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EResumen

El tener contacto con varios tipos de mate-
riales dentales utilizados en el laboratorio
dental y el habito de fumar son factores
cansantes de alteraciones nucleares. El
objetivo del presente trabajo fue determi-
nar la frecuencia de alteraciones nucleares
presentes en la mucosa bucal de técnicos
dentales fumadores mediante citologia
exfoliativa. Estudio observacional., en el
cuoal se tomaron citologias exfoliativas a 15
técnicos dentales fumadores en ambos
carrillos, las laminas fueron procesadas y
tefiidas con el colorante “Fast Green™ y
analizadas mediante microscopia optica.
En un total de 2 000 células fueron detec-
tadas células micronucleadas, binucleadas
v con nicleo lobulade o gemaciones.
WNuestra poblacion estuvo conformada por
73% hombres y 26% mujeres con una
media de edad de 27. 47 DE= 9.346. El
20% de los participantes refirid temer de
1 a 10 afios trabajando en el laboratorio
dental, v el 20 % mas de 10 afios; el mate-
rial mas utilizado fueron los metales con
un 46.6%. Las alteraciones nucleares mas
frecuentes fueron células con micronicleo
en un 42.5%, células binucleadas 30.3% y
células con nncleos lobulados (brotes
nucleares) con un 27.1%. La frecuencia de
células con micronicleos y nicleos lobula-
dos se incremento en técnicos dentales con
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Summary

Various types of dental materials used in
the dental laboratory among smoking are
factors that could cause nuclear alte-
rations. The objective of the present study
was to determine the frequency of nuclear
alterations in the oral mucosa of smolking
dental technicians by exfoliative cytology.
An observational study, in which exfolia-
tive cytologies were taken to 15 smoking
dental technicians in both cheeks the
sheets were processed and stained with
"Fast Green" stain and analyzed by optical
microscopy. 2.000 cells were detected
micronucleate cells, binucleate and with
lobed nuclei or buds. The participants in
this study were 73% men and 26% women
with a mean age of 27. 47 5D = 9,546.
80% of the participants reported having 1
to 10 years working in the dental laborato-
ry, and 20% more than 10 years; The most
used material was metal with 46.6%. The
most frequent nuclear alterations were
cells with micronuclens in 42 5%, binu-
cleated cells 30.3% and 27.1% showed
cells with lobed nuclei (nuclear out-
breaks). The frequency of cells with
micromuclei  and  lobulated nucled
increased in dental technicians with more
than 10 years of work. Smoking and per-
sistent exposure to materials used in the
dental laboratory subserve the appearance
and increases nuclear alterations, mainly
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mas de 10 afios de trabajo. El habito de
fumar v los afios de exposicion prolonga-
dos a materiales utilizados en el laborato-
rio dental, favorecen la aparicion e incre-
mento de alteraciones nucleares principal-
mente micronicleo ¥ brotes nucleares.

Palabras clave: Micronicleos, alte-
raciones mnucleares, técnicos dentales,
tabaco.

micronuclei and nuclear outbreaks.

Key words: Micronuclei, nuclear alter-
ations, dental technicians, tobacco.

Imtroduccion

En la actualidad la integridad genética de
las poblaciones se ha visto comprometida
por la constante exposicion a productos
quimicos y agentes genotoxicos y los
técnicos dentales no son la excepcion ya
que varios de los materiales usados por
ellos han sido registrados en la literatura
como toxicos, ejemplo de ello tenemos el
alginato del cval se ha demostrado casos
de fibrosis pulmonar intersticial severa a
causa de este material dental, otro ejemplo
es el cromo v los componentes del niguel
de los cuales se ha reportado en estudios
experimentales y epidemiologicos que se
asocian al desarrolle de cancer nasal y de
pulmon, (Dawassas, 2013). Ademas esta
poblacion de técnicos dentales foman, el
habito de fomar es considerado como el
cansante en un 90% de los alteraciones
nucleares ya que comtiene sustancias
guimicas toxicas para el ser humano. “En
la combustion del tabaco se producen
varias sustancias identificandose el 3.4
benzopireno a partit del condensado
(alguitran) del humo del tabaco, sustancia
genuinamente carcinogénica”, (Himanta
& Rajat, 2012). La evaluacién de altera-
ciones nucleares se lleva a cabo mediante
el ensayo del citoma bucal €l cual

