosférico al 35% (Scotchbond Universal, 3M ESPE, St Paul,
MN, EE. UU.) durante 15 s, se enjuagaron con agua durante 15 s y se secaron con

aire comprimido hasta observar una apariencia blanca tiza en la zona tratada de la
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superficie. Luego, con un microbrush se aplico el primer correspondiente a cada
sistema adhesivo, se roci6 con aire durante 5 s y se fotopolimerizé con una lampara
de polimerizacién Led Bluephase (lvoclar) durante 10 s. Con una espatula para
resina se colocé cada resina en el minimolde, se presiond sobre la superficie del
diente, se elimino el exceso y se fotopolimerizé durante 20 s. Antes de la prueba de
resistencia al descementado, las muestras preparadas se colocaron en agua

destilada en una incubadora a 37°C durante 24 h.

La resistencia al descementado de los attachments se midié en una maquina de
ensayos universales (Autograph AGS-X, Shimadzu, Kioto, Jap6n) con una velocidad
de cruceta de 0.5 mm/min hasta que se produjo la falla (Fig. 12). La fuerza de

descementado se registré en Newtons y se convirtio a MPa.

Fig. 12. Prueba de resistencia al descementado. Fuente: propia.

8.1.6.7. indice adhesivo remanente (ARI)

Una vez que se descementaron los attachments, se examiné la superficie de los
dientes con un estereomicroscopio (Nikon, Tokio, Japdn) con un aumento de 10x
para evaluar la cantidad de adhesivo remanente en el esmalte. Las puntuaciones

del indice adhesivo remanente se consideraron de la siguiente manera:
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* 0 =no queda adhesivo en el esmalte.
* 1= queda menos del 50% de adhesivo en el esmalte.
» 2 =queda mas del 50% de adhesivo en el esmalte.

» 3 =todo el adhesivo queda en el esmalte.

8.1.6.8. Evaluacién de la microdureza

La microdureza de la superficie se determiné utilizando un microdurémetro Vickers
(SINOWON SXHV-1000TA, Dongguan, China) con un indentador de piramide de
diamante alargado Vickers (Fig. 13). Se aplicé una carga constante de 9.8 N a la
superficie durante 10 s y se registraron los valores de dureza Vickers (HV). Se
realizaron diez indentaciones en cada disco (cinco discos por resina), para un total

de 50 indentaciones por resina (n = 50).

Fig. 13. Microdurometro Vickers. Fuente: propia.
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9. Hipotesis

9.1. Fase 2

¢La suplementacion con acido folico modifica la frecuencia de los bioindicadores
de inestabilidad genémica y genotoxicidad en pacientes con el uso de aparatologia
fija?

9.1.1. Hipétesis de investigacion (Hi)

« La suplementacion con acido félico modifica la frecuencia de los
bioindicadores de inestabilidad genémica y genotoxicidad en pacientes con
el uso de aparatologia fija.

9.1.2. Hipé6tesis nula (Ho)

« La suplementacién con acido félico no modifica la frecuencia de los
bioindicadores de inestabilidad genémica y genotoxicidad en pacientes con

el uso de aparatologia fija.
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10. Objetivos

10.1. Fase 2

10.1.1. Objetivo general

« Evaluar la inestabilidad gendmica y genotoxicidad con el uso de aparatologia

fija y la suplementacién con acido félico.

10.1.2. Objetivos especificos

« Evaluar la frecuencia de los biomarcadores de genotoxicidad y citotoxicidad
en un grupo control.

« Evaluar la frecuencia de los biomarcadores de genotoxicidad y citotoxicidad
antes y durante el uso de aparatologia fija metalica.

« Evaluar la frecuencia de los biomarcadores de genotoxicidad y citotoxicidad
antes y durante el uso de aparatologia fija metalica con y sin la

suplementacion con acido félico.
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11. Materiales y métodos

11.1. Fase 2

11.1.1. Diseno del estudio

Tipo de estudio: experimental in vivo, prospectivo y comparativo.

11.1.2. Poblacion y universo de estudio

Universo de estudio:
+ Pacientes de nuevo ingreso a tratamiento de ortodoncia, en consulta privada.

» Pacientes de nuevo ingreso a consulta odontologica, en consulta privada.

11.1.3. Muestreo

Muestra: No probabilistica.
Método de muestreo: Por conveniencia.

Tamafo: n = 30 pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion.

11.1.4. Criterios de seleccidén

La seleccion de los pacientes se realizo considerando las siguientes caracteristicas.

11.1.4.1. Inclusién

e Necesidad de tratamiento de ortodoncia para los grupos Il y 11,
e No fumador.

e Sin enfermedades orales o sistémicas.

e Sin restauraciones o protesis bucales metélicas.

¢ Sin tratamiento de ortodoncia previo.
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e Sin exposicidn ocupacional a metales.

¢ No recibir medicamentos o suplementos.

e Ninguna alergia conocida a la bisuteria, relojes o fuentes de niquel y cromo.
e Ausencia de piercings en la boca.

e Firmar el informe de consentimiento.

e Firmar el informe de asentimiento.

11.1.4.2. Exclusién

e Pacientes embarazadas.

e Pacientes con cancer o consumiendo antineoplasicos.

e Pacientes menores de 12 afios.

e Pacientes menores de edad que desearan participar en el estudio, pero
cuyos padres no otorgaron el consentimiento informado, o0 menores de edad
gue no estuvieran de acuerdo en participar y por tanto no dieran el

asentimiento informado.

11.1.4.3. Eliminacidén

e Pacientes que abandonaran el estudio.

e Pacientes que dejaran de tomar la suplementacion con &cido félico.
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11.1.5. Variables de estudio

11.1.5.1. Variables dependientes

Tabla 2. Definicion conceptual y operacional de las variables dependientes.

Variable

Definicién conceptual

Definicion operacional

Tipo de variable

Escala de medicién

Genotoxicidad

Capacidad relativa de un
agente de ocasionar
dafio en el material

genético 8

Se utilizé tincién de Papanicolaou (PAP) para el ensayo de microntcleos y
anormalidades nucleares sobre células bucales exfoliadas de todos los
pacientes incluidos en el estudio. Se puntuaron las siguientes anomalias en
las laminillas:

* Micronucleos (MN): forma ovalada o redondeada, intensidad de tincién
similar al nicleo principal, didmetro entre 1/3 y 1/16 del ndcleo principal,
deben encontrarse dentro del citoplasma y puntuarse sélo en células basales
y diferenciadas.

* Nucleo lobulado (NL): el nucleo principal presenta una marcada constriccion
formando una yema. La yema esta adherida al nacleo principal, con tincion
similar y un didmetro entre 1/4 y 1/2 del ndcleo principal.

« Binucleada (BN): la célula contiene dos nucleos en su citoplasma. Los
nucleos tienen tamafio e intensidad de tincion similares.

» Picnosis (PC): la célula tiene un nucleo contraido y tefiido uniformemente. El
didmetro del nicleo es de 1/3 a 2/3 de un nicleo normal.

» Cromatina condensada (CC): el nucleo muestra areas de cromatina
agregada con un patron estriado. Algunas areas del ndcleo estan tefiidas mas
intensamente.

« Cariorrexis (CR): el nucleo muestra cromatina ampliamente condensada y
puede ser evidente la fragmentacion del nicleo.

« Caridlisis (CL): el nucleo esta vacio de ADN y no se tifie.

Cuantitativa discreta

De raz6n
0-1000 anormalidades
nucleares (MN, NL, BN, PC,
CC, CR, CL)
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11.1.5.2. Variables independientes

Tabla 3. Definicion conceptual y operacional de variables independientes.

