SS3
S

- / ’

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

EFECTO DE LA EXPOSICION DE ETANOL
EN LA ULTRAESTRUCTURA DE GERMENES
DENTARIOS DE RATON.

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
CIRUJANO DENTISTA
P R =2 s E N T A

DALIA LOPEZ VUINOVIC

DIRIGIO: DR JUAN CARLOS HERNANDEZ GUERRERO.
DR. VICTOR MANUEL CASTANO MENESES.

ASESOR TECNICO: ELENA B. OLIVA RAMIREZ.

MEXICO, D. F. 199p

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



A MI MAESTRA: R

Q.F.B. ELENA B. OLIVA RAMIREZ.
(Q.E.P.D.)

La muerte no existe.

Si pierdes a un ser querido, no te desesperes:
ten la seguridad de gue no ha muerio.
Solo cambio de estado y . tarde o temprano,
lo encontraras de nuevo.

Por eso, no lo decepciones,
huyendo de [a [ucha.

No pretendas ser superior a Dios:
acepta lo que Dios hra querido en su sabiduria,
¥y seras inmensamenite jeliz.




AGRADECIMIENTOS:

A la Universidad Nacional Autonoma de México, Mi Alma Mater.

A la Division de iistudios de Posgrado ¢ Investigacion de la Facultad de
Odontologia.

Al Instituto de Fisica.

Al Departamento de Fisica Aplicada v Teenologia Avanzada (FATA).
Al Dr. Juan Carlos Hernandez G.

Al Dr. Victor M. Castaino Menéses.

A PAPHT UNANM No0.201293 por ¢l aporte de los especimenes.



A los que participaron en una forma indirecta para la realizacion de ésta tesis:

Ing. Jorge Y. Anistro Jiménez.

M. en C. Gabriela Castafio Menéses.
M. en C. Marta Corona Tinoco.

Tec. Tomas Cruz Mendoza.

M. en C. Luis Flores Morales.

M. en C. José Guzman Mendoza.
Dr. Luis F. Jiménez Garcia.

M.en C. Salvador Jiménez Garcia.
M. en C. Rosa Ma. Lima Garcia.
Med. Cj. Durdica LL.épez Vujnovic.
Lic. en Leng. Guadalupe Mendiola G.
Tec. Pedro Mexia Hermnandez.

M.en C.Beatriz Millan Melo.

C.D. Galdino Ramirez Hernandez.
Ing. Everardo Renteria Escalona.

Dr. José Reyes Gasca.

A mis padres y amigos por su comprension y apoyo.



INDICE
Resumen.
1.0 Imtroduccion.
2.0 Metabolismo Ultraestructural de Etanol.
2.1 Relaciéon entre el Metabolismo y 1a Oxidacion de Etwanol.
2.2 Mctabolismo de Etanol.
2.3 Energia Libre y Fostorilacién Oxidativa en Mitocondrias.
2.4 Toxicologia.
3.0 Sindrome del Feto Alcoholizado.
3.1 Sindrome del Feto Alcoholizado.
3.2 Efectos Teratogénicos del SAF.
3.2.1 Alieraciones del SNC.
3.2.2. Deficiencias del Crecimiento y Desarrollo.
3.2.3. Alteraciones Faciales.
3.3 Metabolismo Transplacentario de Etanol.

3.4 Diadnoéstico de SFA.

10

10

11



3.5 Diagnéstico Diferencial de SFA.

3.6 Pronostico de SAF.

3.7 Esquema Preventivo de SFA.

4.0 Odontogé is y Amelogé

4.1 Odontogénesis.

4.2 Bioquimica de la Odontogénesis.

4.3 Diferenciacion Bioquimica en la Odontogénesis.

4.4 Amclogénesis.

4.5 Biomoléculas Fundamentales de la Amelogénesis.

5. 0 Plantcamiento del Problema.

6.0 Justificacién del Estudio.

7.0 Hipétesis.

8.0 Objetivos Generales.

8.1 Objetivos Especificos.

9.0 Material y Método.

2]
22
23
26
34
35'
37
38
39
39

40



9.1 Material.

9.1.1. Especimencs.

9.1.2. Material de Vidrio.

9.1.3. Material Diverso.

9.1.4. Reactivos y Substancias.

9.1.5 Equipo.

9.2. Método.
10. Resultados.
10.1 Ultraestructura de Ameloblastos para Grupo Control y Experimental.

11.0 Anilisis Estadistico de Resultados.
12.0 Andlisis Fenomenolégico de Resultados.
13.0 Discusion.
14.0 Conclusiones.
15.0 Recomendaciones.
16.0 Bibliografia.

17.0 Apendice. Principios de MET

40

40

40

40

40

41

41

43.

43

54

56

58

63

65

79



RESUMEN.

Sc¢ llevaron a cabo estudios de caracticrizacion ultraestructural por Microscopia
Electronica de Transmision en especimenes de ratones hembras , sometidas a una dieta con
ingesta alcoholica antes y durante el periodo completo de gestacion con el propdsito de
observar los efectos sobre la Amelogénesis de las crias. Estos estudios se realizaron a nivel
celular, especiticamente en las mitocondrias de los ameloblastos,a traves de la preparacion
ultramicrotémica y Ia tincion preferencial de las muestras,

Se hicieron mediciones de la distribucion de tamabo de las mitocondrias tanto en
mucstras control y en muestras afecitadas encontrandose una dispersion signiticativa en la
curva normal asignada a los especimenes alcoholizados respecto a los no alcoholizados. Dicha
dispersion se obtuvo relacionando el area inicial medida por microscopia de la mitocondria
contra el porcentaje de dafio por ctanol. Por otro lado, los cambios de cnergia libre muestran
que existe un incremento cn el transporte de H' a través de la membrana mitocondrial ,
provocando con esto la destruccion de la misma y un consecuente desequilibrio en la actividad
de los organelos celulares, entre los Que s¢ encuentra ¢l Reticulo Endoplasmico rugoso , el cual

esta relacionado con Ja sintesis de 1a amelogenina | precursora del esmalte.



1.0. INTRODUCCION

Con €] descubrimiento del Microscopio Electréonicol-10, ciencias como la Odontologia
Medicina , Biologia y Cicncia de Materiales | por mencionar s6lo algunas |, se ha evolucionado
en el estudio ultracstructural de 1a maternia anto viva como inerte . Asi |, se puede tanto
observar la ultracstructura celular en fos scres vivos 1112 como la estructura cristalina de los
materiales 13,14

Como resultado de esto |, el Micrascopio Flectronico resultd ser el medio de enlace de
diferentes campos cientificos que durante siglos seconsideraron completamente independientes
unos de otros. Con esto , muchos de los mecamsmos que controtan ta funcionalidad de los
seres vivos sc¢ han aclarado en cuanto a ultraestructura celular sc refiere . Aun mas importante,
fue el comienzo de to que se conoce como mampulacion ultraesiructural dado que ya no fue
necesario estudiar alguna droga administrada a un sujeto v oesperar sus  consccuencias
sistémicas . Por ¢jemplo , s¢ pudieron comenzar a formular hipotesis acerca de los efectos de
drogas ( Efectos de Ztanol en ¢l Sindrome del Feto Alceoholizado ) sobre organclos especificos
dentro de una célula en conjunto con los receptores moleculares | lo que genera la Bioquimica
Molecular con el consccuente nacimicnto de ha Ingenieria Gendtica - Asi mismo , y también
gracias al descubrimicnto del Microscopio THlectronico |, sabemos ahora que los procesos
inherentes a fos materiales inorganicos pueden controlarse y con esto , controlar la funcion de

las membranas cclulares  in vitro ¥ asi , cstudiar  la ultracstructura  de las células . En

consecuencia | las distancas que separan las fronteras de la bioquimica molecular y 1a quimica

de los materiales se han acortado.
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Una consecuencia del acercamiento de estas fronteras sobre 1a Odontologia , surge del
hecho de que 1a Amelogénesis 17 ¢s un mecanismo a nivel ultracstructural dentro de la célula
viva ( ameloblastos) | el cual se inicia con el transporte clectromeo 1512 g través de la
membrana mitocondrial y ¢l aporte de energia por parte del ATP al Reticulo Endoplasmico y

al Aparato de Golgi 11.12, penerador del esmalte dental 15760 [ cuya composicion es tipica de la
de un material inorganico de naturaleza ceramica '8 Esto abre nuevas v amphas posibilidades
en ¢l estudio de la Odontologia, ya gue la investigacion a mivel ultraestructural de las
mitocondrias mediante el uso de Microscopia Electronica pucde emplearse para comprender la
naturaleza de los csmaltes en los diferentes tipos de dientes de diversos organismos vivos y con
ello , creur un cnlace entre los niveles ultraestructurales v las diferentes patologias de la
estructura dental ( por ejemplo @ caries | desmineralizacion del esmalie ).

‘n México , destacan
los trabajos cn Odontologia realizados por el Dro

C. Hernandez G.

19 | quien estudia
parametros que influyen en el Sindrome del Feto Alcoholizado.

En el presente trabajo | se estudia el efecto del Sindrome del ¥

1o Alcoholizado sabre la
Amelogénesis cn crias de ratas alcoholizadas desde ¢l punto de vista de la ultracstructura

celular y se plantea una hipotesis basada en las alteraciones que producen los metabolitos del

alcohol en los mecanismos bioquimicos de ia mitocondna . Mediante microfotografias de
Microscopia Electréonica de Transmision sc observan lesiones en los organclos de los
amcloblastos, especificamente en mitocondrias , 1o cual sc¢ podria deber a reacciones

exopgérnicas alteradas , Que provocarian un aumento descontrolado de energia y su consecuente

repercusion en el metabolismo ultracstructural de los ameloblastos



2.0. METABOLISMO ULTRAESTRUCTURAL DE ETANOIL..

Los efectos clinicos tanto odontologicos como médicos no se deben a la molécula de
etanol , mas bien son consecuencia de la generacion de los productos de reaceion del mismo ,

conocidos como metabolitos v que a mivel ultracelular son especificamente lox siguientes
NADH | acctaldchidos y cetonas. Asi | los cstudios para comprender dichos efectos deben
incluir como parte central | tas interacciones de los metabolitos con la cclula viva | que en ¢l
caso del presente estudio sceran entocados a nivel mitocondrial, Sin embargo |, para poder
establecer los mecanismos de transporte a traves de la membrana mitocondnal | es necesario

ilustrar la secuencia de reacciones del metabolismo del aleohot

2.1. Relacion entre el Metabolismo y 1a Oxidacién de Etanol.

El ctanol ( formula quimica CzHO ) existe en la naturaleza como producto de la
fermentacion de algunos organismos vivos , este hecho sugiere que dicho compuesto esta
involucrado en algunos mecanismos ultracelulares formando parte del cicto natural  para cl
funcionamiento adecuado de la célula Sin embarpgo | la repulacion de las concentraciones de

ctanol ¢n estos procesos de naturaleza bioquimica pueden ser alterados por agentes extemos ,
uno de los cuales ¢s la ingesta de alcohol.

2.2. Metabolismo del Etanol.

La sccuencia mas aceptada para el metabolismo ultraestructural del cianol cs la
siguiente 20

Alcohol —> Aldehido —> Cetona.
aq



Esta secuencia puede expresarse en término de sus formulas desarrolladas de acuerdo a
las siguientes reacciones. 2!

CH3CH,-0O-H + HO-C-CH3z —>» CH;3;CH;-0-C-CH3 + H-OH
y ademads
CH3CH;-O-~11 —>» CH3C-0OH + H,O —> CH3-CO-0H
Etanol —> Acetaldehido —> Acido Acético
2.3. Energia Libre y Fosforilacién Oxidativa en la Mitocondria.

