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Efecto genotéxico del niquel en células de la mucosa bucal de pacientes con tratamiento de
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RESUMEN

Existe evidencia de que el niquel libera iones en el medio bucal, con la posible generacion de dafio
al ADN en células bucales. La exposicién al Ni (I) puede conducir a la fragmentacion significativa
del ADN y a la muerte celular. El objetivo fue evaluar el efecto genotéxico del niquel procedente de
aparatos fijos de ortodoncia utilizando ensayo de micronudcleos y determinacion de niquel en saliva
por absorcion atémica. Se estudiaron 40 pacientes, 20 con brackets de aleacion de Niquel-Titanio
(Ni-Ti) y 20 con aleacion de acero inoxidable, a los cuales se les tomo una muestra de la pared
interna bucal para el ensayo de micronucleos y se determiné la concentracién de Ni(ll) en saliva, a
los tiempos de 0 y 6 meses de tratamiento. Los resultados no muestran una diferencia significativa
en la concentracion de niquel a los tiempos estudiados y en los diferentes tipos de materiales con
que estan elaborados los brackets. Sin embargo, en cuanto a la genotoxicidad en las células se
encontré una diferencia significativa en la toma 0 y la toma de 6 meses, considerando a las células
con microndcleos y en apoptosis que son las que no se regeneran naturalmente en el organismo.
Lo anterior indica que el tratamiento de ortodoncia, a los tiempos estudiados, no es una amenaza
para el cuerpo humano en cuanto a la liberacion de iones niquel, sin embargo se recomienda tener
precaucion porque en el medio bucal si causa alteracién genética en las células.

1. INTRODUCCION

En las Ultimas décadas, la integridad genética de la poblacién humana se ha visto comprometida
por la exposicién a productos quimicos y agentes genotéxicos, generados por la gran actividad
industrial™®, por lo que en la actualidad es de gran importancia realizar ensayos de genotoxicidad
de manera rutinaria y monitorizar aquellos individuos que, por su ocupacion laboral o estilo de vida,
se encuentran con mayor riesgo de sufrir alteraciones capaces de modificar su estabilidad
genétical. Para analizar este efecto se desarrollé el ensayo citogenético de microndcleos, capaz de
detectar indirectamente la rotura o pérdida cromosémica in vitro para conocer el efecto genotéxico
de agentes ambientales, asi como del &mbito sanitario por la utilizacion de nuevas drogas
citostaticas en tratamientos antitumorales y del uso de biomateriales en los tratamientos de
ortodoncia’. Un biomaterial es un material aplicado, por indicacién médica, que se encuentra en
contacto con los tejidos humanos ya sea en forma temporal o permanente™®.

En Odontologia los biomateriales utilizados pueden ser ceramicos, poliméricos o metalicos, entre
los metalicos los mas comunes son aquellos formados por aleaciones. De las aleaciones con
niquel, fundamentalmente pueden diferenciarse los siguientes tipos: aleaciones niquel-cromo para
protesis fija (técnicas ceramometalicas) donde el niquel estd presente en proporciones altas,
aceros inoxidables para aparatos de ortodoncia convencionales fijos o removibles donde el niquel
esta presente en proporciones muy bajas, y nuevas aleaciones Niquel-Titanio (Ni-Ti), sUper
elasticas, con memoria de forma, con niquel presente en proporciones intermedias. El dafio
genético por exposicion a aleaciones con Niquel puede conllevar a la manifestacién de eventos
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genotoxicos y citotoxicos en las células epiteliales, que constituyen la primera barrera frente a
agentes carcinogénicos por via digestiva e inhalatoria. Algunos de los eventos genotoxicos o
aberraciones mas frecuentes son las células binucleadas (BN), los micronudcleos (MN), yemas
nucleares (NBUD) y puentes nucleoplasmaticos (NPB) o dicéntricos, mientras que los derivados de
fenomenos CItOtOXICOS conllevan a muerte celular como en el caso de apoptosis, karidlisis,
picndlisis y necrosis®.

La prueba de micronicleos esta validada internacionalmente como bioensayo para evaluar
genotoxicidad de sustancias, por exposmones ambientales y ocupacionales, y es una de las mas
usadas para identificar agentes cancerigenos®, Los micronticleos son fragmentos de cromosomas
0 cromosomas completos que quedan fuera del ndcleo en la mitosis, su presencia se traduce en el
ambito celular como una pérdida de ADN, esta técnica es entonces una alternativa muy eficaz
para el monitoreo de genotdxicos de manera facil, sencilla, rapida y con resultados contundentes®.
Esta informacion es fundamental para determinar el riesgo a padecer cancer u otras alteraciones
en poblaciones expuestas a metales pesados por tratamientos odontolégicos, por lo que en el
presente trabajo de investigacién se evallo el efecto genotédxico del niquel en células epiteliales de
la mucosa bucal por la técnica de microndcleos, monitoreo que permitird obtener estimaciones de
alteraciones en su material genético.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