Variable

Definicién conceptual

Definicién operacional

Tipo de variable

Escala de medicién

Tiempo de exposicion a la

Periodo transcurrido desde la colocacion de

Periodo transcurrido entre la colocacion de aparatologia fija

Ordinal, Politémica

. . . . . . . Cualitativa TO = sin exposicién, T1 = 1 mes,
aparatologia fija ortodoncica aparatologia fija ortodéncica. Fuente propia. ortodoncica y la toma de muestras de células bucales exfoliadas
T2 = 3 meses, T3 = 6 meses
IAporte de sustancias nutricionales complementarias| Se suplement6 a un grupo de pacientes con una dosis de 400 . . .
. . ) . . . L Nominal, Dicotémica
Suplementacion a la dieta con el fin de mantener una buena salud, mcg/dia/3 meses de &cido folico a partir del tercer mes con Cualitativa

asi como para prevenir o tratar enfermedades 8!

aparatologia fija ortodéncica

0 = sin suplementacién, 1 = acido félico

Lapso que transcurre desde el nacimiento hasta el 5 e . De razén
Edad . Edad en afios Cuantitativa discreta B
momento de referencia & 0-100 afios
Caracteristicas biol6gicas y fisiologicas que definen ) o Nominal, Dicotémica
Sexo ) Hombre, mujer Cualitativa ) )
a hombres y mujeres 83 0 = femenino, 1 = masculino
) L Ordinal, Politbmica
o Medida de asociacién entre el peso y la talla de una » o )
Indice de masa corporal (IMC) o Se midieron el peso y la talla y se obtuvo el IMC Cualitativa 0 = Bajo peso <18.5, 1 = Normal 18.5 - 25,
persona .
2 = Sobrepeso 25 - 30, 3 = Obesidad >30
. . ) . Ordinal, Politbmica
Frecuencia de cepillado de Numero de veces que una persona cepilla sus . o o . . .
. . . Numero de veces que report6 el individuo Cualitativa 0 = ninguna, 1 = 1 vez/dia, 2 = 2 veces/dia,
dientes dientes en 24 h. Fuente propia. .
3 =3 veces/dia
y Actividad principal que realiza la persona. Fuente o o T o Nominal, Dicotémica
Ocupacioén . Actividad principal que report6 el individuo Cualitativa .
propia. 0 = estudiante, 1 = otra
Antecedentes familiares de Historia heredofamiliar de algun tipo de cancer. Historia positiva 0 negativa de familiares directos que tengas o Cualitati Nominal, Dicotémica
ualitativa
cancer Fuente propia. hayan tenido algun tipo de cancer 0=si,1=no
Aquella persona que, pese a no ser fumadora, . o
. . . . L . . . Nominal, Dicotémica
Fumador pasivo aspira el humo del tabaco involuntariamente de Exposicion habitual al humo de tabaco en el entorno familiar Cualitativa 0=si1
=si,1=no
forma habitual &
Ingesta de bebidas que contienen alcohol. Fuente | Consumo regular de bebidas alcohdlicas independientemente o Nominal, Dicotémica
Consumo de alcohol Cualitativa

propia.

de la frecuencia y cantidad

O0=si,1=no
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11.1.6. Procedimiento
11.1.6.1. Seleccion de los participantes

Se incluyeron 30 sujetos de ambos sexos, con edades entre 14 y 43 afos, que
cumplieron con los criterios de inclusidn. Los participantes fueron informados sobre
las intervenciones segun el grupo al que pertenecerian y los procedimientos para la
recoleccion de muestras. Todos los participantes proporcionaron su consentimiento
informado por escrito y el estudio se inicié después de la aprobacion del comité de
ética institucional (CEICIEAO-2023-018). El ensayo clinico fue registrado en el
University hospital Medical Information Network (UMIN) Center (UMIN), con nimero
de identificacion UMINO00053676.

La seleccion de sujetos incluyo los siguientes criterios de elegibilidad:
e Necesidad de tratamiento de ortodoncia para los grupos Il y 11l
e No fumadores.
e Sin enfermedades orales o sistémicas.
e Sin protesis o restauraciones bucales metalicas.
e Mucosa oral clinicamente sana.
e Sin tratamiento de ortodoncia previo.
e Ninguna exposicion ocupacional a metales.
e No tomar medicamentos o suplementos.
e Sin alergias conocidas a joyas, relojes o fuentes de niquel y cromo.

e Ausencia de piercings en la boca.

Los sujetos fueron evaluados inicialmente con un cuestionario para verificar el
cumplimiento de los criterios del estudio y luego evaluados clinicamente para
confirmar la ausencia de restauraciones metalicas y patologias de la mucosa oral.
Se realiz6 una historia clinica y se consideraron las siguientes variables: edad, sexo,
indice de masa corporal (IMC), frecuencia de cepillado de dientes, ocupacion

(estudiante u otra), antecedentes familiares de cancer, fumador pasivo y consumo
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de alcohol.

Los sujetos incluidos se dividieron en tres grupos (Fig. 2) de la siguiente manera:
e Gl - Grupo control sin ninguna intervencion (n = 10).
e Gll - Grupo con aparatos fijos de ortodoncia (n = 10).

e Glll - Grupo con aparatos fijos de ortodoncia y suplementacién con acido

félico (n =10).
30 sujetos
n=10 n=10 n=10
Grupo Control Grupo con aparatologia fija metalica Grupo con aparatalogia fija metalica

+ Intervencion - Acido félico

Fig. 2. Diagrama de flujo que muestra el disefio experimental.

Los pacientes fueron asignados aleatoriamente para los grupos Gll y Glll. Para los
grupos que requirieron tratamiento de ortodoncia (Gll, GlllI), se colocaron aparatos
de ortodoncia fijos en ambas arcadas, consistentes en un juego de brackets
metalicos con ranura 0.022”, tubos directos, arcos de niquel-titanio (NiTi) y médulos
elastoméricos (todos American Orthodontics, Sheboygan, WI, EE. UU.). Los
pacientes del GllI recibieron suplementacion (Fig. 3) de 400 mcg/dia/3 meses de
acido félico (Valdecasas, Ciudad de México, México) a partir del tercer mes. La dosis
administrada a cada paciente se determiné en funcién de la edad y las cantidades
diarias promedio recomendadas, expresadas en microgramos (mcg) de
equivalentes de folato dietético (DFE) de acuerdo con el National Institutes of Health
(NIH) 5%, Para todos los grupos se tomaron un total de cuatro muestras de células
orales exfoliadas, al inicio (TO) y posteriormente al mes (T1), tres meses (T2) y seis

meses (T3) después del primer muestreo.
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Fig. 3. Suplemento de &cido félico indicado en los sujetos del Glll. Fuente: propia.

11.1.6.2. Genotoxicidad medida por el ensayo de micronucleos (MN) en

células orales exfoliadas

Fig. 4. A. Recoleccion de células de la mucosa oral mediante cepillo para citologia. B. Almacenamiento de células en

solucion preservadora. Fuente: propia.

Las células de la mucosa oral exfoliadas para andlisis de micronucleos se
recolectaron de las mejillas derecha e izquierda. Se pidi6 a los pacientes enjuagarse
la boca minuciosamente 2 veces con 100 ml de agua y la muestra se toma frotando
el interior de cada mejilla con un cepillo para citologia sin tocar los dientes ni la
lengua durante 10 veces haciendo un movimiento circular, empezando en el medio
e incrementando gradualmente la circunferencia para producir un efecto de espiral.
Las muestras fueron almacenadas en una solucién preservadora de células
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(ThinPrep PreservCyt Solution, Hologic Inc., Marlborough, MA, EE. UU.) a 4°C hasta
Su posterior procesamiento en laboratorio (Fig. 4) mediante la técnica descrita por

Carrillo y colaboradores 26,

Las células bucales exfoliadas se extendieron sobre portaobjetos de vidrio mediante
el siguiente protocolo para cada muestra: en un tubo falcon de 15 ml se colocaron
3 ml de solucién buffer, y se adicionaron 3 ml de la muestra previamente vortexeada
durante 30 s; posteriormente se centrifugd a 2000 rpm durante 5 min, se decantaron
3 ml de sobrenadante y se ajusto al doble del volumen de las células con agua
destilada, mezclando de nuevo para obtener una muestra homogénea. En un
portaobjetos se colocdé 1 gota de solucion de adherencia celular, se extendid
uniformemente con otra laminilla y se monté sobre un equipo de sedimentacion
celular (SED-12, Zitobalik, Ciudad de México, México), se adicionaron 2 ml de
muestra en el portaobjetos y se dejé sedimentar durante 5 min. Se eliminé el
sobrenadante cuidadosamente, se coloco etanol de 96° durante 2 min, se eliminaron
los excedentes de alcohol y se dejé secar la laminilla a temperatura ambiente. Una
vez secas las muestras se tifieron utilizando una tincibn de papanicolaou PAP
(HYCEL, Ciudad de México, México), como ha sido utilizada en otros estudios sobre

anomalias nucleares 8-, de acuerdo con el protocolo estandar (Fig. 5).

A B C

Fig. 5. A. Solucién de adherencia celular. B. Portaobjetos con muestras en equipo de sedimentacién celular. C. Muestras

teflidas con tincion de papanicolaou PAP. Fuente: propia.
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Las laminillas fueron observadas en un microscopio 6ptico (Nikon, Tokyo, Japén) a

100 aumentos de magnificacion. Se evaluaron 1000 células por cada muestra para

determinar la frecuencia de células basales y diferenciadas, binucleadas, picnosis,

cromatina condensada, cariorrexis y caridlisis. La frecuencia de los biomarcadores

de dafio del ADN (micronucleos y nucleo lobulado) se puntué en 2000 células

diferenciadas. Los criterios para la identificacion y puntuacion de microndcleos y

anormalidades nucleares en células basales y diferenciadas se consideraron de

acuerdo con lo sugerido por Thomas et al. °1:%2, como se describe a continuacion:

Células basales: nucleo grande con un radio de citoplasma similar al de las
células diferenciadas y se tifie uniformemente. La célula es mas pequeia y
oval que una diferenciada.