es un procedimiento validado por el
provecto HUM v es utilizado como mart-

cador de dafio al ADN, la proliferacion
celular, dafio genético, diferenciacion
celular y muerte celular de células exfo-
liadas de la mucosa bucal expuesta
constantemente a genotoxicos. (Famos
Ibarra, 2013) Los parametros gque indican
genotoxicidad son la  presencia de
micronicleos, nicleos lobulados v bind-
cleadas cuyas caracteristicas se mencio-
nan a continuacion:

“Célula micronucledas: Se caracteriza
por la presencia de un nicleo principal y
wno o mas pequefias estructuras nucleares
denominadas micronicleos. Un microni-
cleo tiene forma redonda o almendrada y
mide entre 1/3 y 1/16 del micleo principal,
presenta la misma intensidad. textura y
planc focal que el niacleo”, (Thomas, Ho-
lland, Bolonges, & Kirsch-Volders,
2009). Los criterios para identificar los
micronicleos son que la tincidn tenga una
intensidad similar o mayor a la del nacleo
principal, que tenga forma similar a la de
los nicleos de la célula binucleada, que no
estén conectados con los micleos de la
célula binucleada.
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“Células binucleadas: son células que
contienen dos ndcleos principales, usuval-
mente los nicleos estan muy proximes e
incluso podrian hacer contacto, ambos con
morfologia y tincidn similar a un nocleo
normal.” (Thomas, Holland, Bolonges, &
Eirsch-Volders, 2009)

“Nucleo lobulado (brotes nucleares): El
nicleo presenta una fuerte constriccion en
un extremo, sugestiva de un incipiente pro-
ceso de eliminacion de material nuclear
por gemacion, el lobule presenta las
mismas caracteristicas morfologicas y de
tension que el micleo, pero el tamafio es de
on tercio a un cuarto del micleo™, (Thomas,
Holland, Bolonges, & Kirsch-Volders,
2009).

Se ha utilizade la citologia exfoliativa
como una técmica no INVAasiva, econdmica
v de tamizaje poblacional para mostrar con
exito el efectos genotdxicos de los factores
de estilo de vida tales como el consumo de
tabaco, la masticacion de la nuez de betel,
asi también como tratamientos medicos,
como la radioterapia, exposicion ocupa-
cional al potencial muta génico v produc-
tos guimicos cancerigencs. A mayor
frecuencia de anomalias nucleares se
incrementa la posibilidad del desarrollo de
neoplasias malignas entre las gue se
encuentra el carcinoma oral de células
escamosas, es necesario informar a esta
poblacion expuesta del riesgo gue tiene a
su salud el estar en contacto con estos
materiales propios de su profesion, lo cual
se incrementa con el habito de fumar.

El objetive general de este estudio es
determinar la frecuencia de anomalias
nucleares en células exfoliadas de la
mucosa oral de técnicos dentales foma-
dores ademas también determinar la
relacion entre el tiempo de exposicién a
estos materiales con la presencia de alte-
raciones nucleares.

Métodos v materiales

Estudic observacional, transversal ¥
prospectivo en el cual se incluyeron 15
técnicos dentales de ambos géneros ma-
yores de 18 afios y que tuvieran por lo
menos 1 afic de trabajo en el laboratorio.
Los laboratorios incluidos fueron de la
Facultad de Estomatologia, asi como labo-
ratorios privados. El proyecto cuenta con
aprobacion del Comité de Etica de la Fa-
cultad de Estomatologia de la Universidad
Autonoma de San Luis Potosi La meto-
dologia se dividio en 3 fases, la primera
fase consistid en la recoleccion de mues-
tras, la segunda faze en la tincién de mues-
tras v la tercera fase en observacion y estu-
dio de muestras.