Basandonos en las reacciones anteriores y en los datos reportados para los potenciales
estandar de Oxido - reduccion de muchos pares redox biologicamente importantes 12 , podemos

calcular facilmente el cambio de energia libre con 1a ecuacién :
AG = -FAEo

Entonces , para la fosforilacion oxidativa , la fuerza directriz ¢s el potencial de transferencia de

electrones del NADH o del FADH; , y en condiciones normales se tiene que 12:

1120, + 2HY +

N

e —> H,O0 Eo= + 0.82V



NADY + H* + 2¢ —>» NADH Eo = - 032 V
Por otro lado, si invertimos la segunda reaccion obtenemos

NADH —> NAD* + HY + 2¢- Eo = +032'V

y la sumamos a la primera reaccion , se obtiene

1720, + H* —> H,O0O + NAD?® Eo= +1.14V

Con lo cual la energia libre de esia reaccion viene dada por :
AG = -(2 ) (23.06)(1.14) = -52.6 kcal/ mol

La cual es la energia desprendida para el transporte electronico en condiciones

normales para la fosforilacion oxidativa en la mitocondria,

Consideremos ahora ¢l efecto de ctanol sobre la transferencia de electrones y

calculemos la energia desprendida por el mismo y sus metabolitos. Asi :
NAD* —> NADH + H-* Eo =
Etanol —>  Acetaldehido Eo= +020V

Acetaldehido —> Acectato



Con io cual | 1a secuencia de reacciones es 1a siguiente ©

H;O + NAD* —> 1120, + NADH + 1+ AG = - 526 kcal / mol

Etanol —>» Acetaldehido AG = -9.22 kcal / mol

H,0 + NAD* + Etanol —>» % O, + 2 NADH + H* + Acetaldechido

AG = -61.82 kcal / mol

H, O + NAD®* + Etanol —> v O + NADH + #H* + Acetaldehido

AG = -61.82 kcal / mol

Acetaldehido ~—>  Acetato

AG = -27.67 kcal / mol

Hy,O + NAD * + Etanol —» % O, + NADH -+ H * + Acetato

AG = - 89.5 kcal / mol



2.4, Toxicologia.

Los efectos toxicologicos de la ingesta de alcohol en el ser humano , asi como las
consecuencias socioccondémicas 22-2% | sobre los individuos que padecen esta enfermedad  han

sido motivo de numerosos estudios con el fin de establecer los factores causales que

desencadenan ¢l Sindrome de Dependencia al Alcohol 76 T

os cfectos toxicologicos se
reflejan en una depresion del Sistema Nervioso Central ( SNC ) | alteraciones en el aparato
digestivo . glandulas endocrinas . en el metabolismo y funciones bioquimicas a nivel
ultracclular  Por otro lado | una intoxicacion aguda trae como consceuencia cdema cerebral
hiperemia y cedema del aparato digestivo |, ademas |, la ingesta cronica incluye cambios

degenerativos en higado . rifiones v cerebro 27 ; gastritis atrofica | cirrosis hepatica | tolerancia ,

Sindrome de Wemicke - Korsakot! | dependencia fisica y alteracion de sueiio 28



3.0. SINDROME DEL FETO ALCOHOLIZADO ( SAF)

3.1. Sindrome del Feto Alcoholizado.

Se han desarrollado cstudios acerca del alcoholismo durante el embarazo desde hace
varias décadas , sin lograr unificar los criterios acerca de los diferentes efectos teratogénicos
que se manifiestan durante ¢l desarrollo embrional en madres alcohdlicas. Sin embargo |, Jones
y Smith 22 en su articulo seminal acerca del Sindrome del Feto Alcoholizado ( SAF )
describen una embriofetopatia en hijas de madres que presentaron alcoholismo cronico y con
sus estudios logran englobar las caracteristicas necesarias para ostablecer una definicion de
SAF. Ellos se basan en tres caracteristicas principales que son

microcefalia | deficiencia en el
crecimiento prenatal v fisuras parpebrales.

En base a los estudios realizados 3917 | el Sindrome del Feto alcoholizado puede

considerarse como un patron caracleristico en ¢l que ¢l producto presenta embriofetopatias

debido a un weratégeno ( etanol y sus metabolitos * ) que s¢ manifiesta como malformaciones
congénitas.

Un revision detallada de SFA se encuentra en el trabajo de Arias R. E. 48,

* exislen controversias acerca de los componentes verdaderos que generan la embriofetopatia,

si es el etanol por si mismo o sus metabolitos.




3.2. Efectos Teratogénicos en SFA.

Los estudios realizados acerca de las diferentes alteraciones descritas en 49-51
muestran que éstas pueden agruparse de acuerdo a -
1. Alteraciones del Sistema Nervioso Central.
2. Deficicncias del crecumiento y desarrolio

3. Alteraciones faciales

3.2.1. Alteraciones de) Sistema Nervioso Central.

Uno de los mas scrios problemas asociado con la teratogenicidad del alcohol es el
retraso mental 30.37.39.46.51.52 | jo que se manificsta 1Q's entre 16 y 105 , alteraciones en cl
desarrollo neuronal que pueden manifestarse en el recién nacido como irritabilidad,
hiperactividad , 1emblores , aparente hiperacusia , hipertonia de los miembros y displacia

cerebral. Tanto la hiperactividad como la hipercinesia s¢ manificstan tanto en 1a edad escolar
como en la adolescencia

3.2.2. Deficiencias del Crecimiento y Desarrollo.

En cuanto al crecimiento fetal , existe deficiencia tanto en el peso como en la longitud.
En cuanto al peso , existen dos desviaciones en funcion del promedio normal |, la primera es
una disminucion del peso promedio , la cual podria estar relacionada con la desnutricion

materna mas que con la ingesta de alcohol 53 | 1a segunda , nacimiento prematuro 54 .



Alteraciones faciales.
En cuanto a alteraciones faciales se refiere, existe una tesis de Arias *® la cual discute

en forma detallada las mismas

3.3. Metabolismo ‘Vransplacentario de Ktanol.

Los cstudios realizados tanto en animales como en humanos muestran que el

metabolismo transplacentario s¢ relaciona en forma intima con el Sindrome del Feto

Alcoholizado 3! ©3 _ Siendo el ctanol un compuesto organico de cadena muy corta , la
polarizacion de la misma es limitada , por lo cual se favorece su solubilidad en solventes no
polares , como consccuencia de esto puede atravesar libremente las membranas celulares y
distribuirse , después de atravesar la placenta , en el liquido amniotico 5t y asi difundirse hacia
todos los liquidos v tejidos del feto. Los efecios teratogénicos descritos anteriormente , ocurren
debido a la mayor afinidad del ctanol a permanccer en fos teidos del feto respecto a los de la
madre. Si bicen la circulacion materna y fetal son independientes 5!, la libre distribucion del
etanol hacia los teyidos fetales, aunado a la inmadurez de las enzimas fetales hepaticas , en
particular la alcohol deshidrogenasa | favorecen estos efectos teratogénicos a través de la serie
de reacciones metabaolicas del etanol en acetaldehidos y cetonas 55, Esto provocara , durante la
diferenciacion ccelular | gue algunos de los organclos celulares y en lo que aqui nos ocupa |, las
mitocondrias de los ameloblastos . gencradores del esmalte |, tengan cambios energéticos

provocando asi alteraciones en la Amelogénesis.

Por otro lado | y con ¢l descubrimiento de nuevas técnicas de caracterizacion , se ha
observado que las tres caracteristicas antes mencionadas  son suficientes unicamente para
definir SAF cn basc a cstudios fenomenologicos y que no contemplaron en su momento , las
vias ultaestructurales mediante las cuales se desarrollan estas tres caracteristicas 59.
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Definimos entonces , desde el marco de este estudio al Sindrome del Feto Alcoholizado

COmo:

Sindrome del Feto Alcoholizado. Proceso que involucra deficiencia en el crecimiento y
desarrollo prenatal y posnatal ., que ultraestructuralmente se manificsta como efectos
teratogénicos debidos al alcohol , afectando el transporre de energia a traveés de membranas

semipermeables , por ranto , el aporte de la misma a los diferentes organelos celulares.

3.4. Diagndstico de SAF.

Los estudios realizados con ¢l fin de claborar una historia climica tendiente a
diagnosticar SAF , s¢ basan en los niveles de concentracion en la circulacion fetal de una
proteina conocida como alfa fetoproteina . Rojas y Hicks 51 predicen también el riesgo a
desarrollar SAF en madres que ingicren alcohol en funcion de Ja concentracion de esta proteina

con una exactitud del 59%. Por otro lado , se han considerado de importancia para el
diagnéstico de riesgo materno - fetal se consideran de importancia los siguientes parametross4 :
las cantidades ingeridas de ctanol durante la gestacion y el tiempo transcurrido de la misma y

los medicamentos utilizados

3.4, Diagnéstico Diferencial de SAF.

Los distintos sindromes susceptibles de confusion clinica son los siguientes : Sindrome
de Rubinstein - Taybi | Sindrome de hidantoico ., Sindrome de Noonan ., Sindrome de Comelia
de Lange |, Sindrome de Smith - Lemli - Opitz , Trisomia 18 , Blefarofimosis familiar. Para

detalles acerca de estos sindromes , sc puede consultar 65,



3.6. Pronéstica de SAF.

De acuerdo a las estadisticas obtenidas de madres embarazadas con ingesta alcohdlica
, mds del 50% de Jos productos de dichas madres van a presentar alteraciones. En base a estas
estadisticas , y conociendo las numerosas alieraciones . dentro de las cuales destacan las
deficiencias en ¢l desarrollo y numerosas disfunciones del sistema nervioso central , se ha
observado una incidencia mayor de alteraciones cuando la ingesta se da en el primer trimestre
Yy como ¢s ¢n ¢ste periodo  cuando ha ocurrido la diferenciacion celular | con ¢l consccuente
desarrollo de las capas germinales | precursoras de los diferentes tejidos y sistemas entre tos

que s¢ encuentra ¢l sistema nenvioso L enfatizaremos nuevamente que los efectos det

alcoholismo materno durante ¢l embarazo han establecido con bases firmes la accion
teratogénica del alcohol por lo cual . ¢l pronoéstico en cada paciente dependera del grado de
tesion producido durante el embarazo . mismo que esta en funcién de la ingesta alcoholica de
la madre y al periodo de embarazo en el cual se encuentre. Todo ¢sto repercute |, sin duda |, en

el producto , no pudiéndose especificar cuil va a ser e} pronostico exacto de cada individuo.

3.7. Esquema Preventivo de SAF.

Las estrategias para prevenir SAF en México podrian ser : difusion de los centros
psicoterapéuticos existentes con ¢l fin de lograr una higiene mental a nivel nacional
desarrollo de una concientizacion de la comunidad que abarque medidas profilicticas ,
investigacion exhaustiva de SAF desde diferentes enfoques tales como el cientifico , socio-

economico entre los mas importanies



4.0. ODONTOGENESIS ¥ AMELOGENESIS,

El esmalte dental ¢s un material sin vida , muy duro y casi totalmente inorganico 16,
Los odontoblastos se encuentran en una capa cerca de la pared interna de 1a dentina , la cual ¢s
muy parccida al hueso y conticne filamentos protoplasmicos de materia viva, La matriz
organica del esmalte es sintetizada por las cctulas ( amcloblasios ) derivadas del epitelio

estratificado de la cavidad bucal primitiva.

Las proteinas del esmalte son funcion de la edad del diente , ( inmaduro y maduro ).

Las difercncias contemplan ¢

1. Contenido total de proteinas
2. Solubilidad.

3. Composicion en aminoacidos.

Durante la maduracion del diente existe una pérdida absoluta entre el 90 y 100% del
peso de las proteinas del esmalte ignorandose las causas de este hecho. En ¢l diente humano ,
la mayor parte de las proteinas del esmalte es soluble en acido etilendiaminotetraacético

(EDTA), aunque entre ¢l 85 ¥ 100% del esmalte en fetos es insoluble en agua y EDTA.