Células diferenciadas: nucleo redondeado y mas pequefio respecto al radio
del citoplasma que se tifie uniformemente. La célula presenta una forma mas
angular y plana que las células basales.

Micronucleos (MN): de forma oval o redondeada, con intensidad de la
tincion similar a la del nacleo principal, diametro entre 1/3 y 1/16 del nucleo
principal, se deben encontrar contenidos en el citoplasma y se puntian en
células basales y diferenciadas solamente.

Nucleo lobulado (NL): el nucleo principal presenta una constriccion
marcada formando un brote. El brote se encuentra unido al nucleo principal,
tienen una tincién similar y un didmetro entre 1/4 y 1/2 del ndcleo principal.
Binucleada (BN): la célula contiene dos nucleos en su citoplasma. Los
ndcleos presentan similar tamafio e intensidad de la tincion.

Picnosis (PC): la célula presenta un ndcleo contraido, uniforme e
intensamente tefiido. El diametro del nucleo es de 1/3 a 2/3 de un nucleo
normal.

Cromatina condensada (CC): el nucleo muestra areas de cromatina
agregada con un patron estriado. Algunas areas del nicleo se muestran mas
intensamente tefidas.

Cariorrexis (CR): el nucleo presenta cromatina condensada extensamente,

y puede ser evidente la fragmentacion del nucleo.
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e Caridlisis (CL): el nucleo se encuentra vacio de ADN y no se tifie.

Los micronucleos y las anormalidades nucleares se puntuaron individualmente y
también fueron agrupados de acuerdo con el tipo de dafio celular: dafio del ADN
(micronucleos y nucleo lobulado), citocinesis (binucleada) y muerte celular (picnosis,

cromatina condensada, cariorrexis y cariolisis).
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11.2. Consideraciones bioéticas

Esta investigacion se adhiri6 a los principios éticos establecidos para la
investigacion médica en seres humanos segun la Declaracion de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundial (642 Asamblea General, octubre de 2013). El Articulo 7
de este documento establece que "la investigacion médica esta sujeta a normas
éticas destinadas a promover y garantizar el respeto por todos los seres humanos

y a proteger su salud y sus derechos individuales" %3,

11.2.1. Fase 1

Se cumplié con las leyes y regulaciones vigentes en México, resaltando las
siguientes consideraciones estipuladas en el reglamento de la Ley General de Salud
en Materia de Investigacion en Salud. Segun lo establecido en el Articulo 17, esta
fase de la investigacion se considera "de riesgo minimo", dado que implico el manejo
de células cultivadas en laboratorio y materiales de uso ortodéncico de manera in

vitro.

Ademas, se garantiz6 en todo momento la integridad de los investigadores mediante
la implementacion de las medidas de seguridad establecidas en el Laboratorio de
Investigacion Interdisciplinaria en el area de Nanoestructuras y Biomateriales de la
Escuela Nacional de Estudios Superiores (ENES) — Unidad Ledn. Los experimentos
gue involucraron el manejo de células y organismos bioldgicos se llevaron a cabo
en campanas de flujo laminar, siguiendo los mas altos estandares de calidad y
bioseguridad (segun NOM-010-STPS-2014, NOM-210-SSA1-2014, ISO 10993-
5:1999 y CLSI). En cuanto al investigador, se siguieron las normativas establecidas
en el reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la
Salud, especificamente en el titulo cuarto sobre la bioseguridad de las
investigaciones, y en el capitulo | relacionado con la investigacion que involucra
microorganismos patégenos o material biolégico que pueda contenerlos, como se

describe en los articulos 75y 77 *4.
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11.2.2. Fase 2

La recoleccion de células de la mucosa oral exfoliadas, llevada a cabo mediante
raspado de las mejillas con cepillo citologico, no ocasiond ningun perjuicio a los
participantes en el estudio. Asimismo, se garantizo la proteccion de los participantes
en concordancia con el Articulo 9 de la Declaracion de Helsinki, asegurando su
integridad, salud, privacidad y dignidad, y manteniendo la confidencialidad de su
informacién personal. La participacion en el estudio fue completamente voluntaria,
y cada individuo recibi6 informacion detallada sobre el proyecto de investigacion y
su rol en el mismo, en linea con el Articulo 26. Todas las inquietudes relacionadas
con los objetivos, métodos, manejo de las muestras, posibles beneficios, entre otros
aspectos, fueron abordadas por el investigador o el ortodoncista a cargo,
garantizando asi una comprension total de la informacién por parte de los

participantes .

Segun lo estipulado en el Articulo 17 de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion en Salud, esta fase de la investigacion fue catalogada como de "riesgo
minimo", dado que implicd la obtencién de células de la mucosa oral exfoliadas
mediante el uso de un cepillo citoldgico, asi como la suplementacion con acido félico
en el grupo lll. Es importante sefialar que el acido folico no es un medicamento, sino
una vitamina B esencial para todos los seres humanos. En el caso de pacientes
mayores de edad, se asegurd que firmaran, junto con dos testigos, un documento
de consentimiento informado que cumplia con los requisitos establecidos en el
Articulo 22. Para los pacientes menores de edad, se obtuvo su firma en un
documento de asentimiento informado de acuerdo con lo dispuesto en el Articulo
37, mientras que su representante legal y dos testigos firmaron el consentimiento
informado que cumplia con los requisitos del Articulo 22. En cuanto al investigador,
se adhiri6 a las normas descritas en los articulos 75 y 77 %, como se menciono

antes.
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11.3. Anédlisis estadistico

11.3.1. Fase 1

Para todas las pruebas se calcularon las medias y las desviaciones estandar y se
realizaron pruebas de normalidad. Un analisis de varianza unidireccional (ANOVA)
seguido del post-hoc de Tukey fue utilizado para comparar los resultados de
citotoxicidad, diferenciacion odontoblastica y resistencia al descementado. Se utilizo
una prueba de chi-cuadrada para determinar diferencias significativas en las
puntuaciones del indice adhesivo remanente. Los valores de microdureza se
analizaron mediante ANOVA seguido de un post-hoc de Scheffé. Se considerd un

nivel de significancia de p < 0.05 para todas las pruebas estadisticas.

11.3.2. Fase 2

Se obtuvieron datos descriptivos y se realizaron pruebas de normalidad de Shapiro
Wilk. Las diferencias entre los grupos se calcularon mediante la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis y post-hoc de Dunn con ajuste de Bonferroni
comparando cada intervalo de tiempo, TO, T1, T2 y T3. El nimero de anormalidades
nucleares se presenté como promedios + desviacion estandar. También se empled
un andlisis de regresion de Poisson para examinar el impacto de las variables
predictoras (edad, sexo, indice de masa corporal, frecuencia de cepillado,
ocupacion, historia familiar de cancer, fumador pasivo y consumo de alcohol) sobre
las variables dependientes (cantidad total en cada individuo de micronucleos,
nucleos lobulados, células binucleadas, picnosis, células con cromatina
condensada, cariorrexis y cariolisis) acumuladas en todos los tiempos de muestreo

(TO+T1+T2+T3). Las diferencias se consideraron significativas al nivel de p < 0.05.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico SPSS 25
(SPSS Inc., Chicago, IL, EE. UU.).

57



12. Resultados

12.1. Primer articulo: carta de aceptacion.

Decision Letter (JOS-24-0061.R4)

From: jos@nihon-u.ac.jp
To:
CC:
Subject: Journal of Oral Science - Decision on Manuscript ID JOS-24-0061.R4
Body: 18-Jun-2024

It is a pleasure to accept your manuscript entitled "Assessment of cytotoxicity, odontoblast-like differentiation, shear
bond strength, and microhardness of four orthodontic adhesive composites" for publication in the Journal of Oral
Science.

A copyright form is included in this letter. Please return the completed and signed form to the editorial office.

Copyright Transfer Agreement: https://mc.manuscriptcentral.com/societyimages/josnusd/
Transfer%?20Copyright%20Agreement.docx

Thank you for your contribution. On behalf of the Editors of the Journal of Oral Science, we look forward to your
continued contributions to the Journal.

Sincerely,

Editor-in-Chief, Journal of Oral Science
jos@nihon-u.ac.jp

12.2. Segundo articulo: carta de envio.

[KJO-24-101] Your manuscript has been admitted for review.

De: The Korean Journal of Orthodontics <office@e-kjo.org>

Fecha: 29 de mayo de 2024, 8:09:08 p.m. GMT-6

Asunto: [KJO-24-101] Your manuscript has been admitted for review.
Responder-Para: office@e-kjo.org

Your manuscript has been admitted for review.
You can check the status of the manuscript at the KJO homepage Manuscript Submission System. If you have any further question, please contact
the KJO office via email office@e-kjo.org or call .