Primera fase: Toma de citelogia exfolia-
tiva

Se realizaron citologias exfoliativas de la
mucosa oral mediante la técnica descrita
previamente por Olivia Torres Bulgarin
(Torres-bulgarin, Guadalupe Nicole &
Flores Garcia Aurelio, 2013), de 15 técni-
cos dentales fumadores. Previo consen-
timiento informadeo del sujeto participante,
se pidio al sujeto gue se enjuagara con
agua limpia perfectamente la cavidad oral
para eliminar asi todo resto de alimento,
posteriormente se realizd la citologia exfo-
liativa de ambas mejillas con ayuda de un
portaobjetos, v dicha muestra se extendio
en una laminilla, una para cada lado colo-
cando identificacion con nombre del pa-
ciente, fecha, y cuadrante muestreado.

Finalmente la muestra fue fijada me-
diante calor con un mini soplete gas
butanc de uso odontolégico. Las muestras
fueron transportadas al laboratorio de bio-
quimica, microbiclogia v patologia de la
Facultad de Estomatologia para su proce-
samiento y Hncidn.

T —
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Segunda fase: Tincién

Se realizo la tincion mediante el colorante
“Fast Green” el cual el tiempo de tincion
es de 1 hora 45 minutos. Mediante la técni-
ca descrita previamente por Thomas.
(Thomas, Helland, Bolonges, &
Kirsch-Volders, 2009)

Tercera fase: Evaluacion de células exfo-
liadas

Las muestras foeron colocadas en el
microscopio a un objetivo de 40x, se rea-
lizo el conteo de 2000 células por muestra,
identificando  alteraciones  nucleares,
poniendo énfasis en células micronu-
cledas, binucleadas, y wmicleo lobulado
(Fig. 1-3). Los datos fueron registrados en
tablas de trabajo para facilitar su estudio.
Y analizados con el programa estadistico
graphpad prism wversion 6.0c. Se realizo
estadistica descriptiva reportando medidas
de tendencia central, asi como estadistica
inferencial para walores npuméricos t

student.

Figura 1. Calula con micromiclen
teiinda com coloremts “Fast Green™
obsarvada ooz aumenin de 40x con
EmiCTosCopn Optico.

Figura 1. Calula con mickeo lobealade
teiinda com colorezts “Fast Green™
ohsarvada coz aumenin de 40x con

Figura 3. Calula birmcleada
teiinda oo coloramts “Fast Green™
ohsarvada coz aumenin de 40x con

Resultados:

Muestra poblacion de estudio estuvo con-
formada por 15 técnicos dentales fuma-
dores de los cuales 11 (73%) fueron del
género masculine v 4 (26%) del género
femenino, la edad media de los partici-
pantes fue de 27. 47 afios, DE=9.546. Los
sujetos de estudio foeron divididos en dos
grupos; los participantes que tenian de 1 a
10 afios trabajando en el laboratorio
dental 12(80%) y =10 afios 3(20%:). El
material mas wtilizado fueron los metales
con un 46.6%. El 73.3% refirid ingerir
alcohol, ¥ solo el 20% estaba tomando
medicamento durante la etapa de recolec-
cion de muestras. (En la tabla 1 se mues-
tran las caracteristicas clinicas de los
técnicos dentales fumadores.)

Tabla 1. Caracteristicas climicas en técnicos dentales fumadores

Por otro lado evaluamos las condiciones

bucales que presentaban los técnicos den-
tales v encontramos gue el 83.1% presen-
taba dientes sanos y el 16.8% presenta
dientes con cavidades cariosas. Al incre-
mentar la edad disminuyo el porcentaje de
dientes cariados (66.6% vs 20%:) entre los
cuales el 66.6% presenta caries, obtenien-
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do un total de 22 (5.62%) dientes canados,
(En la tabla 2 se muestran las caracteristi-
cas bucales de los técnicos dentales fuma-
dores).