Se estudiaron 40 pacientes de la clinica de la Facultad de Odontologia,UA de C, en Torredn,
Coah., con edades entre 13 y 20 afios, no fumadores, y se verific6 que no presentaran ningun tipo
de enfermedad cronica degenerativa y/o alguna otra protesis bucal, 20 pacientes con brackets Ni-
Tiy 20 pacientes con brackets acero inoxidable. Las muestras se tomaron por duplicado alos 0y 6
meses, Para la determinacién de niquel, se tomaron muestras de saliva directamente del paciente
en un recipiente estéril. La muestra se calcind a 420°C durante 7 horas; a las cenizas se les agreg6
acido nitrico al 50% y se evaporé a 150°C; sometlo nuevamente a 400°C por 30 minutos y
finalmente se diluyé con 5 ml de acido nitrico al 5%.? Para el andlisis por Absorcién Atémica, se
agreg6 a la muestra tratada un modificador de matriz compuesto de Nitrato de Magnesio y Nitrato
de Paladio 1:1, se inyect6 la mezcla en el tubo de horno de grafito y se tomé la lectura a una
longitud de onda de 232 nm. Ensayo de micronUcleos.La cuantificacién de microndcleos, se realiz6
obteniendo una muestra por raspado de la pared interna de cada mejilla con un hisopo, que se
introdujo en una solucién buffer de fosfatos pH 7.0, agitando para liberar las células epiteliales de
la mucosa bucal. Se centrifugd durante 15 min a 3000 rpm a temperatura ambiente, el
sobrenadante se desechd, y se realiz6 un lavado a las células epiteliales con buffer de fosfatos pH
7.0, centrifugando bajo las mismas condiciones. El paquete celular obtenido se mezcl6é con dimetil
sulfoxido (DMSO). Para el analisis microscopico, la muestra con DMSO se dejé secar en un
portaobjetos por 24 horas a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo se sumergié en metanol al
80% y se almacené a -4°C durante 20 minutos. La tincién de la muestra se efectud con colorante
de Giemsa al 4%, durante 10 minutos®.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Al analizar las muestras de saliva por absorcién atémica, se observé que las concentraciones de
niquel en los pacientes con brackets de Ni-Ti fueron mé&s bajas comparadas con las
concentraciones de niquel en pacientes con brackets de acero inoxidable en los dos tiempos
estudiados (Gréafica 1). Sin embargo el andlisis de varianza arroja que no existe diferencia
significativa entre los tiempos probados y el material con que estan hechos dicho brackets. Estos
resultados coinciden con lo reportado por Weinhold Elkis (2010), quien ademas menciona que este
nivel de concentracion de niquel no es dafiino para el organismos.
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Grafica 1. Comparacion de la cantidad de niquel encontrada en muestras de saliva a los diferentes
tiempos y materiales probados.

Ensayo de Micronucleos

En la muestra tomada por medio del raspado interno a los 6 meses de exposicion, se observo la
presencia de diferentes malformaciones genéticas como células binucleadas, mononucleadas, con
puente nucleopladsmico (fig. 1), en apoptosis y con micronucleos (fig. 2). La mayor parte de este
dafio celular puede ser restaurado de una manera natural por el cuerpo humano excepto las
células con microntcleos y en apoptosis®, las cuales cuando se encuentran en exceso pueden
producir una metastasis en el medio bucal, por este motivo nos enfocamos a este tipo de células.

Figura 1. Célula en apoptosis (a) Figura 2. Célula epitelial de la mucosa bucal
célula binucleada (b), célula con ndcleo con micronucleos (a), célula epitelial de la
fragmentado (c) y célula mononucleada (d) mucosa bucal sana (b)

La diferencia entre los tiempos 0 y 6 meses con tratamiento en células dafiadas contando
solamente los microndcleos y las células apoptéticas, nos indican que no hubo diferencia
estadistica entre las aleaciones de acero inoxidable y de Ni-Ti, sin embargo si existe diferencia
significativa (p< 0.05) referente al tiempo de exposicion, esto indica que la proliferacion de células
dafiadas genéticamente esta directamente relacionada con el tlempo
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4. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio no se encontré un incremento significativo
en la concentracion de niquel a los seis meses de tratamiento tanto en brackets de niquel-titanio,
como los de acero inoxidable.

En cuanto a la genotoxicidad de las células se encontré una diferencia significativa entre los
tiempos de tratamiento, considerando a las células con microntcleos y en apoptosis que son las
que no se regeneran naturalmente en el organismo. Se establece que hasta los 6 meses de
tratamiento los niveles de células estan dentro del rango no dafiino para la salud, pero es
importante considerar que el tratamiento de ortodoncia tiene una duracion promedio de 2 afios.
Estos resultados preliminares indican que el tratamiento de ortodoncia no presenta algun tipo de
amenaza al cuerpo humano en cuanto a la liberacién de iones niquel, sin embargo es necesario
realizar estudios a tiempos mas prolongados por la alteracion genética que se observé en las
células del medio bucal.
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