Thank you.

* Manuscript ID : KJO-24-101

¢ Manuscript Title : Effect of folic acid supplementation on the frequency of micronuclei and nuclear anomalies in oral mucosa cells in
patients undergoing fixed orthodontic treatment

Abstract

Objective: To determine and compare the frequency of micronuclei and nuclear anomalies in buccal mucosa cells in patients undergoing
fixed orthodontic treatment supplemented with folic acid (FA). Methods: 30 healthy subjects were included in this study and were divided
into three groups: Gl control (n=10), Gl fixed orthodontic appliances (n=10), and GllI fixed orthodontic appliances and folic acid
supplementation (n=10). Conventional metal brackets and tubes were placed in groups Gll and GllI along with nickel-titanium (NiTi)
archwires and elastic modules (all American Orthodontics, Sheboygan, WI, USA). GllIl was supplemented with 400 mcg/day/3 months of folic
acid starting from the third month. Control group (Gl) remained without any intervention. A baseline sample (T0) was taken, and
subsequently one month (T1), three months (T2), and six months later (T3), and cells were evaluated using a micronucleus assay. The
influence of different predictor variables was also assessed. Results: Individuals with fixed orthodontic appliances exhibited a higher
frequency of micronuclei compared to the control group (p < 0.001). Individuals with fixed orthodontic appliances supplemented with folic
acid showed a significant reduction in micronuclei compared to the group with fixed appliances (p < 0.05) and a similar expression to the
control group. Conclusions: Supplementation with folic acid at usual doses may be beneficial in patients undergoing orthodontic therapy by
reducing the frequency of micronuclei and other nuclear anomalies.
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13. Discusién

El objetivo de esta investigacion fue evaluar y comparar la citotoxicidad,
diferenciacion odontoblastica, resistencia al descementado y microdureza de cuatro
resinas de ortodoncia, asi como evaluar el efecto de la suplementacion con &cido
félico en pacientes con aparatos fijos de ortodoncia mediante el ensayo de
micronucleos y anormalidades nucleares, el cual no habia sido abordado en la

literatura, a nuestro mejor entendimiento.

Debido a que el estudio in vivo se inicio durante el periodo de pandemia y el avance
era incierto se decidi6 ademas realizar un estudio in vitro que explorara las
propiedades citotdéxicas de resinas de ortodoncia y a la vez diera continuidad al
trabajo realizado previamente en maestria sobre citotoxicidad de aparatologia fija
metélica. Las pruebas de resistencia al descementado, indice adhesivo remanente
y microdureza complementaron la tematica fundamental, y por tanto no se

incluyeron en el titulo, pero si enriquecieron la primera publicacion.

13.1. Fase 1

Es importante investigar diferentes caracteristicas de los adhesivos utilizados en
ortodoncia. La toxicidad de estos materiales es una de ellas, debido a su proximidad
con los tejidos blandos y el esmalte, asi como el periodo prolongado en el cual
permanecen en los dientes de los pacientes. Se ha reportado previamente que
existe una cantidad variable de monémeros que no polimerizan, y que la elucién de
estos mondmeros residuales causa algun grado de toxicidad ’. El Bis-GMA es uno
de los principales mondmeros contenidos en las resinas ortodéncicas y el que mas
frecuentemente presenta potencial toxico. En este estudio, se evalué la citotoxicidad
de los extractos adhesivos de cuatro resinas ortodoncicas fotopolimerizables sobre
células madre de pulpa dental humana (hDPSC), encontrando que el nivel de
citotoxicidad de estas resinas varié de moderado a severo. Ahrari et al. ® reportaron
un nivel de citotoxicidad entre no citotoxico y moderadamente citotOxico en tres

resinas ortodoncicas (Unite [3M Unitek], Denfil Flow [Vericom Laboratories Ltd.,
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Anyang, Republica de Corea], y Transbond XT [3M Unitek]) sobre fibroblastos orales
humanos. Por otro lado, Jonke et al. % reportaron la citotoxicidad de cuatro sistemas
adhesivos ortodoncicos (Light Bond [Reliance Orthodontic Products, Itasca, IL,
USA], Enlight [Ormco], Concise y Transbond XT [ambos de 3M Unitek]) en la linea
celular de fibroblastos murinos L-929, encontrando un nivel ligero de citotoxicidad,
mientras que en este estudio la citotoxicidad estuvo entre moderada y severa para

9 evaluaron cinco

la concentracion del 100% de los extractos. Malkoc et al.
composites ortoddncicos y reportaron una viabilidad celular entre 87.03 + 10.66% y
91.94 + 11.58% para fibroblastos murinos L-929, lo cual indicaria que van desde
ligeramente citotoxicos hasta no citotdéxicos. En dicho estudio mencionaron que
Transbond XT fue el mas citotoxico, en contraste con los resultados de este estudio
donde Transbond XT causé la menor citotoxicidad. Heravi et al. % evaluaron la
resina Transbond XT con y sin nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO2) y
reportaron una viabilidad celular del 36 £ 6.53% y 63.1 £ 5.9% para fibroblastos
gingivales humanos (HGF) y fibroblastos murinos L-929, respectivamente. Estos
resultados son muy similares a los reportados en este estudio para el caso
especifico de Transbond XT, considerando que la extraccion de eluyentes de
monomero también corresponde a 24 horas. GIV presentd la mayor citotoxicidad
entre los adhesivos evaluados. Segun el fabricante, entre sus componentes se
encuentra UDMA (dimetacrilato de uretano), uno de los mondmeros que
previamente se ha reportado como causante de mayor toxicidad . Sin embargo,
Transbond XT que contiene Bis-GMA, también mencionado como uno de los
mondmeros con mayor potencial toxico, mostr6 menor citotoxicidad, aunque no
hubo diferencias estadisticas entre ellos. Las diferencias en los resultados pueden
explicarse por varias razones, entre ellas los diferentes adhesivos estudiados, los
periodos de extraccion de los eluyentes adhesivos, las concentraciones probadas y
las lineas celulares utilizadas. La ISO recomienda una relacion de area superficial a
volumen entre 0.5 a 6.0 cm?/ml para generar extractos para pruebas en células
cultivadas, y la relacién reportada en cada estudio fue diferente, por lo que la
concentracion y la citotoxicidad generada podrian ser muy diferentes. Las resinas

incluidas en cada estudio tienen diferentes mondomeros y por lo tanto los
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componentes pueden influir en los resultados; el porcentaje en peso (Wt%) y el tipo
de mondmeros reportados por los fabricantes de las resinas evaluadas en este
estudio varian desde Bis-GMA, PEGDMA (polietilenglicol dimetacrilato), TMSPMA
(3-[trimetoxisilil] metacrilato), GMA (metacrilato de glicidilo) y UDMA, y el Wt% de
los monémeros combinados varia de 18 a 30. Una de las principales diferencias de
esta investigacion con respecto a otras es el uso de células madre de pulpa dental
humana (hDPSC); la importancia de evaluar la citotoxicidad en estas células radica
en que se ha informado que los eluyentes de mondmero tienen la capacidad de
difundirse a través de la capa de dentina y llegar a las células pulpares %12 con
la probabilidad de causar algan grado de dafio pulpar, y practicamente no existian
estudios donde se hubieran considerado las hDPSC para evaluar la citotoxicidad de

resinas ortodoéncicas.

Se sabe que las hDPSC tienen el potencial de diferenciarse hacia varias lineas
celulares; cuando se induce la diferenciacion hacia células similares a
odontoblastos, secretan matriz extracelular e inician la mineralizacion. La tincién de
rojo alizarina puede detectar la formacion de depdésitos de calcio y se considera uno
de los estandares de diferenciacion de células madre de pulpa dental in vitro. Los
resultados obtenidos en este estudio indican que GI, Gll y Glll produjeron mas
depdsitos de calcio en comparacion con el control, y solo GIV indujo menos
depositos que el control. Ningun otro estudio ha utilizado este ensayo para evaluar
resinas ortodéncicas, sin embargo, los resultados de este estudio pueden ser
comparables con los obtenidos en otros estudios %% donde se evaluo el efecto de
compuestos de vidrio bioactivo mesoporoso/nanoparticulas de oxido de grafeno
sobre la mineralizacion de hDPSC, en los cuales se encontr6 que las resinas
evaluadas produjeron una mayor cantidad de depdsitos de calcio en comparacion
con los controles. Estos resultados sugieren que los composites ortodoncicos
estudiados pueden promover la mineralizacion durante la diferenciacion de
odontoblastos, incluso mas que el control, lo cual se consideraria una buena