Tablla 2. Carseterisiens bocsles en thomicos demtales Tumadsres

Trabajsnids en labsrataria
Crracieristicn bscales 110 s =10 s
Toms de radiografia Hagpe 3y
Ul e comodhonoms 4126 a
Ll de enpague. 1068
[Dienies sanos FHELL) [ 165)
Dientes perdidn Elr ] a
Dientes canados 10 6.6) 320
Riboumiiones etk G40} L]
Restaursciones no metilizas 1086} kv
Froviskorsles 1166} 1046
* Nilieres o pariniesls s parceninjes

Con respecto a la evaluacion de las células
exfoliadas de la mucosa oral la cual se
llevo a cabo mediante microscopia optica,
en un total de 2,000 células, identificamos
en todas las muestras datos de genotoxici-
dad, siendo la alteracion nuclear mas
frecuente la presencia de micronicleos en
on 42.5%, células binucleadas 303% v
nicleos lobulados (brotes nucleares) en un
27.1%. Ademas evaluamos si existe aso-
ciacion entre la frecuencia de alteraciones
nucleares ¥ el tiempo de exposicion a
materiales dentales y tabaco, ¥ encontra-
mos gque existe una mayor frecuencia de
micronicleos en sujetos gque tienen =10
afios de trabajo en el laboratorio dental en
comparacion con los gue tienen un menor
tiempo de trabajo. Siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p=0.0008),
Sin embargo no hubo una asociacién con
respecto a los afios que los sujetos tenian
fumando. (En la grdfica 1 se observa la
comparacion de micremicleos de acuerdo
a los afies de trabajo en el laboratorio
dental).

Grafico 1. Comparacion de micronicleos
de acuerdo a los afios de trabajo
en laboratorio dental
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Grafico 2. Comparacion de bimncleadas de acuerdo a
los afios de trabajo en laboratorio dental
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Grafico 3. Comparacion de nixclecs lobulades de
acuerde a los afios de trabajo en laboratorio dental.
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Discusion:

En este estudio evaluamos la frecuencia de
alteraciones nucleares de células exfolia-
das de la mucosa bucal de técnicos denta-
lez fumadorez mediante la toma de
citologia exfoliativa. Las células de la
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mucosa bucal son la primera barrera que
estd en contacto directo con diversas sus-
tancias toxicas las cuales pueden metabo-
lizar a productos reactivos. (Kirsh, Zeiger,
& Fench, 2008) La formacion de micromi-
cleos es un biomarcador de gran wotilidad
para evaluar el dafic genotoxico en células
epiteliales y linfocitos en poblaciones alta-
mente expuestas. En este sentido conside-
ramos que los técnicos dentales son una
poblacion con un alto grado de exposicion
a materiales toxicos, y ademas es
frecuente el habito de fumar, lo cual justi-
fica el analisis de alteraciones nucleares en
la mucosa bucal debido a que el 92% de
las neoplasias malignas tienen un origen
epitelial, siendo de ouestro interés el
cancer oral. En este estodio demostramos
claramente que la frecuencia de alte-
raciones nucleares gue tiemne esta
poblacion doblemente expuesta fue de
13.41% en 2,000 células lo cual concuerda
con lo reportado por Bansal v cols., (Hi-
manta & Fajat, 2012) quienes encontraron
uwna frecuencia del 15%, sin embargo su
poblacion evaluada fueron udnicamente
fumadores. En otro estodio realizado en
técnicos dentales por Al y cols, en el
2013, encontraron una frecuencia de MN
de 6.23%, menor a la reportada por
nosotros esto debido a gue los técnicos
dentales evaluados por este grupo de
investigacién hacian uso de medidas de
proteccion como mascaras, guantes entre
otros, la mayor frecuencia de microna-
cleos identificada por nosotros se debe a
que los técnicos dentales que evaluamos
no hacen uso de barreras de proteccion al
realizar su trabajo, auwnado ademas al
factor de exposicion extra como es el
tabaco. La relevancia de encontrar una
mayor frecuencia de micronicleos en
nuestra poblacion radica en el hecho de
que existe un dafio en la capa basal del
epitelic bucal mostrande una mayor
frecuencia de células gue pierden frag-
mentos de cromoszomas del nicleo, los