Antes de iniciar la discusion de la Odontogénesis , es conveniente citar el libro Azar
y Necesidad 66 | especialmente el capitulo Ontogénesis Molecular. En este capitulo se hace

notar que:



" La causa porla que se forman en la célula estructuras de un orden cada vez mayor
debe buscarse finalmente en la informacion contenida en el DNA , la cual determina la
secuencia primaria de la cadena polipéptica de las proteinas , la que a su vez determina las
complejos  oligométricos

estructuras secundarias v fterciarias y la  formacion de

cuaternarios"’.

ion entre diferentes proteinas y proteinas

Por otro lado . ¢s bien conocido que la interac
con lipidos o acidos nucleicos da como resultado Ia formacion de complejos macromoleculares

¥y estructuras mucho mas complejas. Con respecto a esto De Robertis y De Robertis 67 opinan

lo siguiente:

” Un problema fundamental es determinar por cuales mecanismos se origind esta

organizacion supramolecular en nuestro planera para dar lugar a la formacion de las

células procaridticas y eucaridticas"”.

Cualquier explicacion sobre este tema debe considerarse como especulativa , ya que

esta directamente refacionada con el origen de la vida

De lo antes expuesto ., parece 16gico iniciar la discusion de la Odontogénesis a partir de

las capas embrionarias , cspeciticamente en el cctodenno , el cual tiene la funcion de

diferenciar las células que gencran los tejidos precursores de la dentina y ¢l esmalte. También

esta establecido que el esmalte se forma a partir del organo demal epitelial u organo del

esmalie. En referencia a esto podemos citar a lLazzarn 16




" Los ameloblastos derivan de parte del epitelio ectodérniico que reviste la cavidad
bucal. La dentina y la pulpa se forman a partir de la papila dental |, la cual deriva de la
mesénquima que se condensa y reside en parte , en el interior del organo dental epitelial en
Joerma de copa invertida. El mesénquima es un (ejido embrionario no especiatizado , que es
la fuente de tode tejido conectivo. Células |, fibras , liquido tisular vy sustancia fundamental
amorfa son los componenres del rejido conectivo. El érgano dental epitelial y su papila
dental subyacente estan revestidas por el foliculo del tejido conectivo : el saco dental. Fl
cemento , ligamento peridental y parte del hueso alveolar derivan del saco dental. Asi |, el
organo dental epitelial | la papila dental y el saco dental producen todos fos componentes de
los dientes , con exclusion del nervio y el suministro vascular. Los tejidos bucales contienen
varios componenies quimicos que reflejan su origen del rejido epitelial y conective y su
estructura derivada de estos tejidos. FEstas substancias quimicas comprenden muco-

polisacaridos . glucoproteinas , mucinas y ciertas enzimas."”

Lazzari 1¢ establece también un esquema histogénico del diente de acuerdo a la figura

de la pagina siguientc



Esquema del desarrollo del diente.

Epitelio Lamina Dental Organo Dental Epitelio Dental Esmalte.
Ectodérmico Epitelial Fxterno. Membrana
Reticulo de Nasmyth
Estrellado. Vaina
Estrato Epitelial de
Intermedio Hertwig,
Epitelio
Dental
Interno
( ameloblastos )
Papila Odontoblastos Dentina
Dental
Fibras de Korff Pulpa
Vasos sanguincos
Mesodermo
Saco Dental Osteoblastos Alvéolo
Fibroblastos Membrana
Cementoblastos Peridental
Cemento.
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ste esquema sugiere fa gran complicjidad de la histogénesis dental | sin embargo
pucde decirse que durante la gastrulacion ( aparicion de dos o mas capas de células) o
generacion de las capas germinales | ocurre la Odontogénesis , ya que el cuerpo de los
animales superiores consta de varias capas de lejidos y arganos que pueden tener su origen cn
estas tres capas | ectodermao , mesodermo vy endodermo. s claro ahora que la Odontogénesis

tiene su origen durante el desarrollo embrionario

Cualquiera que sea el origen de las capas germinales ( va sea por difusion nuclear
diferencial | actividad diferencial de fos genes o induccién enzimatica ) . 1a morfogénesis es un
proceso demasiado complejo que escapa al alcance de este trabajo vy que pertenece a topicos de

Embriologia ¢ Ingenieria Gendtica. Partimos entonces de los procesos gencrados en el

cctodermo y mesodermo para explicar la Odontogénesis y Amelogeénes

Iniciarcmos esta discusion a partir de Ia division celutar en donde ¢! citoplasma se
segmenta sin crecimiento. Luego se forma la bastula | una esfera hueca donde los tejidos aun
no son evidentes. Posteriormente algunas células se invaginan y se produce una seric de
movimientos y migraciones celulares que corresponden a la gastrulacion. Respecto a esto

Robertis y Robertis 67 atirman lo siguiente

"En la gdsirula aparecen ya los primeros signos de diferenciacion morfoldégica. En
términos moleculares . la diferenciacion celular significa actividad genédtica variable entre
las células del mismo organismo. La especializacion de las células implica la sintesis

preferente de proteinas especificas y con esto , las cdélulas eucaridticas expresan un

porcentaje ( ;| aunque pequeiio , repr ivo ! ) de los genes que contiene.”



Sin embargo . no todos los gencs son especificos para un tejido. Algunos , denominados
genes de mantenimientio , podrian tener actividad en todo tipo de células. Ejemplo de este tipo
de genes son los nccesarios para la construccion de membranas |, ribosomas , mitocondrias y
enzimas glucoliticas . que son componentes comunes a todos los tipos de células.

Se sabe también , que todos los nucleos embrionarios en sus comienzos son

genéticamente equinalentes |, por lo cual | las diferencias iniciales se deben hallar en el
citoplasma que heredan. Se dice que ¢l citoplasma contiene determinantes citoplasmicos del
desarollo , quc cn algun momento se distribuyen de forma desigual entre las células de un
embrién , v por lo tanto ., cambian Ta actividad de los genes , pero no se conoce ¢l mecanismo
por el cual estos determinantes son segregados en forma desigual en los embriones durante la

segmentacion. Ademas , agregan Robertis vy Robertis 67,

" Esrta diferenciacion celular puede ser inducida por estimulos externos y wna vec

establecida , puede persistir en ausencia de estos estimulos”.

En muchos casos , antes de que sea posible reconocer morfologicamente que una célula
se ha diferenciado , existe un periodo ¢n ¢l cual la célula establece la determinacion v seguira

un camino especifico hacia la diferenciacion morfologica franca.

Asi , si la informacion contenida en los nicleos es idéntica , entonces las diferencias
iniciales entre las células estaran en el citoplasma que heredan. No obstante estas diferencias
iniciales no explican todo el desarrollo | pues a medida que éste avanza , las interacciones

celulares se vuelven cada vez mas compicjas.



Durante la gastrulacion existen extensos movimientos y migraciones celulares | y

diversos tejidos celulares interactuan entre si en un proceso conocido como  induccion
embrionaria

Las células que se oinvaginan en el blastéporo forman una capa celular
denominada mesodermo , el cual pronto se divide cn una region central o notocordio y dos

regiones laterales. 121 notocordio induce al cctodermo que to recubre a transformarse en otros
tejidos , 1l como €l wejido neural

1as inducciones son medidas por s

ancias ditusibles pero
a pesar de los grandes esfuerzos por mislarias | se desconoce su naturaleza quimica.

Por otro lado , el nucleo v ¢l citoplasina son interdependientes , uno no puede vivir sin
€l otro. Mientras que ¢l citoplasma suministra la mayor parte de la energia de la célula por
medio de la fosforilacion oxidativa ( la cual ocurre ¢n las imitocondrias en su mayoria ) v posee
ademas la "

maquinaria” para la sinesis protéica ( ribosomas ), ¢l nicleo por su parte apona
ARN , asi, el citoplasma puede reprogramar la actividad de los genes nucleares | cuando en el

mismo existan cambios producidos por agenies externos

Una vez establecida la diferenciacion celular | estas células se organizan en modelos
reconocibles v caracteristicos para desempeiar funciones especializadas y en forma colectiva.

Estas organizaciones celulares se conocen como tejidos. Dichos conjuntos celulares se reducen
a cuatro tejidos fundamentales 17 .

1. Tejido Epitelial o Epitelio.
2. Tejido Conjuntivo.
3. Tejido Muscular.

4. Tcjido Nervioso.

20



Cada una de las tres capas germinales del embrion en desarrollo contribuye a la
formacion de estructuras epiteliales | siendo los derivados de estas tres capas germinales el
ectodermo , dividido a su vez en ectodermo de superficie y en neurocctodermo que origina al
tubo neural y a la cresta neural. Asi , Robertis y Robertis 67 establecen lo siguiente:

* El ectodermo de superficie deriva a su vez el organo del esmalte y el esmalte

dentario , mientras que el desarrollo dental se origina en el neuroectodermo por influencia
inductora del mesénquima . el cual se origina a su ve: en la cresta neural , en la region

cefdlica’.

Con todas estas bases , podemos ahora iniciar formalmente con ja Odontogénesis.

4.1. Odontogénesis.

La mayor parte del diente esta formado por la dentina |, que consiste de
aproximadamente 70% de hidroxiapatita y 30% de material organico ., del cual el 90% es
colageno y el resto son otras proteinas como fostoproteinas v glucosaminoglucanos. lLas
células que producen la dentina sc llaman odontoblastos y son de forma cilindrica con una
larga prolongacion citoplasmica , llamada Proceso Odontoblastico o Fibra de Tomes. El cuerpo
celular se localiza en la superficie de la dentina , especificamente en la predentina , mientras
que la Fibra de Tomes se extiende dentro de 1a dentina. El espacio que conticne los procesos
odontoblasticos se llama tabulo dentinal y se extiende a través de todo el espesor de la dentina.
El citoplasma del odontoblasto contiene muchos organelos del tipo de los hallados en las
células sintetizadoras de colageno | a saber © Reticulo Endoplasmico Rugoso (REr) abundante ,

Aparato de Golgi prominente | granulos de secrecion , mitocondrias y ciertas vesiculas.



El Aparato de Golgi contiene un precursor colageno de forma filamentosa. La
disposicién ordenada de granulos |, los cuales contendrian calcio |, sobre los filamentos de
ciertas vesiculas de Golgi , maduran por condensacion hacia granulos de secrecid , iniciandose
asi el proceso odontoblastico. Los odontoblastos sc diferencian a partir de células de Ia

periferia de la papila dentaria. Las  células precursoras ticnen ol aspecto de células

mesenquimaticas tipicas. | decir , poscen escaso citoplasma. Iin su diferenciacion bacia

odontoblastos , aumenta el volumen citoplasmico y los organclos caracteristicos de las células
sintetizadoras de coldageno. Las células forman una capa en la periferia de la papita dentaria y
secretan la matnz organica de la dentina llamada predentina por su polo apical ( extremo
celular opuesto al que ©sta en contacto con la papila dentaria ) A medida que aumenta el
espesor de la predentina |, fos odontoblastos son desplazados hacia ¢l centro del diente
Una onda de mineralizacion , que podria tener su origen en el transporte enzimatico |, sigue ¢l
retroceso de los odontoblastos y convierte la predentina en dentina | Que es la matriz
mineralizada. PPor otro lado , Ia pulpa dentana ¢st compuesta de odontoblasios en su perimetro
( células asociadas a la dentina ) , fibroblastos . macrafagos , mastocitos y células migratrices

de la sangre. Finalmente el cemento es un tejido mineralizado que cubre la raiz del diente.

4.2. Bioquimica de 1a Odontogénesis.

Davis 68 establece que la Odontogénesis incluye una serne de sucesos en secuencia.
Establece ademas que las interacciones entre el epitelio y ¢l mesénguima al parecer tiencn
fugar en una scrie de eventos preprogramados propios de las células que participan o de los

componentes moleculares de 1a matriz extracelulares o de ambos.