propiedad biolégica.
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Los attachments son pequeiios dispositivos de resina que se adhieren a algunos
dientes durante un tratamiento con alineadores para tener un mejor control y
previsibilidad sobre el movimiento de los dientes. Se han utilizado diferentes tipos
de composites para fabricar estos attachments y es importante evaluar su
resistencia de adhesion a la superficie del esmalte, ya que estan sujetos a fuerzas
de oclusién. En este estudio se evaluaron cuatro resinas ortodoncicas que
normalmente se utilizan para adherir brackets a la superficie del diente como
attachments de resina. Su uso en este contexto podria justificarse porque son
resinas con una viscosidad y carga de relleno mas alta en comparacion con las
resinas fluidas que se usan frecuentemente para estos propésitos, por lo tanto,
resisten mejor las fuerzas a las que estan sujetas. La mayoria de los estudios
reportan la resistencia al descementado de brackets con diferentes composites,
pero hay poca informacién sobre la resistencia de adhesion para los attachments
de resina en terapia con alineadores transparentes, y practicamente no habia
estudios donde los composites propuestos en este estudio hayan sido evaluados
como materiales para attachments. En el presente estudio se encontraron
diferencias significativas en la resistencia al descementado entre los grupos Il y IV.
Kircelli et al. 1% evaluaron la resistencia al descementado de cinco composites
utilizados en la produccion de attachments para alineadores, dos de ellos de alta
viscosidad y tres fluidos, y reportaron valores medios de resistencia al
descementado que variaron de 16.6 + 3.6 a 21.0 + 4.0 MPa, encontrando diferencias
significativas entre los grupos, sin embargo, ninguno de esos composites evaluados
se incluyé en el presente estudio. Arieli et al. % evaluaron la resistencia al
descementado de brackets metalicos con cuatro materiales adhesivos, incluido
Transbond XT, en diferentes intervalos de tiempo. Para Transbond XT en el
intervalo de descementado de 24 horas, se reportd un valor de resistencia al
descementado de 8.1 + 2.3 MPa, siendo mayor al obtenido en este estudio, sin
embargo, los otros materiales probados son diferentes. En otro estudio 1%, se evalu6
la resistencia al descementado y el indice adhesivo remanente (ARI) de siete
brackets metélicos diferentes, todos adheridos con Transbond XT, y los resultados

variaron de 3.8 = 3.9 (Morelli, Sorocaba, Sdo Paulo, Brasil) a 9.8 = 5.1 MPa
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(Tecnident, Sdo Carlos, Sdo Paulo, Brasil), y los puntajes de ARI mas altos fueron
entre 0 y 1. Segun lo reportado en mdltiples estudios, se puede suponer que hay
varios factores que influyen en la resistencia al descementado, como la superficie
sobre la cual se prueban los materiales (esmalte, porcelana, materiales ceramicos),
los dientes seleccionados (premolares, molares, incisivos), el tipo de material de
grabado (grabado &cido, autograbado, abrasion con aire, laseres), los sistemas de
curado de luz y los tiempos (luz de alta/baja intensidad, luz halégena), tipos de
brackets (metalicos, ceramicos), disefio y tamafio de la base del bracket, y los
adhesivos utilizados (composites, ionémeros de vidrio), entre otros.
Independientemente de las condiciones de cada estudio, ha sido ampliamente
aceptado que clinicamente una resistencia de adhesion ortodéncica apropiada esta
entre 6 y 8 MPa, como fue propuesto por Reynolds %, lo cual se cumpli6 sélo para
Blugloo en este estudio. Los resultados de ARI indicaron que la puntuacion 1
(menos del 50% de adhesivo remanente en el esmalte) fue la méas frecuente para
todos los grupos juntos. Esto podria ser beneficioso ya que significaria que después
de despegar los attachments habria menos adhesivo remanente en el esmalte para
ser removido, previniendo pérdida o dafio al esmalte y ahorrando tiempo en el sillon

dental.

La evaluacion de la dureza Vickers en resinas ortoddncicas es valiosa porque se
sabe que valores de dureza mas altos estan asociados con un mayor contenido de
particulas de carga, y a su vez, con una mayor resistencia al desgaste '®°. En cuanto
a los resultados de microdureza de esta investigacion, se encontraron diferencias
significativas entre los adhesivos evaluados, excepto entre Gll y GIV. Yilmaz et al.
110 estudiaron algunas propiedades fisicas y mecanicas de tres adhesivos
ortoddncicos (Transbond XT [3M Unitek], Gréngloo [Ormco], y Light Bond Paste
[Reliance Orthodontic Products]), curados con diferentes unidades de luz. En el
caso de Transbond XT, reportaron niveles de dureza entre 47.3 + 3.6 HV y 50.6 +
3.2 HV, mientras que en este estudio la media para el mismo adhesivo fue mayor;
en otro estudio !, donde evaluaron los efectos de la luz halégena convencional e

de alta intensidad sobre la sorcién de agua y la microdureza, reportaron un valor
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entre 55.10 £ 2.46 HV y 55.42 + 2.70 HV para la resina mencionada. Las variaciones
en los resultados podrian estar relacionadas con el uso de diferentes unidades de
luz y al grosor de los discos evaluados, ya que en el primer estudio prepararon
especimenes de 5 mm de diametro y 2 mm de grosor, en el segundo mencionaron
8.5 mm de didmetro y 2 mm de grosor, mientras que en este estudio se probaron
discos de resina de 10 mm de diametro y 1 mm de grosor, por lo que el haz de luz
podria haber penetrado mas profundamente y producido un mejor nivel de
polimerizacién. Los resultados de dureza de los otros adhesivos evaluados (en este
y en otros estudios) pueden no ser comparables dado que son diferentes en

composicién y caracteristicas.

En algunos estudios también se ha mencionado que el color de la resina puede
influir en el nivel de polimerizacion y por lo tanto en la microdureza *2; Jafari et al.
113 evaluaron la microdureza de resinas de diferentes colores (azul, verde, limon,
dorado, plateado y rosa) y reportaron que el color azul presento el nivel mas bajo
de dureza y, por el contrario, el color plateado obtuvo el mayor grado de
polimerizacién, mientras que los otros colores exhibieron valores promedio de
microdureza. En el presente estudio se evaluaron dos resinas que cambian de color;
Transbond Plus Color Change es un adhesivo rosa que facilita la eliminacién del
exceso durante la colocacion del bracket y cambia a un color similar al diente cuando
se fotopolimeriza; Blugloo, por su parte, es una resina azul que también mejora la
eliminacién de excesos durante la adhesion del bracket, y ademas, la eliminacion
de restos durante el descementado, ya que al ser fotopolimerizada y alcanzar la
temperatura del paciente se vuelve transparente y permanece asi, y durante el
descementado se aplica agua o aire frio y vuelve a cambiar a azul para facilitar la
limpieza. La microdureza para Gll y GIV fue similar, y solo entre estos dos adhesivos
no hubo diferencias significativas. Esta similitud en microdureza podria estar

relacionada con la propiedad de cambio de color que poseen ambas resinas.
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13.2. Fase 2

El objetivo de esta fase fue determinar y comparar la frecuencia de micronucleos y
anomalias nucleares en células de mucosa bucal en pacientes sometidos a
tratamiento ortoddncico fijo suplementado con &cido félico (AF), un aspecto que,
segun nuestro mejor entendimiento, no habia sido abordado previamente en la

literatura.

Estudios anteriores han considerado los efectos citotoxicos y genotédxicos de los
materiales utilizados en tratamientos ortoddncicos como causas aisladas; sin
embargo, la formacion de MN y alteraciones nucleares en pacientes con aparatos
fijos puede estar relacionada a la combinacion de diferentes materiales utilizados,
principalmente sistemas adhesivos a través de la excrecion de mondmeros
residuales, y metales contenidos en brackets y arcos mediante la liberacién de iones
metalicos. Ademas, varios estudios han evaluado los efectos téxicos de estos
materiales in vitro, y aunque sus contribuciones son valiosas, no simulan las
condiciones de la cavidad oral debido a que es un entorno complejo acompafado
de factores como temperatura, pH, higiene, dieta, etc. Por lo tanto, los estudios in
vivo son muy beneficiosos para estimar el impacto de los aparatos ortodoncicos en
el entorno natural, aunque la interpretacion de los resultados sigue siendo
desafiante debido a muchos factores que pueden modificar la respuesta en cada

individuo.

