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|. RESUMEN.
ESTUDIO ESTRUCTURAL Y ULTRAESTRUCTURAL DEL EPITELIO INTERNO

EN EL GERMEN DENTAL DE RATAS EXPUESTAS A ETILEN GLICOL Y METIL
CELOSOLVE.

El etilén glicol (EG) y el metil celosolve (MC) son compuestos organicos derivados de los
glicoles, los cuales son utilizados en la industria para la formacion de diversos productos
como: anticongelante, colorantes, resinas, insecticidas, pilas eléctricas y productos
farmacéuticos. El objetivo de este trabajo fue analizar los dafios en el epitelio interno del
germen dental, ocasionados por EG y MC, en el area intercuspidea con microscopia
optica (MO) y microscopia electronica de transmision (MET). Se utilizaron 20 ratas cepa
Wistar, divididas en: un grupo control, al que se le administré agua y comida ad libitum; y
tres grupos experimentales, donde se dosificé diariamente 0.5 mL de la mezcla por via
oral a tres diferentes concentraciones (5%, 10% y 15%) en una relacion 1:1
respectivamente a partir del primer dia de gestacion hasta los 19 dias. Al finalizar este
periodo, se realizé cesarea a las madres para la obtencion de los fetos con la diseccion de
los gérmenes dentales, los cuales se procesaron para MO (H&E y Masson) y para MET
(técnica convencional). Los resultados de MO indican un retraso en el proceso de
diferenciacion de la capa ameloblastica y falta de produccion de matriz extracelular; estos
dafos fueron mas evidentes conforme las concentraciones aumentaron. En el grupo del
15% no hay una diferenciacion del epitelio interno y el epitelio externo, conformandose
una sola capa epitelial, indicando falta de diferenciacion celular y necrosis. Por MET se
observo la dilatacidon de la envoltura nuclear con algunas invaginaciones, el nucleo tendio
a ser amorfo perdiendo una conformacion circular o semicircular y perdié su excentricidad,
el reticulo endoplasmatico rugoso se encontrd disminuido en el niumero de cisternas, por
el contrario el reticulo endoplasmatico liso fue abundante; las mitocondrias se encontraron
dilatadas con pérdida de crestas mitocondriales. En el grupo del 15% fue innegable el
aumento de ribosomas en el citosol. Los hallazgos sugieren que la ingesta oral de éstos
solventes retarda el proceso de diferenciacion celular de los tejidos dentales (epitelio
interno) por lo que hay menor produccion de matriz extracelular. Los organelos celulares
se encuentran alterados y mal diferenciados de forma directamente proporcional a las

concentraciones administradas.
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ABSTRACT.

STRUCTURAL AND ULTRAESTRUCTURAL STUDY OF INTERNAL
EPITHELIUM IN DENTAL GERMN OF RATS EXPOSED TO ETHYLENE
GLYCOL AND METHYIL CELLOSOLVE.

Ethylene glycol (EG) and methyl cellosolve (MC) are organic compounds derived from the
glycols, which are used in the industry for manufacturing diverse products: antifreeze,
colorants, resins, insecticides, electrical batteries and pharmaceutical products. The aim of
this work was to analyze the results induced by the administration of EG and MC over the
internal epithelium of the dental germ, with optical microscopy (OM) and transmission
electronic microscopy (TEM) in the intercuspal area. 20 Wistar rats were used and divided
in a control group, to which we administered with tap water and food ad libitum; and three
experimental groups, where 0,5 milliliters of the mixture (EG and MC) was dispensed
orally at three different concentrations (5%, 10% and 15%) in a 1:1 rate respectively from
the first day of gestation to the 19" gestation day. At the end of this period, a cesarean
was made to the mothers to obtain the fetuses and then were dissections made to isolate
the dental germs, which were processed to obtain 5um thick, paraffin embedded H&E and
Masson stained slides. For TEM the tissues were post-fixed in a mixture of glutaraldehyde
and paraformaldehyde. OM results indicate a delay in the differentiation process of the
ameloblastic layer and a lack of production of extracellular matrix proteins; these damages
were more severe as the concentrations increased. In the group of 15% there was no
differentiation since the internal and external epithelia formed a single epithelial layer,
indicating an ill cellular-differentiation process with necrosis. By TEM the expansion of the
nuclear envelope with some invaginations was observed, the nuclei tended to be
amorphous with loss of polarization, the number of cisterns of the rough endoplasmic
reticulum was found reduced, as opposing to the smooth endoplasmic reticulum which
was seen abundant; mitochondria showed expanded and less mitochondrial crests. In the
group of 15% the increase of ribosome number in the cytoplasm was marked. These
findings suggest that oral ingestion of EG and MC inhibit the cellular differentiation process
of the analyzed dental tissue and justify the lesser capacity of ameloblasts to produce
extracellular matrix. The cellular organelles are severely altered in direct proportion to the