14
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Las etapas incluidas en su estudio son :

1. Citodiferenciacion.

2. Histodiferenciacion.

3. Morfodiferenciacion.

4. Diferenciacion Bioquimica.

5. Sintesis y Sccrecion de Colagena y otros componentes de la matriz.
6. Mineralizacion |, calcificacion y osificacion.

7. Crecimiento por oposicion.

8. Organogdénesis

9. Erupcion.
De todas estas etapas , ¢s de suma importancia en la Odontogénesis la diferenciaciéon

bioquimica , la cual se discute a continuacién.

4.3. Diferenciacién Bioquimica en la Odontogénesis.

Lazzari 16 propone.

La proteina dentinal tienen una composicion en aminodcidos distintivos de
[P

icion de idos

"

coldgena y no se ha observado diferencia importante en la c o

c do el di dura , en combinacion con la coligena la matriz dentinal tiene un

componente fosfoprotdico que probablemente estd enlazado covalentemente a la coligena

por medio de un enlace glucosidico-hidroxilisina. El andlisis de la _fosfoproteina muestra

un contenido de doido aspirtico . serina y fosfare deserina . ademds de hidroxilisina ,



aunque aun no se sabe la funcion de la fosfoproteina . se sugiere que &stas son solubles y
Junto con la matriz podrian desempeniar un doble papel ; colocar el deposito del mineral en
la matriz e inhibir la calcificaciion de la predentina.

En los tejidos conectivos extracelulares . la coliigena es la proteina mayor y funciona como
proteina estructural que sirve esencialmente como el principal soporte mecdnico de los
tejidos. Se cree que la coligena consiste de tres cadenas dispuestas linealmente en una
hélice , por otro lado , la colagena del tejido mesenquimatose aparece formada por fibrillas
que presentan estrias transversales. Quimicamente la coldgena contiene glicina , prolina ¢
hidroxiprolina. Los mecanismos biologicos de la biosintesis de la coldgena son sinmilares a
los mecanismos que conducen a la biosintesis de otras cadenas de polipéptidos protéicos.
Estos polipéptidos protéicos son sintetizados por componentes que se encuentran en las
Jracciones microsomicas y solubles de la célula | y se reinen en agregados de ribosomas por

diferentes interacciones entre las que se encuentran las caracterizadas por la fuente de
energia o sistema generador de ATFP. "

De lo anteriormente expuesto s¢ puede deducir que durante ¢l proceso de la

Odontogénesis ocurre la sintesis del 30% de matriz organica de la dentina |, lo cual involucra

entre otras cosas ¢l suministro de energia por parte de las mitocondrias ¢n forma de ATP a las
células especializadas para 1a Odontogénesis.

Asi , la biosintesis de los componentes de la  coldgena tiene estrecha relacion con la
sintesis del ATP gencerado en las mitocondr

s durante la fosf{orilacion oxidativa.

Esto sugicre que en la formacion biosintética de los componentes de ta colagena entran
en juego cnzimas fosforiladas . con lo cual ¢ enlace entre 12 fosforilacion oxidativa que ocurre

en las mitocondrias y la Odontogenesis pucde ahora establecerse.

2a



Consideremos la transferencia enzimatica de grupos fosfato al ADP. Desde el punto de
vista de! metabolismo , dice Lenninger 11

" Existen dos clases de fosfaros de alto contenido energético , en los cuales los

cambios de energia libre de hidrolisis es mds negativa que la del ATP |, y que podrian servir ,
por tanto , como donadores de fosfato para ¢l ADP. Los miembros del primer grupo , entre
los que se encuentran al 3- fosfogliceril-fosfato y el fosfoenolpiruvaro . s¢ generan durante
lu degradacicn enzimdtica

. liberadora de energia o catabolismo de las moléculas

combustibles. Los miembros del segundo grupo . entre los que encontramos a la

Josfocreatina y la fosfoarginina , actiian como depositos de energia quimica .

El que exista transferencia de grupos fosforcos desde ¢l ATP al ADN sugiere que , el
ATP puede ceder su prupo fosfato terminal a una gran variedad de moléculas capaces de
aceptar el fosfato en reacciones camlizadas por enzimas especificas . dando como resultado
una transferencia de un grupo fosfato desde ¢l donador de alta energia al aceptlor de baja
energia . convirticndosc éste ultimo en un compuesto con mayor contenido de cnergia.
Ademas , en casi todas las reacciones de transferencia de fosfato entre los metabolitos , el ADP
desempeiia el papel de aceptor intermediario | mientras que el ATP de donador intermediario.

Continuando con Lenninger 11:

" dunque el sistema ATP - ADP es el transportador obligatorio de grupos fosfatos en
el flujo principal de transferencia de la energia celular , intervienen también otros fosfatos
que desempernian no solamente el papel de precursores energéticamente activos . sino que
canalizan rambién grupos fosfato de contenido energdtico elevado hacia orras reacciones

biosintéticas especificas. Todos estos canales se conectan con el ATP a iravés de la enzima



nucleotido- difosfarto-quinasa . que se encuentra en las mitocondrias y en ¢l citoplasma

soluble de las células®.

Con c¢sto se ha establecido fa imterrelacion entre la brosintesis de los compucestos
formadores de colageno v la fosforilacion oxidativa | faltando por cstablecer la ruta
biosintética de Ia parte inorganica de la dentina |, la cual esta compuesta por hidroxiapatita.
Cualquicra que sea la biogénests de la parte inorganica de la dentina | bien por nucleacion
homogeéneas o por nucleacton heterogénea | la caleificacion . proceso donde se involucra la
precipitacion wanto de rones calcio como de 1ones tostatos | asi como residuos de hidroxilo

generara la hidroxapatita | componente prncipal de la dentina

Queda asi establecida la importancia de la fostorilacion oxidativa en ¢l proceso de

QOdontogenesis y por tanto el papel desepenado por la mitocondna en la misma.

Un estudio mas profundo puede encontrarse en la bibhogratia sobre el tema 15-17, 67 -82

4.4. Amclogéne:

La Amclogeénesis tiene su inicio en el ectodermo superficial donde se forman los
ameloblastos | los cuales en conjunto con otras células del organo del esmalte , producen al

mismo. A este respecto Ross 17 dice:

" Las principales etapas de la Amelogénesis son el periodo de produccion de la
marriz o estado secretorio y el periodo de maduracion. También hay varias etapas

transicionales o subestadios”.



Lazzari 16 se refiere a la Amelogénesis en los siguientes 1érminos :

" Se puede considerar que Ia Amelogénesis ocurre en dos fases conspicuas = 1) formacion de

matriz orgidnica , 2) maduracion del esmalte ™.

Davis ¢8 _ por otro lado , divide la Amclogénesis en formacion de matriz organica ,

calcificacion de la matriz y resorcion de la matriz del esmalte.

Reith 83 _al referirse a la Amelogénesis diee

" A pesar del gran numero de articulos que se refieren a la wultraestruciura de la
Jormaacion det esmalte , la biologia de la Amelogénesis estd muy lejos de ser comprendida ,

atn a nivel estructural .

Continuando con la Amelogénesis | Moce 8% se refiere a la misma en los sigulentes
términos :
" Los ameloblastos jovenes son células secretoras que producen la marric del
esmalte y consisten de material orgidnico , sales minerales y agua. lLos ameloblastos
secretores se comvierten ¢n ameloblasios de absorcion cuando la matriz alcanza swe espesor

JSinal. Ellos contribuyen a la maduracion del esmalte, lo cual involucra remocion desde la

matriz de material orgdnico y agua . asi como un incre en la c idad de raterial
inorgdnico. Se conocen ciertos rasgos esenciales de la porcion infranuclear de esras células
en diferentes estados de su ciclo de vida. Estos incluven abundancia de ribosomas libres en
las cdélulas hijas . la acumulacion infranuclear de mitocondrias en los ameloblastos

secretores ¥ la ocurrencia en estas células de cisternas dopldastricas gr lares.
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Ademds ., se ha observado una disminucion en el namero infranuclear de
mitocondrias en conexion con la conversion de ameloblustos secretores a ameloblastos de

absorcion *'.

Parcceria repetitivo tratar de dar una definicion mas de fo que se entiende por
Amelogénesis debido a la gran variedad de informacion gue se ticne al respecto , sin embargo .
de los textos expucstos anteriormente se pucde obscrvar fa relacion existente entre la
funcionalidad de ta mitocondria v ¢l desempeio normal de las células que generan al esmalte

es decir , los amcloblastos.

Es mas ilustrativo tralar de exphicar las transformaciones que ocurren en la mitocondria
a nivel ultraestructural v los efectos que tiene la tostorilucion oxidativa en ¢l proceso de
Amelogénesis , asi como ias diversas vias involucradas en la difercenciacion cclular de estos
ameloblastos debidas a las transformaciones del ATE. Con ¢l objetivo de explicar dichas vias

citaremos en forma algo extensa a Pavis 68 en los siguientes textos :

" El esmalte es tunico en los siguientes aspectos @

1. Se deriva del ectodermo

2. Su matriz orgdnica es de naturaleza no coldgena.

3. Sus cristales de hidroxiapartita son grandes en extremo.

4. En el esmalte madure no hay células ni prolongaciones celulares. Las células se pierden

durante la erupcion.”




* El desarrollo y morfogénesis del érgano del esmalte de origen ectodérmico incluye
una repetida proliferacion celular o mitosis combinada con cite, histe y morfo-
diferenciacion , asi como diferenciacion bioquimica y activacion y expresion genética

"

especificas.

Davis 08 continaa

" Es muy probable que estos acontecimientos sean programados y controlados por la
poblacidn de células ectomesenquimatosas asociadas , derivadas de las células de la cresta
neural craneal , y es mds probable que participen en ctlos la induccion embrionaria y las

75, 5 i I3

¥y 7

interacciones entre epii

* Los estudios de la sintesis de proteinas de la matriz del esmalte con Microscopia
Optica y con Microscopia Electréonica de Transmision utilizando procedimientos
autorradiogrdficos y los estudios bioquimicos de la sintesis de proreinas del esmalte , han
seiialado que estas proteinas son polipéptidos glucosilados sintetizados vy secrerados por los

ameloblastos.”

* La via intracelular caracreristica para la sintesis de proteinas incluye lo siguiente ©

1) Sintesis de polipépti de las pr ‘nas del esmalte en los ribosomas relaucionados con el

Reticulo Endopldsmico rugoso bien desarrollado ;: 2) transferencia y posterior glucosilacion
( con participacion de la glucosiltransferasa) en el aparato de Golgi ;: 3) empaquetamiento
en vesiculas secretorias ; ) fosforilacion en que participan las fosfocinasas : 5) secrecidn
Yy 6) degradacion extracelular por las peptidasas del esmalte como la esterasa de serina. El
resultado final de este proceso es la formacion de numerosos fragmentos de polipépridos de

I3

peso molecular variable.



* Se han identificado dos clases diferentes de proteinas en la matriz del esmalte :

1, ; c

enamelinas ( glicina , dcido aspdrtico , serina y dcido glutimico ) y g

( glucoproteinas hidrifilas ricas en prolina , dcido glutdmico |, leucina e histidina )".

' Se ha encontrado que las enamelinas poseen una gran afinidad por los cristales de

hidroxiapatita de calcio.”

 En la martriz orgdnica del esmalic también se encuentran glucosaminoglicanos ,
proreoglicanos y diversas clases de lipidos. Estas moléculas orgdnicas pueden despefiar un

papel en la calcificacion de lus proteinas del esmalte. ™

" Al igual que en el hueso , la dentina y ¢l cemento , el principal cristal del esmalte
es ¢l fosfato de calcio en forma de hidroxiapatita cristalina , esto es Cajo(PO4g)e(OH)2 ,

la unidad celular.”

" Las células diferenciadas por completo que producen el esmalre se conocen como

ameloblastos. Cuando son activas , éstas células son cilindricas y altas en extremo , con

citoplasma altamente polarizado , el ciclo vital de un lobl es muy ¢ plejo.