En esta investigacion, se comparo la frecuencia de alteraciones nucleares en tres
grupos diferentes durante un periodo de seis meses. Los resultados sobre el dafio
al ADN en esta investigacidbn son consistentes con lo que otros autores han
reportado respecto al aumento de MN y anomalias nucleares en sus estudios.
Natarajan et al. ** compararon la frecuencia de MN en un grupo que habia recibido
tratamiento con aparatos fijos y un grupo control en dos momentos, al momento de
la remocion de los aparatos y un mes después, encontrando diferencias
significativas en el primer momento, atribuyendo a los efectos genotoxicos de los
aparatos ortodoncicos. Faccioni et al. ** informaron dafio al ADN en células de
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mucosa oral en pacientes que habian recibido tratamiento ortodoncico durante 2-4
afilos en comparacion con sujetos sin tratamiento. Toy et al. ¢ realizaron un
seguimiento de 6 meses en pacientes sometidos a tratamiento ortodoncico para
evaluar la formacion de MN, BN, CL y CR de tres adhesivos ortodoncicos
fotocurados en células epiteliales bucales. Encontraron un aumento entre las etapas
de tiempo para MN y CR, aunque no significativo, y para BN y CL encontraron
aumentos significativos. Carrillo et al. ® analizaron la frecuencia de anomalias
nucleares antes de la colocacion de aparatos ortodoncicos, asi como a los 25y 90
dias después, encontrando un aumento significativo en MN, NL y CC en diferentes
etapas. Westphalen et al. !’ reportaron un aumento significativo en MN 30 dias
después de la colocacion de aparatos fijos. Por otro lado, algunos autores han
reportado no encontrar cambios significativos en sus estudios; Heravi et al. 8
compararon la frecuencia de MN en un grupo de pacientes antes de la colocacién
de aparatos fijos y 9 meses después y no encontraron diferencias significativas.
Angelieri et al. ™ evaluaron la cantidad de MN y parametros de muerte celular (CR,
PC, CL) antes, durante y después de la colocacion de aparatos fijos y no reportaron
cambios significativos entre las mediciones. Flores-Bracho et al. '*° reportaron que
no hubo diferencias significativas en la cantidad de anomalias nucleares (BN,
trinucleadas, CL, PC, NL), excepto para CL al comparar un grupo control sin
tratamiento y 4 grupos de pacientes con tratamiento ortodéncico en diferentes

tiempos de tratamiento.

Las diferencias entre los resultados pueden explicarse por diferentes factores.
Algunos estudios compararon longitudinalmente solo un grupo de pacientes, 718116
18 mientras que otros siguieron dos o mas grupos, **511% y |os compararon en
diferentes etapas. Ademas, los disefios de estudio variaron, con recoleccion de
muestras en diferentes tiempos y seguimiento de los grupos que variaron desde
aproximadamente un mes después de la colocacion de aparatos fijos hasta
pacientes con cuatro afios de tratamiento. El tamafio de la muestra, las
caracteristicas sociodemograficas y los criterios de inclusion de los sujetos de cada

estudio también son variables que pueden afectar la expresion de anomalias
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nucleares y, por lo tanto, los resultados. Basado en lo anterior, se puede inferir que
la expresion de alteraciones nucleares y su frecuencia resultan de una compleja
sinergia entre los aparatos ortoddncicos, incluida la liberacion de iones metalicos y
monomeros residuales, y la interaccidn de estos materiales con las condiciones
locales, asi como otros factores que pueden no haber sido considerados en los
estudios.

Anteriormente, se ha estudiado la suplementacion con vitaminas como AF, vitamina
B12 y vitamina C. Estas vitaminas actian como sustancias protectoras, limitando o
revirtiendo los efectos genotoxicos de agentes como medicamentos
anticancerigenos 2° y compuestos téxicos del tabaco en fumadores, * asi como en
pacientes con insuficiencia renal terminal ° y diabetes mellitus tipo 2, ° entre otros.
Respecto a la suplementacion con AF, varios estudios han reportado su uso en
diferentes dosis en pacientes con diversas condiciones de salud con resultados
beneficiosos en la reduccion de MN vy otras alteraciones nucleares, pero no hay
informes en pacientes sometidos a tratamiento ortodoncico. Los resultados de esta
investigacion sobre la reduccion de MN después de la suplementacién con AF (400
mcg/dia/3 meses) son consistentes con los reportados por otros autores sobre el
uso de AF en diferentes contextos. Kharisma et al. * reportaron que la
suplementacién con AF en dosis habituales (400 mcg y 1000 mcg) durante tres
semanas redujo significativamente la cantidad de MN en fumadores. Stopper et al.
5 investigaron el efecto de la suplementacion con 15 mg de AF tres veces por
semana durante 17 semanas en pacientes sometidos a hemodialisis sobre la
frecuencia de MN y observaron una disminucién significativa a las 4, 12 y 17
semanas en comparacion con el inicio del estudio. En el caso de pacientes
diabéticos, varios estudios han reportado el uso de AF. Lazalde-Ramos et al. ©
encontraron una disminucion significativa en MN y marcadores de estrés oxidativo
(8-hidroxi-2'-desoxiguanosina [8-OHdG] y peroxidos lipidicos) en individuos con
diabetes mellitus tipo Il después de ser suplementados con 5 mg de AF tres veces
al dia durante 30 dias, en comparacién con un grupo control. Zufiga-Gonzalez et

al. 2! reportaron una disminucion significativa en MN en pacientes diabéticos
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después de ser suplementados durante 30 dias con 5 mg de AF tres veces al dia.
GoOmez-Meda et al. 2 analizaron la frecuencia de anomalias nucleares (MN, BN,
PC, CC, CR, CL y NL) en pacientes con diabetes mellitus tipo | y tipo Il, tanto
controlados como no controlados, antes y después de ser suplementados con 5 mg
de AF tres veces al dia durante 30 dias y reportaron una disminucién significativa

en anomalias nucleares en general.

Los resultados reportados en este estudio y por otros investigadores sobre el uso
de AF generalmente indican que puede tener efectos beneficiosos en la reducciéon
de MN y otras alteraciones nucleares en pacientes con diferentes condiciones. Las
dosis utilizadas y los tiempos de administracion en esta y otras investigaciones son
variables; las dosis administradas en este estudio se basaron en las cantidades
diarias recomendadas, ya que los participantes eran individuos sistémicamente
saludables, y no se justificd la administracién de dosis mas altas. El uso de dosis
mas altas en otros estudios puede justificarse por las condiciones de los individuos
bajo estudio, sin embargo, el uso de dosis mucho mayores de lo recomendado
puede tener efectos adversos, como ocultar una deficiencia de vitamina B12 al
corregir la anemia, pero no el dafio permanente en el cerebro, la médula espinal o
los nervios que también causa la deficiencia. También se sabe que dosis altas de
AF pueden aumentar el riesgo de cancer colorrectal y probablemente otros
canceres. %52 Por otro lado, se ha reportado que las personas con niveles bajos de
folato pueden ser mas propensas a la depresion o pueden no responder

adecuadamente al tratamiento antidepresivo por la misma razon.

Respecto a la influencia de las variables predictoras, en general, se identificé una
asociacion positiva entre algunas anomalias nucleares y ser mujer, tener un IMC
>30 (obesidad), tener antecedentes familiares de cancer y ser fumador pasivo. Por
otro lado, no se encontré una asociacion entre la expresion de anomalias nucleares
y la edad, la frecuencia del cepillado dental, la ocupacion y el consumo de alcohol.
Al igual que los hallazgos de esta investigacion, otros autores han reportado una

mayor frecuencia de MN en mujeres. 312 [a obesidad se considera un factor de
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riesgo para el desarrollo de enfermedades como la diabetes mellitus tipo II,
hipertension, accidente cerebrovascular, depresion, apnea obstructiva del suefio,
enfermedad coronaria, entre muchas otras. '» Los resultados respecto a la
asociacion entre la obesidad y las alteraciones nucleares son consistentes con los
reportados en otros estudios. !¢ El tabaquismo se ha reportado como inductor de la
formacion de MN y otras alteraciones nucleares; ¥’ sin embargo, no se ha explorado
extensamente el ser fumador pasivo. Carrillo et al. reportaron la ausencia de
asociacion entre ser fumador pasivo y la frecuencia de alteraciones nucleares, 8 en
contraste con lo encontrado en este estudio. En cuanto al consumo de alcohol, no
se observO una asociacion significativa, consistente con hallazgos previos
reportados por Hopf et al. ?® Todas estas variables predictoras deben considerarse
con precaucion, ya que pueden estar influenciadas o relacionadas con otros factores

gue no se han considerado en este estudio.

69



14. Conclusiones

14.1. Fase 1

Dentro de las limitaciones de los estudios llevados a cabo, sobre esta fase, los
resultados indican que algunos elementos en la composicién de los adhesivos
modifican las propiedades evaluadas, pudiendo ser adecuado su uso en
determinados casos. Se concluyd que todos los adhesivos causaron citotoxicidad
de moderada a severa en hDPSC, y mostraron evidencia comparable de depdsitos
de calcio cuando se indujo una diferenciacién odontoblastica. El valor aceptado de
SBS entre 6 y 8 sélo lo obtuvo Blugloo, y Enlight (GlIl) mostré la puntuacion mas
baja de microdureza. Transbond Plus Color Change (GlI) y Blugloo (GIV) exhibieron
un grado similar de microdureza. De acuerdo con estos datos se sugiere que las
propiedades evaluadas deben considerarse al seleccionar un adhesivo de
ortodoncia, y que Blugloo podria ser una mejor alternativa para la cementacion de
brackets y que podria ser usada para producir attachments en la terapia con
alineadores, ya que combina un grado adecuado de microdureza, mayor resistencia
al descementado, menor remanente de adhesivo en el esmalte y mejor control
clinico durante el cementado y descementado, debido al cambio de color que
presenta, sin embargo, se recomienda realizar mas investigaciones para evaluar el

desempeifio clinico de estos materiales.