cuales permanecen excluidos del nucleo
principal después de la mitosis, esto
indica que existe una mayor probabilidad
de cambios en la secuencia de genes,
llevando a la activacién de varios onco-
genes después de su transposicidn o
amplificacion. Otra fuente de microni-
cleos son cromosomas aberrantes comple-
tos, éste fenomeno lleva a aneuploidia una
caracteristica comin de muchos carcino-
mas humanos, (Onkol, 20135).

Muestros resultados indican que la
exposicion a materiales dentales y tabaco
tiene un efecto genotoxico esto medido
por la frecuencia de micronicleos
(42.5%) v brotes nucleares (27.1%) asi
como citotéxico ya que las células binu-
cleadas se encontraron en 30.3% de las
células evaluadas. Los brotes nucleares
representan el primer cambio morfolégico
gue sufre el nicleo para la formacion de
micronicleos este fenomeno esta ligado a
genotoxicidad, (Leitao Almeida Andrade,
2004). Por otro lado se ha demostrado que
en poblaciones expuestas a tabaco y alco-
hol incrementa la frecuencia de células
binucleadas lo cual se asocia a citotoxici-
dad del epitelio bueal, (Celik, Awas, &
Ergene, 2003, pags. 417-421).

El cigarro es considerado uno de los prin-
cipales factores genotdxicos por tal
motive esta bien documentado que es
causa de cancer. (Speit, Witton, Heep-
chantree Trenz, & Hoffman, 2003) Por
otro lado metales como cromo, cobalto,
niguel, molibdeno, silice, berilio, boro ¥
carbone han mostrade también ser
genotoxicos, el 46% de los técnicos eva-
Iuados utilizaban metales para la elabo-
racion de protesis dentales, ambos efectos
aditivos pueden incrementar la posibili-
dad de desarrollar neoplasias malignas,
por tal motivo se dard seguimiento a esta
poblacion v se realizara una exploracion
bucal con la finalidad de detectar cual-
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guier cambio sugestivo de lesiones poten-
cialmente malignas. Otro factor impor-
tante para el desarrollo de neoplasias
malignas es el tiempo de exposicidn, en
este sentido encontramos gque conforme se
incrementan los afios de trabajo en el labo-
ratorio =10 afios aumenta la frecuencia de
micronicleos (30.1% ws 69.8% p=0.006) y
nicleos lobulados (30.23% wvs 69.76%
p=0.03) lo cual esta ligado a un incremento
en el dafio al DNA que es heredado a las
células hijas, aumentando la posibilidad de
desarrollar  neoplasias  malignas. Sin
embargo no parece haber una asociacidn
significativa entre los afios de trabajo ¥
células binucleadas las cuales son consi-
deradas biomarcadores de citotoxicidad,
coyo dafio no es acumulable ya gue la
célula entra en apoptosis v se da el recam-
bio celular. Debido a que el dafio al DNA
la muerte celular son considerados factores
eticlogicos durante la carcinogénesis
guimica, nuestros datos pueden ser rele-
vantes para futuros estudios en los cuales
se evalie el riesgo de poblaciones expues-
tas a sustancias toxicas para prevenir el
desarrollo de neoplasias malignas.

Conclusiones:

El hébito de fomar vy los afios de
exposicion  prolongados a materiales
utilizados en el laboratorio dental, favore-
cen la aparicion e incremento de alte-
raciones nucleares principalmente
micronicleos v brotes nucleares biomarca-
dores de genotoxicidad.
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