* Los preameloblastos son células epireliales cilindricas bajas que se localizan mds
cerca del asa cervical del epitelio interno del esmalte. éstas células son inmaduras y estdn en
el proceso de diferenciacion. Con frecuencia demuestran actividad mitotica , lo que indica
que aun no alcanzan su madurez Il nicleo de un ameloblasto tipico es alargado y de
localizacion central. Con el Microscopio Electronico , los organelos citopldsmicos presentan
un desarrollo insuficiente , en especial el Apararo de Golgi y el Reticulo Endopldsmico
rugoso . Existen numerosos ribosomas libres . las miitocondrias , en ndamero moderado ,
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estdn dispuestas por toda la célula. También se encuentran filamentos citoplasmicos. las

d s v algunas wuniones comunicantes. El

célul ady. estdn idas por

iones citopld icas, que se extienden del

preamaloblasto muestra numerosas prolong
citoplasmia distal ( que esta orienrado hacia la papila dental ) hacia adentro y a través de la

matriz intracelular subyacernte , estas exrensiones citoplismicas podrian desempeiar un

papel en las inferacciones entre epitelio y mesénquinig "

v Los ameloblasios secretores son célulus epiteliales cilindricas altas en extremao ,
con una gran polarizcucion del citoplasma. Se originan por la actividad mitética de un solo
preameloblasto. El ameloblasto secretor es wnu célula diferenciada por completo , 1o gque
significa que a llegado a ser tan especializada , que es incapaz de efectuar mos mitosis . Por

ello durante la Ameclogénesis , debe haber wuna fuente consrante de ameloblastos . ésta

Juente es la poblacién de pre fo bl s, .1 tida que se diferencian los ameloblastos ,

bajo el control del ecromesénquima . tienen lugar varios cambios importantes en el

tas modificaciones incluyen lo

ciroplasme de los futuros ameloblastos secretores. Fy
siguiente : 1) El niicleo se desplaza de su localizacion central a ta cara proximal de la célula

en diferenciacion ; 2) FE! Reticulo Endopldsniico rugoso presenta wun desarrollo extenso

en el citoplasma apical ; 3) El Complejo de Golgi . antes poco desarrollado . se hipertrofia

en el citoplasma supranuclear , lo que ocasiono la formacion de mualtiples Complejos

de Golgi ; 4) La poblacion antes moderada y dispersa de nmiitocondrias se acunuila en el

citoplasma infranuclear ; 5) numerosas vesiculas ( grinulos de secrecion limitadas

stal |, es decir . el citoplasma mds cercano a la

por membrana aparecen ern el citoplasma di
papila dental . y en apariencia brotan de los diversos siculos del Aparato de Golgi ;

ibulos v filame s . organelos que son

6) El citroplasma contiene 0SOs  micre
importantes para el desplazamiento del nicleo . of Complejo de Golgi . por el citoplasma

que tiene lugar durante (a diferenciacion ; 7) Los microfilamentos se redinen proximal v
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distalmente para formar las terminales ; 8) Aumenta el nimero de contactos intercélulares ,

de manera especifica d ] y C icantes , éstas

indican

de las comunicaciones intercelulares entre ameloblastos secretores adyacentes , v, 9) Por
dltimo , aparece la caracteristica sobresaliente de un ameloblasto secretor , esto es . la
Jormacion de la Prolongacion de Tomes , de localizacién distal en el polo secretor de la

ta subsiguiente

célula. A medida que los prea fohl. experi miirosis

diferenciacion , los ameloblastos secretores resultantes adoptan en su estructura fina las
caracteristicas de una tipica célula sintetizadora y secretora de proteinas . Por ello, el
ameloblasto secretor se caracteriza por la presencia de un Reticulo Endopldsmico rugoso
bien desarrollado , un extenso Aparato de Golgi y numerosos granulos de secrecion

nitados por membrana. Las proteinas que estdn siendo sintetizadas y secretadas por esta

célula son las proteinas del esmalte . caracteristicas de la matriz del mismo ( en amelina y

amelogenina ) . asi como algunas de las otras moléculas orginicas mencionadas antes.”

" Ademds de los cambios estructurales ocasionados por la diferenciacion terminal de
los ameloblastos , los ameloblastos secretores tambidn muesrran signos de diferenciacion
bioquirnica. De esta manera , las enzimas del ciclo del dcido citrico aparecen por primera

este momento ., se muestran también

s

vezr al mismo tiempo que las de la glucdlos
ATPasas y fosfatasas especificas. En general , la actividad metabdlica de los ameloblastos

secretorios se eleva por encima de la de los ameloblasios. "

” Cuando se completa el esmalte de la corona . los ameblastos secretores
experimentan cierto tipo de diferenciacion para transformarse en ameloblastos de

maduracién .



El ameloblasto ya no es una célula secretora , sino mds bien una célula absorbente o

resorbente . La Prolongacion de Tomes d

saparece y es ituida por microvellosidades .
En el comportarmiento citoplismico distal supranuclear hay predominio de lisosomas
vacuolas y mitocondrias. Las células ya no son sintetizadoras v secretoras de las proteinas
del esmalte. En ve: de eso ., producen hidrolasas lisosémicas , que digieren el exceso de
matriz orgdnica del exmalre para crear el espacio necesario para la cristalizacion adicional
de la hidroxiapatita. De ésta manera . al crearse el espacio por eliminacion de protefnas y
agua , se puede agregar fosfato de calcio adicional a la hidroxiapatita existente para formar

sus grandes cristales , tan caracteristicos del esmalte .

El ameloblasto de maduracion funciona en la absorcion y capracion de la matriz

orgdnica digerida y el agua que le acompaia.*’

* Para resurmir . en la via intracelular para la formacion y transporte de proteinas de
la matriz orgdinica del esmalte participan : 1) El Reticulo Endopldsmico rugoso . 2) El
Aparato de Golgi . 3) los lisosomas , y 9) los grinulos de secrecion. En el Reticulo
Endopldsmico rugoso se sintetizan los polipéptidos de las proteinas del esmualte
probablemente en sus formas precursoras . esto es proenamelina. Estas formas precursoras
se transportan al Aparato de Golgi | donde ocurren modificaciones espectficas de los
péptidos : glucosilacion . sulfatacion y fosforilacion . Los productos finales son empacados
en grdanulos de secrecion donde pueden tener lugar algunas modificaciones adicionales , la
mayor parte de éstos granulos actiia como un sistema para el transporte de los productos de
secrecion hacia el frente de la marrizc mediante microtabulos . microfilamentos e iones
calcio. Asi . los ameloblustos diferenciados poseen toda la maquinaria citoplasmdtica
necesaria para sintefizar | transportar y secretar proteinas , pero no llevan g cabo ninguna

de estas actividades hasta que son activados de manera adecuada.”
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De esta magnifica exposicion de Davis 08 | podemos inferir que la Amelogénesis ¢s un
proceso con una organizacion logica bien especificada tanto a nivel wltracstructural como
histologico |, sin embargo v refiricndonos al alumo parrafo aqui citado , debemos preguntarnos
i cudles son los mecanismos de activacion gque generan la fuerza impulsora para ¢l inicio de la

Amelogénesis ? y ( cual es ( siocs que existe ) ¢! papel gue ticnen las mitocondrias en ia
tH Y & ¥

generacion de csta fuers

1 impulsora 7. Para esto | debemos apoyarnos en la Termodinamica y
las leyes que rigen a la misma | especificamente en a Energia Libre de Gibbs, Podemos iniciar
nuestra discusion a partir del conocimicnto de tas biomoléculas fundamentales que componen

a los preamceloblastos , ameloblastos sceretores v ameloblastos de maduracion.

4.5. Biomoléculas Fundamentales de la Amcelogénesis,

Las biomoléculas fundamentales que participan en la Amelogeénesis | muestran un

rasgo comuin , la accion de NAD y NAIDDH on alpan momento de la Amelogénesis .

que esto
ocurra , ¢s sin duda concluyente de la participacion ( directa o indirectamente )} de los procesos
que se desarrollan en la mitocondria , con lo cual se logra ¢l enlace entre la energia liberada

por las mismas medianie ¢l ATP y la Amelc

‘nesis . motivo central de la presente tests. Mas
especificamente | todas las moldéeculas que participan en la Amelogénesis necesitan de aporte de
energia para la sintesis del esmalte | esta energia | sin duda |, la suministran las mitocondrias
mediante la fosforilacion oxidativa v un aporte anormal de esta energia hacia los precursores
del esmalte o a las biomoléculas de las cuales se generan los mismos |, provocara un desarrollo

inadecuado del esmalie
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5.0. PEANTEAMIE

TO DEL PROBLEMA .

Dentro del ambito social | se ha obscervado un incremento en ¢l namero de mujeres con
ingesta alcoholica | debido principalmente a la influencia del medio ambiente . Esta influencia

se refleja en problemas de salud que repercuten en fa de

cendencia de estas mujeres cuando la

ingesta de alcohol se ho vuchto cranicn Vo aguda con las consecuente

maltormacioncs del
producto | las cuales pucden ser desde deficiencas del erecimiento y desarrollo | retraso

mental hasta la muerte del mismo

Madicamente | se han propucesto diversos tratumientos para disminuir o evitar la ingesta

de alcohol | sin resultados positivos en 1o mavornia de los casos  Por otro lado | se ha visto que
1

esta enfermedad surge por problemas sociopsicologicos Existen grupos Jdedicados a dar
terapia contra el alcoholismo | pero estos no seran cefectivos mientras ¢l paciente no dese¢
controlarse ( Asi |, ¢l alcohohismo s¢ csta estudiando tanto a nivei cientitico como a nivel

social . Como no se han visto buenos resultados | se han esiado haciendo estudios en las areas

en donde se cree que esta ¢! problema | dando pauta para estudios mas profundos como son a

un nivel cientifico) .

Desde el punto de vista cientitico | los estudios de los probables efectos del alcohol en

la Odontogéncsts estan poco estudiados . sicndo de las estudios mas importantes en México .

tos desarrollados por el Dr. J.C. Hernandez 19

Desde ¢l punto de vista cientifico , o cual es el principal interés de ¢ste trabajo | el

problema puede plantearse tomando ¢n cuenta los siguicntes parametros @ Odontogencs



Amelogénesis y efcctos ultracstructurales de etanol en mitocondrias y sus repercusiones sobre

los cambios de energia libre | los cuales provocarian alteraciones tanto en la matriz organica

como en la inorganica del esmalte .

LEntonces se plantea ¢l problema de acuerdo al siguiente esquema :

1. Investigacion ultraestructural de amcloblastos
2. Investigacion ultracstructural de membranas citoplasmaticas y de los organelos celulares
. Estudios por Microscopia Llectronica de Transmision .

Caracterizacion de los efectos de ctanol en natocondrias

[V SN

adistica de los datos obtenidos

Organizacion
6. Correlacion de los datos obtenidos con ¢l Sindrome del Feto Alcoholizado .
7. Establecimicuto de posibles soluciones det problema y perspectivas de investigacion

relacionadas a la Odontologia .
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6.0. JUSTIFICACION DEL E!

unlio.

SAF ha sido estudiado  desde diferentes puntos de vista | sin embargo |, existen pocos
estudios acerca de las técnicas de Microscopia FHlectronica en México aplicadas a la

Odontologia .

Desde el punto de vista cientifico y tecnolOgico |, este estudio enfoca el problema de la
Amelogénesis a niveles ultraestructurales en fa célula y su correlacion con las encrgias libres
desarroliadas ¢n la misma , especificamente en mitocondria , por lo cual , este trabajo os

genérico v podria ser ¢l inicio de estudios mas profundos dentro de las Ciencias Odontolagicas
Desde ¢l punto de vista social ¢! estudio abarca una  problematica a nivel nacional
cuya concientizacion aun no esta totalmente desarroliada por parte de la comunidad debido a

diferentes factores

Asi , se hace ncecesario un estudio de SAF con el fin de adentrarse a los posibles

mecanismos del mismo y aplicario en ¢l ambito profesional ¢n nucstro pais.
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7.0. HIPOTESIS,

Las lesiones obscrvadas  por Microscopia  Electronica de  Transmision en  las

s de ratones alcoholizados y sus efectos

mitocondrias de los amceloblastos provenicntes de cr
sobre el desarrollo del esimalte durante {a Amelogénesis | podrian estar relacionadas con
sobre  las

cambios d¢ cnergia libre debidos a los mecanismos metabélicos del  ctanol

biomoléculas primordiales precursoras de los ameloblastos.