14.2. Fase 2

Sobre esta fase los resultados sugieren que los aparatos fijos de ortodoncia causan
efectos genotoxicos al aumentar el nimero de MN y otras alteraciones nucleares en
las células bucales exfoliadas, y que la suplementacion con acido félico en dosis
habituales en pacientes con tratamiento de ortodoncia puede disminuir la frecuencia
de biomarcadores genotdxicos, sin embargo, se sugiere realizar mas
investigaciones para confirmar y ampliar estos hallazgos, asi como el uso de otras
vitaminas, como la vitamina B12 y la vitamina C, y la influencia de otras variables

probablemente asociadas.
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16. Anexos

16.1. Anexo 1. Consentimiento informado (Fase 2)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO C I E /\ o

En el cumplimiento de |a Ley General de Salud, Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion, arts. 3,
13, 14 v 16, NOM-012-55A3-2012, numerales 11y 12, criterios para la ejecucion de proyectos de investigacion para la salud
en seres humanos, Codigo Civil Federal, arts. 1303 y 1812, obligaciones en el consentimiento informado, Ley Federal de
Proteccion de Datos Personales en Posesion de los Particulares y Aviso de Privacidad de la UAEMex.

Titulo — “Evaluacion de |a inestabilidad genomica y genotoxicidad con el uso de aparatologia fija y consumo de acido folica”
Investigador principal — M. en C.O. David Bautista Martinez

Institucion responsable del proyecto de investigacion — Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Odontologia
(CIEAD), de la Universidad Autonoma del Estado de México (UAEMex).

Antes de aceptar la participacion en este estudio de investigacion, es importante que usted lea y entienda la siguiente
informacion sobre el mismo. Este documento de consentimiento describe el proposito, requisitos, procedimientos, riesgos,
costos y precauciones del estudio. El consentimiento se extendera por duplicado, uno para el investigador y otro para el

sujeto de investigacion,

Proposito — La toma de muestra de células de la mucosa oral exfoliadas mediante cepillo podra ser donada para la

realizacion del proyecto de investigacion antes mencionado.

De los participantes — Para participar en esta investigacion usted debera cubrir los siguientes requisitos:
¢ No fumador
* Sin enfermedades orales o sistémicas
* Sinrestauraciones o protesis bucales metalicas
* Mucosa oral clinicamente sana
* Sin tratamiento de ortodoncia previo
* Sin exposicion ocupacional a metales
* Mo recibir medicamentos o suplementos
* Ninguna alergia conocida a la bisuteria, relojes o fuentes de niquel y cromo
* Firmar &l presente informe de consentimiento
Si usted califica, podra ser uno de los participantes que colabore en este estudio.

De los procedimientos — A usted se le requerira:
* Contestar preguntas para determinar si usted califica para participar en este estudio.
* Contestar preguntas acerca de su estado actual de salud.
* Leery firmar este formulario de informe de consentimiento.

De acuerdo con el grupo de estudio al que se le incluya para participar, las indicaciones seran las siguientes:
I. Grupo control — Se le tomara un total de cuatro muestras de células orales exfoliadas, a saber, una inicial (T1) y
posteriormente un mes (T2), tres meses (T3} y 6 meses (T4) después de la primera toma.

Il. Grupo con aparatos fijos de ortodoncia — Se le tomara un total de cuatro muestras de células orales exfoliadas, esto
durante las visitas regulares de su tratamiento de ortodoncia. Las muestras seran antes de iniciar el tratamiento de
ortodoncia (T1), asi como, un mes (T2), tres meses (T3) y 6 meses (T4) después de la colocacion de brackets.

lll. Grupo con aparatos fijos de ortodoncia y suplementacion con antioxidantes — Se le tomara un total de cuatro muestras
de celulas orales exfoliadas, esto durante las visitas regulares de su tratamiento de ortodoncia. Las muestras seran
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antes de iniciar el tratamiento de ortodoncia (T1), asi como, un mes (T2), tres meses (T3) y 6 meses (T4) después de la
colocacion de brackets. Cuando se realice la T3, ademas se le proveera con acido folico y se le indicara una dosis de
400 mcg/dia durante tres meses.

* De la toma de las muestras — Durante las visitas regulares de su tratamiento de ortodoncia o programadas
exclusivamente para toma de muestra, se le pedira enjuagarse la boca minuciosamente durante 2 minutos con agua
del grifo; las células de la mucosa oral exfoliadas para analisis de micronlcleos se recolectaran de una o ambas mejillas,
friccionando el interior de las mejillas con un cepillo, sin tocar los dientes ni la lengua. La muestra se almacenara para
su posterior analisis.

Riesgos —Se le informa que la toma de muestra de células de la mucosa oral exfoliadas mediante un cepillo es considerada
una técnica minimamente invasiva con riesgo minimo. De igual forma, la suplementacion con acido folico es segura debido
a que representa una forma de vitamina B necesaria para todos los seres humanos.

Costos —No hay costo por participar en este estudio.

Participacion Voluntaria y manejo de datos — La decision de participar en este estudio es voluntaria. En cualquier momento
podra revocar este consentimiento, de manera escrita, sin perjuicio alguno. Asi mismo, se garantizara la privacidad y
confidencialidad de sus datos.

Consentimiento — He leido y entendido la informacion en este documento de informe de consentimiento, asi como he
tenido la oportunidad de solventar mis dudas, mismas que han sido respondidas satisfactoriamente. Yo voluntariamente
acepto participar en este estudio y autorizo la publicacion de los resultados que deriven, asi como estoy informado/a/e
sobre mi derecho a conocer estos.

Nombre del paciente —

Nombre del padre, madre o tutor—

En Toluca, México de de

dia mes afio

Datos de contacto del investigador

Nombre y firma del paciente, padre o tutor Nombre y firma del investigador

Testigos

Nombre y firma Nombre y firma
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16.2. Anexo 2. Asentimiento informado (Fase 2)

Mi nombre es David Bautista Martinez y estoy realizando el estudic “Evaluacion de la inestabilidad genomica y
genotoxicidad con el uso de aparatologia fija y consumo de acido folico” en el Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados en Odontologia de la Universidad Autonoma del Estado de México, con la finalidad de observar las
celulas en el microscopio y ver sus caracteristicas o cambios que pudieran presentar, conforme el paso del tiempo
durante tu tratamiento de brackets. El uso de estas células de la mucosa es Util porque estan en contacto directo
con los brackets. Debido a que se sabe aln 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 compafiia de tu mama o papa, contestar un cuestionario, ademas se
realizara la toma de muestra de células de tu boca que consiste en frotar la parte interna de la mejilla con un cepillo
suave por unos segundos, todo esto sin riesgo a tu salud y sin costo alguno. Este procedimiento sera repetido en
cuatro ocasiones (antes de iniciar el tratamiento de ortodoncia (T1), asi como, un mes (T2), tres meses (T3) vy 6
meses (T4) después de la colocacion de brackets), todo esto se hara en tus consultas programadas de rutina. En
caso de pertenecer a un grupo de estudio denominado “Grupo con aparatos fijos de ortodoncia y suplementacion con
antioxidantes”, cuando se te tome la tercera muestra se te daran unas patillas de un suplemento conocide come acido
folico, el cual tiene beneficios en general para tu salud, y lo tomaras diariamente durante tres meses. Este suplemento no
tiene riesgo alguno para tu salud.

Tu donacion es voluntaria, es decir, aunque tu papa o mama hayan dicho que si puedes hacerlo, si t no quieres
puedes decir que no, es tu eleccion. Tambien es importante que sepas que si tienes alguna duda puedes
preguntarnos y con gusto las resolveremos.

La informacion que proporciones sera confidencial, esto quiere decir que no compartiremos con nadie tus datos
como nombre o iniciales (o resultados de mediciones), solo lo sabran las personas que forman parte del equipo de
este estudio. Asi también, a tus papas se les entregara un documento que explica el propasito del estudio y
procedimientos.

Siaceptas participar, te pido que por favor pongas una v en el cuadro de abajo que dice “Si quiero participar” y
escribas tus iniciales o pongas tu huella digital.