8.0. OBJETIVO GENERAL .
Estudiar la Odontogénesis en crias de raton CD-1 ( 24 horas después de nacidos) ,

cuyas madres fucron expuestas  a un incremento gradual de ingesta de alcohol hasta una

concentracion constante de 20%46 | antes y durante tado el periodo de gestacion .

8.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Caracterizar por Microscopia Electronica de Transmision ( MET ) las ultraestructuras
celulares en la QOdontogénesis y comparar las alteraciones estructurales durante la
Amelogénesis entre ratones experimentales y ratones control debidas al metabolismo del

alcohol.
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9.0. MATERIALES Y METODOS.

9.1. MATERIALES.

9.1.1. Especimenes. Ratones hembras virgenes control ¥ ratones hembras virgenes con ingesta

alcoholica { origen. Centro de Animales de fa Universidad de Tokio | Japon )

9.1.2. Material de Vidrio. Frascos de S ml | pipetas Pasteur | agitadores con gendarme ,
matraces de bola . matraces brlenmeyver | matraces aforados |, cajas de Pétri |, cuchillas de

vidrio , tubos de ensayo de diversos yvolumenes | tubos capilares |

sos de precipitado de
diferentes graduaciones | portaobjetos v cubreobjetos |, probetas graduadas | embudos de cucello

largo y cuello corto | pipetas graduadas | frascos ambar con tapon esmerilado |, vidrios de reloj ,

9.1.3. Material Diverso. algodon | gasas esieriles | escobillones , navajas | pinceles | parafilm

capsulas magnéticas . moldes para resina epoXica , envases de plasticos para deshechos

bisturi y navajas para bisturi | bata | lentes | papel fltro , papel pt | bulbos de goma |, perilias
guantes . cubrebocas | pinzas de diversos calibres | tijeras curvas y rectas | mecheros Bunsen |
maskin-tape , marcadores indelebles | rejillas | pisetas, capsulas been |, gradilla de madera y de
plastico , jabon liquido | papel estraza | capsulas de porcelana |, papel aluminio , bolsas de

plastico y de papel | franclas | fibras | portarenlias |, material para fotografia.

9.1.4. Reactivos ¥ Substancins. Agua desionizada | alcohol etilico | paraformaldchido . sulfato
de magnesio hexahidratado | acido fostolungtico , tetraborato disodico , fosfato de sodio

monobasico , fucsina ., sulfato de zinc | fosfato de sodio dibasico , cloroformo . ctanol

absoluto.oxido de propileno . hidroxido de sodio . metanol | hematoxihina de Harris
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cicloheptano |, formaldehido | acido clorhidrico |, accetona | sulfato de amonio , cacodilato de
sodio , resina epoxica |, azul de toluidina | collodion | nitrato de plomo | tetroxido de osmio,
oxido de zinc , xileno | fosfato de sodio monobasico . acido citnco monohidratado |, fosfato
acido de sodio dodecahidratado | oxalato de amonio | acctato de uranilo | balsamo de Canada

acido acético | glutaraldehido | reactivos para fotografia

9.1.5. Equipo. NMicroscopio Ylcctronico de Transmision ( JEM 100 XC JEOL)

ultramicrotoma ( MT 6000-X1. ) | campana coxtractora de gases . cenfriador . estufa |

evaporadora , Microscopio Optico y estercoscopico { WILID M3/ Leica )

9.2. METODO.

A partir de los especimenes de ratones hembras | se obtuvicron las crias de experimentacion.
Los ratones hembras estuvieron sujetos a las sipuientes condiciones experimentales @ la
temperatura y humeda  se controlaron en forma estricta v curdadosa manteniendo elementos
calentadores en ¢l habitat de estos especimenes v midiendo la temperatura con termometros de
mercurio , los calentadores estuvicron controlados mediante termostatos. Por otro lado | otro
parametro cuidadosamente controlado fueron fos ciclos de huz 7 oscuridad. Dichos ciclos
fucron controlados en estudios antertores a ¢ste. La dieta de los ratones hembra estuvo en base
a F-2 Funabashi Forms , Chiba | Japan ) v agua. Se scleccionaron ratones de 8 semanas de
nacidos cuyo peso fluctua entre 21 v 23 pramos. Se prepararon soluciones de alcohol en agua
potable para ¢l grupo experimental A los patrones de alcohol -agua iniciales | sc les fue
incrementando la concentracion de alcohol en las proporciones siguientes @ 1% | 5% , 10%

15% ., comenzando desde el dia cero hasta ¢l dia 12,
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A partir del dia 13 y hasta ¢l inal del experimento | se mantuvieron con una constante
de 22% y la dicta mencionada. Bl grupo control se alhimento con la misma dicta , pero en este
caso . ¢l agua estuba libre de alcohol. Para todos los grupos | ¢l ligmdo se suministro en

recipientes de plastico de 150 ml con un extremo delgado vy hueco para disminwir la

evaporacion del ctanol. Lintre Jas scmanas 14 v 16 de cedad | se mezelaron ratones machos con

ratones hembras en un lapso de ticmpo de 1.5 horas entre las 2230 y Jas 00 00 horas La

prescncia de obturacion vaginal ocurrio despucs de 12 horas de ocurnir la gestacion A partic

del 7 5 dia de gestacion | las hembras prefindas se pesaron a diario y a partie del dia 12,5 se
tormaron mucestras de sangre de la cavidad retro-orbital v se colectaron en tubos capilares. Los

niveles de alcohol en sangre se determinaron por ¢! método de cromatogralia Jde gas liguido

Despuds de 244 horas  de nacidas | las crias fucron sacrificadas. Se examinaron los especimenes

sicas. Se

sacnficados bajo el microscopio estercoscopico para poder observar anornmalidades 1
extrajeron las mandibulas de las crias . ( tanto las de control como las expernnentales ) . La
mitad fucron fijadas con Karnovsky + amortiguador de cacodilatos 2l O 17 M [ v ta otra mitad

fucron fijad. dor de cacoditato al 0.17 M. Una

s con glutaraldchido al 2.5%6 ¢n amorty
postiijacion con tetroxido de osmio al 1%6 en peso a un pli entre 6.9 v 7.5, Deshidratacion en
alcoholes graduales. Preinclusiéon con oxido de propileno v resina epoxica. Inclusion en resina
epoxi. Una vez terminados los bfoques se procedio a hacer microtomia. Obtermidos los cortes

histologicos para Microscopia de luz y cortes finos para Microscopia  Flectronica de

Transmision ( MIZT). Los cortes tinos fuceron contrastados con el fin de asegurar nitidez en las

imagenes. Una vez seleccionadas las arcas de estudio |, se imprimicron placas fotograficas , se

revelaron e imprimicron en papel con ¢l fin de analizarlas



10.0. RESUL'TADOS.

Los resultados sobresalicntes de este estudio se muestran en las siguicntes tablas |
graficas morfométricas y estadisticas , asi como las correspondientes eccuaciones de regresion

lineal que representan el comportamiento de los parimetros investipados
10.1. Ultraestructura de Amelablastos para un Grupo Control y Grupo Experimental

La tabla } muestra las arcas de mitocondrias de ameloblastos de crias de ratdn para un
grupo control. l.as crias fueron estudiadas después de 24 horas de nacidas, La tabla 1l muestra

el efecto de ctanol sobre crias de ratones cuvas madres fueron sometidas a ingesta de alcohol
antes y durante todo ¢l periodo de gestacion PPor su parte |, la tabla 111 muestra el efecto de
etanol sobre arcas de mitocondna de amcloblastos , organizadas por intervalos sc tamano. Las
microfotografias |

v 2 sc obtuviecron de crias de ratones control mientras que  las

icrofotografias 3 y 4 s obtuvieron de crias de ratones con ingesta alcohalica. Debe notarse 1a

destruccion de las mitocondrias en las crias de madres alcoholizadas. La griafica de la figura S

es una campana de Gauss que represenia la distribucion de tamanos de mitocondrias durante la
Amelogeénesis y la figura 6 ¢s una grafica correlacionando ¢l porcentayye de dano contra area
inicial para mitocondrias afectadas por clanol. Por altimo , la figura 7 muestra la campana de
Gauss para las mitocondrias dafadas cuando sc consideran para intervalos de tamano. Debe

hacerse notar en esta ultima campana que ¢l dafio por ctanol a mitocondrias sigue también una
distribucion normal.
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TABLA 1. ARFAS DE MITOCONDRIAS DE AMELOBLASTOS.

( Sin exposicion a ctanol. Grupo Control. )

MITOCONDRIA. | AREA. (micras? ) | MITOCONDRIA. AREA. ( micras?
)
1 0.1487 1o 0.1263
2 0.2231 17 0.1115
3 Q..1673 18 0.2231
4 0.223] 19 0.2231
3 02119 20 0.2231
o 01115 21 0.1115
7 01115 22 0.1115
8 0.1187 23 0.1487
9 0.1673 24 0.1487
10 0.1427 25 0.1487
1l 0.2231 26 0.1487
i2 0.2081 27 0.1933
13 0.2030 28 0.2231
14 0.1487 29 0.1487
15 01115 30 0.1487




TABLA II . EFECTO DE ETANOL SOBRE AREAS DE MITOCONDRIAS DE

AMELOBLASTOS

( Porcentaje de dadio vs area inicial ) o

MITOCONDRIA AREA INICIAL 2o I DHARO MITOUCONDRIA AREA INICIAL e DE DANO
(MICRAS ?) (MICRAS 2y

1 1,1672 2.19 16 0,9293 3.29
2 1.2267 8.68 17 0.8179 5.00
3 1.3013 6.82 18 0.8690 4.70
4 1,0411 6.24 19 10411 6.80
5 0,9993 15.90 20 0.7435 2,38
[ 1,0595 8.90 21 1.0224 7.52
7 0,7527 0.00 22 0.5949 0.00
8 1.2267 5.30 23 1,4871 2,30
9 1,3013 3.80 24 2.2166 8,80
10 0.,6134 5.78 25 0.7158 5.70
11 0.8365 1.1 20 0.8179 1.44
12 0,9293 8.27 27 0.7527

13 0,5855 0.00 28 0.6320

14 0.9202 7.06 29 0.9293

15 1,1152 5.20 30 0.8180




TABLA IIl . EFECTO DE ETANOL SOBRE AREA DE MITOCONDRIAS DE
AMELOBLASTOS ( Organizadas por intervalos de tamaio ) .