Sino guieres participar, no pongas ninguna v y no pongas tus iniciales o huella digital

Si quiero participar o

En caso afirmativo, escribe tus iniciales o pon tu huella digital

Nombre y firma del padre o tutor

Nombre y firma de la persona que obtiene el asentimiento

En Toluca, Mexico de de
dia mes afio

CARTA. DE ASENTIMIENTO INFORMADO C I E /\ 0
( investigacion y Es "
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16.3. Anexo 3. Cuestionario para pacientes

CIlE

= Odontologia “Dr. Keis:

Universidad Auténoma del Estado de México
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Odontologia (CIEAQ)

Titulo — “Evaluacion de la inestabilidad gendmica y genotoxicidad con el uso de aparatologia fija y
consumo de acido félico”
Investigador principal — M. en C.0. David Bautista Martinez

CUESTIONARIO PARA PACIENTES QUE PARTICIPARAN EN EL ESTUDIO

Datos personales
Mombre del paciente Edad
Fecha de nacimiento Sexo M F

Domicilio Telefono:
Escolaridad Ocupacion

Antecedentes no patologicos

Zona de residencia: [ ) Urbana { ) Rural
Frecuencia de cepillado al dia
Uso: Cepillo y pasta: No / Si Enjuague bucal: No / Si

iHa tenido tratamiento de ortodoncia previo®: No/ Si dHace cuanto tiempo?
Duracion del tratamiento

Peso Talla I.M.C.

Antecedentes patologicos
Padece alguna enfermedad sistémica: No / Si ¢Cual?
Historia familiar de cancer: No / 5i (Tipo de cancer)
iActualmente esta bajo tratamiento medico? Motivo:
Medicamentos que consume regularmente/Dosis

Alergias: No /Si Cuales?
Consumo de vitaminas o suplementos alimenticios: No /Si éCuales?

Antecedentes toxicologicos

iTiene o ha tenido alguna exposicion a metales? No / Si Causa
iDurante cuanto tiempo?
Alergia conocida a metales, joyas, bisuteria: No/Si  iCuales?
Consumo de tabaco: No/Si Cantidad/Frecuencia:

Fumador pasivo: No /Si Relacion con la persona
Consumo de alcohol: No / Si Cantidad/Frecuencia:

Observaciones




16.4. Anexo 4. Aviso de Privacidad UAEMex

Universidad Auténoma del Estado de México

AVISO DE PRIVACIDAD

La Universidad Auténoma del Estado de México, en lo sucesivo y para efectos del presente aviso, se
denominara como “La Universidad”, con domicilio en Instituto Literario Ote. No. 100, Col. Centro. C.P.
50000, Toluca, Estado de México; a través de sus espacios académicos y administrativos es la respon-
sable del uso, proteccién y tratamiento de sus datos personales, observando integramente para ello
lo previsto en la Ley de Proteccién de Datos Personales del Estado de México, en lo subsecuente
“La ley”.

La entrega de los datos personales es facultativa, en caso de que el titular se negara a otorgarlos, se ge-
nerara como consecuencia el no estar en posibilidades de realizar el tramite que pretende llevar a cabo.

En caso de no oponerse a este acto, se entiende que existe un consentimiento expreso para su
tratamiento, en los términos citados en el presente aviso de privacidad.

“La Universidad” protesta no transmitir sus datos personales a persona fisica o juridico colectiva
alguna que sea ajena a la Institucidn sin su consentimiento expreso; notificdndole en su caso qué
datos seran transmitidos, cuél es la finalidad de dicho trémite y quién es el destinatario.

Para la mejor comprension del presente aviso de privacidad le informamos lo siguiente:
¢Para qué fines se recabaran sus datos personales?

Los datos personales que recabamos de usted, los utilizaremos para las siguientes finalidades que son
necesarias dentro de las actividades propias de “La Universidad”:

¢ Tramites académicos, como pueden ser los relativos a inscripcidn, reinscripcidn, solicitud de becas,
historial académico, tutorfa y mentoria académica, titulacién, prestacidn de servicio social y practicas profesio-
nales, movilidad estudiantil, participacién en proyectos de investigacion, registro de evaluaciones, repositorio
institucional y cualquier actividad y obligacién surgida del quehacer universitario.

¢ Trémites administrativos, como pueden ser los relativos a recursos financieros, recursos humanos,
recursos materiales, servicios generales y obra universitaria, asi como las demas relativas a la contraloria,
marco legal, gestidn, planeacion, estadistica universitaria y cualquier actividad y obligacion surgida del
quehacer universitario.

¢ Actividades y/o servicios diversos, como pueden ser sociales, de difusién de la cultura, depor-
tivos, médicos, recreativos, empresariales, de investigacion, extension, publicacion de eventos, sistema
de consulta en linea para padres de familia, entre otros.

¢ Qué datos personales se recabaran?

Para llevar a cabo las finalidades descritas en el presente aviso de privacidad y dependiendo especi-
ficamente del tramite a realizar, se utilizaréan, de manera enunciativa més no limitativa, los siguientes
datos personales.

¢ Datos de identificaciéon como: nombre, nimero de cuenta, estado civil, firma autégrafa y elec-
tronica, registro federal de contribuyentes (RFC), clave Unica de registro de poblacion (CURP), nimero
de seguridad social, nacionalidad, fecha de nacimiento, datos contenidos en acta de nacimiento, datos
relacionados con terceros, fotografia, imagen, voz, entre otros.
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¢ Datos de contacto como: domicilio, nimeros telefénicos fijos o celulares o correos electrénicos de
indole particular, entre otros.

¢ Datos académicos como: calificaciones cuantitativas, cualitativas, promedios y observaciones a
las calificaciones, evaluaciones y las opiniones vertidas en ellas.

¢ Datos patrimoniales o financieros

Ademés “La Universidad” podré utilizar para las finalidades descritas anteriormente los siguientes
datos personales considerados como sensibles, que requieren especial atencion:

® Datos respecto de su estado o condicién de salud fisica o mental
¢ Datos sobre afiliacién sindical

¢ Datos de origen étnico o racial

¢ Preferencias sexuales

e Situacion genética

De los Derechos ARCO, revocacién y limitacién del uso de los datos personales

El titular podré ejercer en los términos previstos por “La Ley” su derecho de acceso, rectificacién,
cancelacién u oposicidon (ARCO). Asimismo “La Universidad” atendera las solicitudes que el titular
tenga respecto a la revocacion de su consentimiento para dar tratamiento, uso o divulgar sus datos
personales. Es importante considerar que no en todos los casos se podré atender y/o concluir dicha
solicitud de forma inmediata, ya que es posible que por alguna obligacién legal o administrativa re-
quiramos seguir tratando sus datos personales. Aunado a esto el titular de los datos debe considerar
que esta accién puede implicar que no se podra seguir prestando el servicio solicitado o concluir el
tramite que el titular ha iniciado con “La Universidad”.

Para realizar cualquiera de estos procedimientos asi como recibir asesoria por parte de la Universidad,
el titular podréa acudir a las oficinas de la Direccién de Transparencia Universitaria localizadas en la calle
Valentin Gémez Farfas Oriente No. 200, Colonia 5 de Mayo C.P. 50090 Toluca, Estado de México. Para
el ejercicio de sus Derechos ARCO el titular puede también, en caso de asi desearlo, ingresar su solici-
tud en la direccién electrénica www.sarcoem.org.mx correspondiente al Sistema de Acceso, Rectificacién,
Cancelacién y Oposicién de Datos Personales del Estado Mexiquense.

El responsable de vigilar la proteccion de los sistemas que contengan datos personales es el Lic. en D. Hugo
Edgar Chaparro Campos, titular de la Direccion de Transparencia Universitaria.

De los cambios y modificaciones al Aviso de privacidad

Derivado de nuevos requerimientos legales o de nuevas necesidades administrativas o de otra indole, el
presente aviso de privacidad se identifica con el nimero de revisién 02 de fecha 7/12/2016, sin embargo,
podré sufrir cambios y modificaciones.

“La Universidad” se compromete a mantenerlo informado sobre los cambios que pueda sufrir el presente,
a través del sitio electrénico de “La Universidad” (www.uaemex.mx) asi como por diversos medios de

comunicaciéon masiva que en su momento se determine.

REVISION NUM. 02 FECHA DE APROBACION 7/12/2016

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO

PATRIA, CIENCIA Y TRABAJO
l@Transparenoia

Universitaria

"Conozco y acepto los términos de aviso de privacidad de la UAEMéx, mismo que puede ser consultado en
http://web.uaemex.mx/avisos/Aviso_Privacidad.pdf; en este mismo acto otorgo mi consentimiento, para que la
Universidad Auténoma del Estado de México, haga publicos mis datos personales referentes a nombre y firma
autografa, derivado de las obligaciones comunes y especificas que se tiene como Sujeto Obligado en materia de
Transparencia y en cumplimiento a la Ley de Proteccién de Datos Personales en Posesién de Sujetos Obligados.”
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