INTERVALO ( micras?) PORCENTAJE DE DARO
[0.50-0.751 1.85 %
{0.75-1.00) 4.10 %
{1.00-1.25]) 6.95 %
11.25-1.50] 430 %%
11.50-1.75) 2.10 %
[1.75-2.00] 0.00 %
[2.00-2.25] 7.85 %
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Figura 1. Micrografia de Microscopio Eleetronico de Transmision ( TEM ) que muestra
1a ultraestructura de ameloblastos de raton C1D - 1 control , durante la Amelogénesis a las

24 horas de nacido ¢l espécimen. 8¢ muestean as mitocondr sin ualteracion. Los

cambios de energia libre on éstas son normales por lo cual las mitocondrias no estin

destruidas. ( x 7000)
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Figura 2. DMicrog de DMlicroscopio EFlectronico de Transmision ( 'TEM ) que

muestrauna amplifi n de las mitocond

s formando parte de la ultraestructura de

amcloblastos de ratin CD-1 control. {( x 10000 )
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Figura X, Micrografia de NMicroscopio Electronico de 'V

wsmision ( TINM ) que muestra
1a ultraestructura de smeloblastos de raton D - 1 experimental | alteradas por ctanol. Se

pucden observar miltiples mitocondrias lesionadas ( x 7000)



Figura 4. Microfotografia de Microscopio Flecironico de Transmision { TEM ) que
muestra otra zona de b ultracstructura de amclobiastos de raton CD - 1, alteradas por

ctanol.
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Figura S.- Griafica que representa la distribucién de tamaiios de mitocondrias durante Ia
Amelogénesis. La gran cantidad de mitocondrias que se observan en las micrografias 1y

2 ¥y esta campana gencrada por fa tabla I son evidencia de la constancia de tamafo

debido a un funcionamicnto normal de los ameloblastos.
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Figura 6.- Grifica que relaciona ¢l porciento de daiio vs. el drea inicial para mitocondrias

afectadas por etanol.
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Figura 7.- Campana de Gauss para las mitocondrias daiiadas por etanol cuando se

consideran por intervalos de tamaios.
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11.0. ANALISIS ESTADISTICO DE RESULTADOS,

Las tablas y graficas anteriores sirven para estandarizar ¢! comportamicnto de las
mitocondrias con respecto al dafio provocado por etanol , como funcién de las areas iniciales
de las mismas. Un analisis de regresion lincal para todo el conjunto de mediciones proporciona

los siguientes resultados -

2% D=00136 + 4.5517 A
con los siguientes parametros estadisticos

Dafio Promedio = 4.7871 H
Desviacion Estandard = 2. 4057

Intervalo de Confianza | 2.3814 ,7.1928 ]

Por otro lado, ¢l analisis de los datos en la muestra total indican que existe una
dispersion en ¢l tamaidio de las mitocondrias , sin embargo , un analisis mas cuidadoso da como
resultado diferentes intervalos de tamaifio en mitocondrias y un porcentaje de areas dapadas
que estd en funcion del mismo. Lo anterior sugiere un comportamicnto sclectivo de las
mitocondrias respecto a su interaccion con ctanol , si esto es cierto , ¢l siguiente analisis

estadistico es valido .

5a



La curva normal de la figura 7 genera las siguicntes ecuaciones lineales por regresion

con minimos cuadrados

[0.50,0.75] QD = -~0.08R8+ 2. 7472 A) ( Ecuaciéon 1)
[0.75,1.00] %IDd = -0 066 + 3 6158 Al ( Ecuacion 2)
{1.00.1.25] 2ol -0.059+ 6. 2977 Al ( Ecuacion 3 )
[1.25,1.50] 2D = 1240+ 0.2196 Al ( Ecuacidén 4 )
Ademas , para los intervalos

[1.50,175] el %D = 21

{1.71 ,2.00] No hubo mitocondrias

{2.00,225]}) el %D = 785

Todos estos datos sugiercn que existe una tendencia a la interaceién con etanol mayor
en las mitocondrias que estan en proceso de desarrolio y crecimiento, disminuyendo la misma
conforme la mitocondria madura y aumentando ¢n forma abrupta e¢n mitocondrias qQue estan a
punto de iniciar el proceso de biparticion. Este aumento abrupto en el momento de la
biparticion podria deberse al  adelgazamicnto de las membranas lipoprotéicas ., que
permeabilizan ¢l interior de las mitocondrias. Se sabe que las membranas mitocondriales son
impermeables al paso de diferentes sustancias . es decir , absorben substratos en forma

selectiva cuando funcionan en forma normatl y hibres de agentes patdégenos o agresivaos.
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12.0. ANALISIS FENOMENOLOGICO DE RESULTADOS

Sicndo 1a Amclogénesis un proceso ue depende de la diferenciacion celular | a su vez |
relacionada con secreciones cuya génesis esta en ¢l Reticulo lindoplasmico rugoso y Aparato
de Golgi , podemos concctar la misma a la actividad biologica de tas mitocondrias y Ia energia
proporcionada por las mismas a los organclos antes mencionados. Asi | si observamos los datos
de 1a tabla 1 y los corrclacionamos con las nucrofotagrafias de las figuras 1 v 2 y con la grafica
de la figura 5, podemos inferir que la gran cantidad de mitocondrias que s¢ observan son una
evidencia de la constancia de tamafio de las masmas | la cual ¢s debida a un funcionamiento
normal de los amecloblastos. Siendo la encrgia hibre proporcionada por las mitocondrias a los

organelos secretores la correcta |, la Amelogénests en este caso se desarrollara de acucerdo a las

reacciones bioquimicas de las biomoléculas primordiales. En este caso , ¢s de esperarse un
desarvolle normal del esmalte dental de las crias. Ahora bien . si comparamos las
microfotografias de las figuras 1 vy 2 con las de las figuras 3 v 4 podremos observar que las
mitocondrias han sido lesionadas en cuanto a su tamano y area se reficre. Esto induce a pensar
cn cambios anormales de Energia Libre de Gibbs que serian provocados por un flujo cléctrico
mayor al normal.

Si esto ocurre |, ¢l transporte de energia inducido por la formacidn de ATP varia
afectando , asi los organclos de la secrecion de ameloblastos duranie la diferenciacion celular
tendrian una sobrecarga cnergética. L.os efectos de esta sobrecarga energética se reflejan a su
vez en los resultados plasmados en las figuras 6 y 7. Dichas figuras mucstran un gran
descontrol en el desarrollo normal de las mitocondrias. Asi . las biomoléculas primordiales
responsables del buen funcionamiento de las mitocondrias se veran afectados y con esto
resultaria una Ameclogénesis impropia Ahora bien | los datos de la figura 7 y la tabla 3

muestran que la sobrecarga energética alecta en mayores proporciones a las mitocondrias en



proceso de desarrolio y a las envejecidas puces ¢ porcentaje de dafio en ambos casos ¢s mucho

mayor que para las mitocondrias maduras.

Asi | podemos inferir que el dafio en las mitocondnas seria debido a la sobrecarga
energética que ticne su origen en los efectos de etanol o sus metabolitos en la formacion de
ATP. Si las mitocondrias no aportan la encrgia adecuada para ¢l proceso de Amelogénesis , el

esmalie dental tendra un desarrollo anormal.
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13.0. DISCUSION .

La ultraestructura de amclioblastos durante la formacion de la matriz y la maduracion
del esmalte han sido estudiadas por diferentes investigadores 83 - 85 Jlepandose a la conclusién
que fa formacion dei esmalte dental ocurre en dos etapas principales formacion de la matriz

del esmalte y maduracion del mismao

Por otro lado , los componentes caracteristicos ultraestructurates de los ameloblastos
han sido estudiados con técnicas de Microscopia Blectromcea . estableciéndose la siguiente
hipotesis a partir de los estudios de varios autores “ las observaciones hechas en dientes de
roedores son aplicables a Organos dentanos humanos ” 86 Agi | Reith 37 estudiando los estados
iniciales de la Amelogénesis en dientes de ratones jovenes encucntra gque ¢ Proceso de Tomes
se desarrolla rapidamente despudés de iniciar la Amclogénesis. Kallenbach 88 investiga la
estructura de tos ameloblastos durante ¢l segundo periodo de ta Amelogénesis | os decir
durante la madurscion del esmalte. 13 propone un diagrama de los amecloblastos para los
incisivos de ratones en ¢l estado de postsecrecion basandose en estudios por Microscopia de
luz. , en ¢éste diagrama podemos observar oen ¢l interior del ameloblasto dos grupos de
mitacondrias : mitocondrias basales ( sc encuentran principalmente por debajo del nivel de las
barras terminales del ameloblasto ) y mitocondiias apicales (- se encuentran justo abajo de la
terminal apical cercana a Tos extremos estriados ). Por su parte . Jessen 39 estudia la morfologia

ivos ¢n ratas , encontrando inclusiones

vy distribucion de mitocondrias en amcloblastos de inci
helicoidales en las mitocondrias de los ameloblastos | en estados especificos de la
Ameclogénesis por gjemplo | en el cstado de formacion de la matriz | detecta mitocondrias
clongadas agregadas en grupos ¢n el extremo proximal de fos ameloblasios. Mientras que en el
extremo distal de los mismos encuentra otro grupo de mitocondrias clongadas que el asocia a
la membrana distal del citoplasma . Jessen concluye que mas alla de la capacidad de las
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mitocondrias para producir energia a través de la fosforilacion oxidativa , las mitocondrias

podrian tener la capacidad de sintetizar proteinas.

Por otro lado . Garant y Nalbandian Y0 estudiando la ultraestructura de amelaoblastos y
la funcion que ¢l Aparato de Golg tiene en la Amelogénesis sugicere que el mismo es un sitio

donde se¢ producen proc

o digestivos intracelulares |, asi como ol lugar acumulacion de

productos secretorios. Ellos encucntran que ocurren secreciones de granulos durante el Proceso

de Tomes en los amcloblastos concentrando su atencion en la poblacion de mitocondrias , clios
observan una distribucion uniforme a través del citoplasma ¢ interpretan la misma como

debida a la sansfaccion de uno de los

xiomas biogquimicos conocido comao Principio
Fundamental de Feconomia Celular | es decir , dentro de los ameloblastos las mitocondrnias se
reproduciran umca y exclusivamente on la medida que fa Amelogénesis requicra de la energia

de la misma

Matthiesen 91 ha encontrado que la forma de secrecion de los ameloblastos humanos
tiene mucho en coman con ia de gatos y ratas , en donde 10s grinulos de secrecion se forman
en ¢l Complgjo de Golgi y se mueven mediante ¢l Proceso de Tomes a través de 1a membrana

de citoplasma .

De todo esto se observa que de los animales experimentales |, los ratones son los mas

ampliamente utilizados para estudiar la formacion de wejidos dentales | tanto bajo condiciones
nonmales como bajo condiciones patoldgicas. Sin embargo | también se observa que 1a mayoria
de estudios cstructurales durante la década de los 60's sc cnfocd en las bases iniciales de la

formacion del esmalte y en particular en la fase de produccion de la matriz o secretoria
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Los estudios de la zona de maduraciéon comenzaron en la década de los 70's mediante
un estudio de fijacion del organo de esmalte en incisivos de ratas 92 encontrandose dos tipos
diferentes de ameloblastos designados ameloblastos de extremos ondulado y ameloblastos de
extremo liso. Por su parte . Kallenbach 93 estudiando los cfectos de tetraciclinas en ol organo
de esmalte de incisivos en ratas | encuentra lesiones en la zona de secrecidon que se manifiesta
como ameloblastos distorsionados y lo atribuye 2 una hipermineralizacion 'sto a su vez se

manificsta como pigmentacion oscura en los dientes primarnos

Moe y Mikkelsen 9% ostudian los efectos de diferentes agentes quinicos sobre los
ameloblastios sceretorios y lo relacionan con la polaridad de los mismos ; encontrando cambios
substanciales ¢n la mayoria de los organelos en especial las mitocondnas , las cuales se
encontraron muy cerca de la base de la cé¢lula |, pero con ¢l nacleo dispuesto en direccion distat
cuando normalmente dste se situa en et centro de la célula | encontraron también que entre la
mitocondria y el nuclco aparecio un area citoplasmatica y ta parte distal del Proceso de Tomes

habia perdido su matenal granular

Los cstudios por un lado de Mikkelsen y Matthiessen 95 por cl otro acerca de los dafios
provocados por agentes cxternos en los ameloblastos de diferentes especies de roedores y en
humanos condujeron a nvestigar mas especificamente los organelos que existen en el

citoplasma de fos ameloblastos

Asi la ultraestructura de ameloblastos y sus precursores ( preameloblastos) ha quedado
descrita por los diversos autores mencionados. Continuando con los procesos teratogénicos
inducidos por los agentes quimicos durante la Amelogénesis , Chen v Eisenman 96 estudian el

efecto det flaor sobre 1a ocurrencia del material granular entre ¢l frente de mineralizacion y
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los ameloblastos secretores sin encontrar relacion en la formacion de éste material y la

preservacion ultraestructural de la célula.

A pesar de la cantidad de estudios de agentes quimicos sobre ameloblastos y de los
resultados obtenidos hasia mcediados de 1a década de los 80's 1os cuales muestran lesiones en
los organclos de los ametoblastos , cs claro que estos estudios son especificos de ciertos tipos
de drogas cuyos ctectos no son de frecuencia normal. Los investigadores enfocaron su atencion
hacia el efecto provocado por ctanol en la QOdontogénesis. Matthiessen en sus estudios
precursores 27-99 encuentra que las cantidades de ctanol consumidas por los mini-pigs
prefdados son comparables con el consumo moderado de humanos bebedores. Bl describe
cambios ultracstructurales especificamente en ¢l tamado vy forma de las mitocondrias de los
ameloblastos de los fetos de ¢stos mini-pigs encontrando que éste efecto es independiente en
apariencia , de la cantidad de ctanol administrada a las madres v propone que sus efectos
tienen influencia sobre la funcion secretora de los ameloblastos . y por tanto , sobre la
formacion de esmalte. Concluye la dificultad para encontrar una conexion entre la aparicion de

mitocondrias anormales y estos efectos.

A partir de estos estudios , se han iniciado diversas investigaciones acerca de los
efectos de ctanol sobre la estructura de ameloblastos en fetos tanto de ratones como de otras
especies , encontrandose diversos tipos de lesiones en los organclos de los mismos 100-111 Sinp
embargo, poco sc ha dicho acerca de la actividad de las mitocondrias y la generacion de

encrgia en forma de ATP dc las mismas.

Matthiessen estudia la ocurrencia de mitocondria anormales en el citoplasma de
hepatocitos en fetos de mini-pigs con ingesta alcoholica cronica , encontrando cambios
ultraestructurales de gran similitud respecto a la de los humanos alcoholicos ¢n cuanto al dafio
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mitocondrial se refiere.

tudios mas recwentes 112:3114 gupieren efectos dafinos debidos a la

ingesta de etanol en el metabolismo de las mitocondrias ( tanto en su estructura como en su

funcion ) proponiéndose alteraciones en la composiciéon de las proteinas y los lipidos debidas

a etanol , asi como cambios en las actividades bioquimicas de los organclos.

Los resultados encontrados en ¢l presente estudio sugieren que los efectos de etanol
sobre los organcios de jos ameloblastos ocurren debido a alteraciones en ¢l ransponte

energético ¢l cual surge de la fostorilacion oxidativi

, generada en 1a mitocondria. IZste nucvo
enfoque se basa en los cambios de polandad celular que podrian ocurrir debido a una
sobrecarga cnergdética

, con la consccuente alteracidn en la entropia celular. Siendo los

amelablastos sistemas isotérmicos , ¢l cambio en energia Libre encontrado en ¢l presente
estudio y que es debido a las reacciones exogémicas provocadas por etanol y sus metabolitos |
scria la fuerza impulsora para la destruccion de las mitocondrias  Asi se veria afectada ta
fosforilacion oxidativa debido a probables rupturas de la cadena lateral de los aminoacidos ,
sillares de las lipoproteinas |, macromoldéculas constituyentes de la membrana mitocondrial. Si
csto es cierto , cl flujo electronico a través de dichas membranas quedara desequilibrado | éste
desequilibrio afectara la funcionalidad de los organclos que requieren de la energia
proporcionada por la mitocondria para sus funciones bioquimicas

Los resultados obtenidos de los diferentes investigadores acerca del dafio mitocondrial
por ctanol no contemplan dichos cambios de energia libre | por esta razén se deben enfocar

desde un punto de vista nuevo . la formacion anormal del esmalte durante la Amelogénesis .

Esta clase de estudios especificos involucran niveles bioquimicos e investigaciones del

tipo propuesto por Rassow y colaboradores !5,



14.0. CONCLUSIONES .
1. Ingesta de ctanol durante el embarazo en ratones CID -1 puede provocar un desequilibrio
energético en los procesos de flujo clectronico a través de fas membranas mitocondrniales |, la

cual provoca a su vez la destruccion de fas mismas |

2. El descquilibrio encrgético en ¢l flujo electronico induce una produccion inadecuada de

ATP al afectarse las biomoléculas primordiales

3. La produccion inadecuada de ATP por las mitocondrias induce a su vez un desequilibrio en

los organclos secretores de ameloblastos ( REry AL Golgi )

4. Desequilibrio en la actividad de organelos celulares provocando alteraciones en la funcion

normatl de ameloblastos .

5. La alweracion en la funcion de ameloblastos provoca un desarrolio anormal de las matrices

de esmalte (organica e inorganica ).

6. Todos estos ¢fectos encrgéticos ticnen una gran influencia en el desarrollo del Sindrome del

Feto Alcoholizado .

7. Los analisis por MET y estadisticos refuerzan las seis conclusiones anteriores .
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15.0. RECOMENDACIONES.

1. En primer lugar extender los estudios a nivel de posgrado con ¢l fin de proponer campos
investigacion alternativas para ¢l problema de SAF

2. Investigar los efectos colaterales de farmacos ingeridos durante el embarazo y su interaccion

con etanol ., asi como sus repercusioncs sobre la Amelogénesis y proponer un cuadro de
farmacos no recomendables

3. Correlacionar ¢stos estudios con MET para acercar las fronteras entre la Odontologia y las
Ciencias exactas

4. Enfocar los estudios de Odontogénesis y Amelogénesis a nivel ultraestructural , es decir ,

resaltar la imponancia que tiene las funciones individuales de los organclos celulares
responsables de la formacion de los organos dentarios .
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17.0 APENDICE
Principios y Técnicas Basicas en Microscopia Electronica de Transmisién.

De acuerdo a Di Fiore 71

Los microscopios ¢lectronicos son de dos disefios basicos :Microscopio Electrénico de
Barrido (SEM) y Microscopio Electrénico de Transmision (TEM).
Ambos son similares y basan su funcionamicento en la utilizacion de un haz de electrones para
producir una imagen. Sin embargo | los instrumentos tienen diferentes mecanismos para
formar la imagen final. Los limites de resolucion espacial del Microscopio Electrénico de
Transmision se sittan en 5 A° | lo cual ¢s ideal para el estudio de estructuras celulares |, virus v
proteinas . es decir , para ¢l estudio ultraestructura del protoplasma v sus derivados. Figura Al

10n de la imagen | la cual se forma por la accion de

Desde el punto de vista de la forma
un conjunto de lentes sobre ¢) haz clectréonico, emitdo por un filamento de tungsteno Hamado
catodo. El catodo esta colocado cerca de una abertura circular en una camisa metalica
conocida come Cilindro Wehnelt . Un voltaje negativo sobre el cilindro ayuda a controlar la
emision de electrones y la forma del haz.En ¢l otro extremo del cilindro esta el anodo |, a 0
volts y 2 50-100 kv mcenos que el catodo. Eista diferencia en voltaje |, llamada voltaje de
aceleracién provoca la aceleracion de los clectrones cuando pasan a través del cilindro.
Cuando ¢l haz c¢lectronico deja la region superios del sistema de lentes condensadores, entra a
otra seric de lentes electromagnéticos. Los lentes por si mismos son un espacio influenciado
por un campo clectromagnético .Asi , cuando vanos lentes se arreglan en un conjunto , cilos

pueden controlar la iluminacion , foco y amplificacion

[
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El lente condensador es ¢) primer lente gque afecta al haz clectrénico . Su funcion cs
colimar ¢l haz para iluminar al espécimen . L.a mayoria de microscopios clectromagnéticos
utilizan un sistema de lentes condensadores a base de dos lentes para lograr ¢l mejor enfoque
det haz electronico. El siguiente componente, los lentes objetivos | ¢« la parte mis importante
del sofisticado sistema de lentes de un microscopio clectronico. Bl espécimen se coloca sobre
la platina dentro de los lentes objeuvos |, ¢l cual en conjunto con ¢l lente intermedio y ¢l lente
proyector produce una imagen final sobre una pamtalla visual de sulfuro de zine que fluorese

cuando ¢s golpeada por el haz de clectrones

i Como se forma una imagen por la accion de estos tentes sobre un haz electronico ?

Como ¢l haz clectronico generado por ¢l ciatodo pasa a4 traveés del sisterna de lentes
condensadores y se¢ encucntra con el espécimen |, al golpearlo algunos clectrones son
dispersados por la muestra , mientras otros continuan su trayectoria ¢en forma relativamente

libre. esta dispersion electronica es un resultado de propicdades creadas en el espécimen por el

procesamiento de preparacion . En otras palabras | la preparacion del espécimen | imparte una
densidad clectronica selectiva al mismo,  es decir | algunas arcas s¢ vuelven mas opacas a los
clectrones a diferencia de otras Dichas dreas con densidad  clectronica del espécimen
apareceran obscuras debido al poco flujo de electrones a traves de cllas , mientras otras areas
aparecen brillantes debido al mayor numero de clectrones viajundo a través de las mismas.

En contraste entre luz | obscuridad y dreas intermedias del espécimen crea la imagen
vista sobre la pantaila. El hecho de que la imagen se forme por diferentes cantidades de
clectrones transmitidos a través del espécimen aclara ¢l término de Microscopia Elecirénica de

Transmision. Figura ATl



Para mucstras biologicas Albert y colaboradores 116 | aclaran la imponancia de

observar ¢stas mucestras en vivo debido a las altas presiones de vacio en ¢l Microscopio

Electronico Asi |, 10s tejidos deben preservarse por tijacion | primero con gluaraldehido | ¢t cual

unc en forma cruzada vy covalente las molcculas de proteinas a sus cercanos y entonces con ¢l

tetroxido de osmio . cual enlaza vy estabiliza las bicapas de lipidos y al mismo uempo las
proteinas Como los electrones ticnen un poder de penetracion muy limitado | los tepdos tienen

que ser cortados en se

iones extremadamente del

das (50-100 nm de espesor) antes de

observados  1isto se logra destudratando ¢l espécimen y permeabilizando con una resina

monomedarichd que pohimenza para formar un bloque solido de pldastico . Bl bloque se corta
entonces con un vidno tino o con una cuchilla de diamante sobre un ultramicrotomo para éste

cfecto 1

as seccrones dely

1das v hibres de agua v otros solventes volatiles | se colocan sobre
una rejilla pequeia | circular v metahica para observarse en ¢l microscopio

121 contraste en el Maicroscopio Electronico depende del ndamero atomico en el
espécimen. Mientras mas alto es el numero atomico. mas electrones son dispersados vy mas

grande es ¢l contro

s moldculas hologicas estan compucstas de atomos de bajo namero
atomico (C NI 1)) Para hacerlas visibles | generalmente se impregnan {antes o despuds) con
sales de metales pesados tales como uranio y plomo. Los diferentes constituyventes celulares se
revelan con varios grados de contraste de acuerdo a su grado de impregnacion o “tincion” con
éstas sales. Los lipidos |, por ¢jemplo | tienden a tefirse de tonos obscuros despucs de la
fijacion con vsnio revelando con esto las membranas celulares

La smportancia de la preparacion previa de los especimenes brologicos para su

posterior observacion en el MET involucra la conservacion de las condiciones
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fisiologicas lo mas cercanamente posibles a las condiciones prevalecientes en la célula cuando
ésta funciona en condiciones optimas, es deair , conservando la morfologia y quimica de 1a
ultraestructura celular  Bsto es debsdo a la degradacion rapida y espontanca del material
biolagico al scr separado de las condiciones vitales

Por otro lado, lu auolisis (descomposicion por cnzimas existentes cn el tejido) se
acelera en funcion de la nqueza en enzima en el matenal biologico y por ctectos de cambios de

emperatura en et mismo
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