concentrations administered.
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ll. INTRODUCCION.

Para que el ser humano realice sus actividades cotidianas debera tener un estado
de salud adecuado, las condiciones ambientales a las cuales estamos sometidos
dia con dia han ido cambiando conforme la tecnologia avanza; al mismo tiempo
las industrias utilizan gran cantidad de materia prima, sustancias y solventes para
fabricar sus productos. Como se sabe, la industrializacion ha traido consigo
beneficios y perjuicios. La utilizacién de solventes como conservadores o en el
procesamiento de ciertos productos de uso comun, ha causado serios problemas
de salud en algunos sectores de la poblacién. Los dafos causados son variados,
pueden presentarse con minima magnitud, en los que es imperceptible la
alteracion, y por lo tanto no ser diagnosticado y/o atribuirse a otro factor por lo
cual la persona podra continuar con sus actividades cotidianas; pero también
puede manifestarse con un dano severo que incapacite al individuo e incluso le
cause la muerte. Un sector de nuestra poblacion altamente susceptible,
totalmente indefenso e incapaz de manifestar y anunciar una agresion sobre su
integridad es el producto humano intrauterino. EI embridn trilaminado que se logra
implantar en el utero es considerado como el producto intrauterino, al ir pasando
por diferentes periodos biologicos de desarrollo y si las condiciones en las cuales
se encuentra son las favorables, entonces las posibilidades de que este producto
se convierta en un recién nacido viable y sano son muchas. Pero si, el ambiente
en el cual se esta desarrollando es alterado por algun agente agresor; los dafos
que se presentan pueden llegar a ser fatales y por consiguiente afectar a la

sociedad.

El sindrome de los éteres del glicol se conoce desde el inicio de los afos del 90 y
fue bien definido por la Dra. Saavedra, por lo que es conocido como sindrome de
Saavedra. Es una intoxicacién producida por etilén glicol (EG) y metil celosolve

(MC) durante el periodo de gestacién, los efectos se manifiestan en los productos
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con un fenotipo determinado y en ocasiones pueden variar en su expresion

clinica.

Entre las alteraciones que se han reportado esta la microdoncia y la agenesia
dental entre otras, por lo que el presente estudio pretende explicar de forma
estructural y ultraestructural los dafos celulares que se presentan en el germen
dental en un periodo determinado del desarrollo del epitelio interno utilizando un

modelo experimental (ratas Wistar).
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IIIl. ANTECEDENTES.

No existe mucha informacion sobre la toxicidad que genera el etilén glicol y el
metil celosolve sobre el organismo humano; sin embargo, hay algunos reportes de
sus efectos nocivos, tanto en humanos como en animales de experimentacion.
Fue descrito un sindrome producido por la intoxicacion del EG y MC asociado a
malformaciones craneo-maxilares, neuroldgicas, y dano en diferentes 6rganos
vitales. Algunos articulos describen estas lesiones caracteristicas.

Estudios experimentales realizados por la Dra. Saavedra y su grupo de
colaboradores, mostraron las manifestaciones clinicas tanto en humanos como en
ratas; ellos describieron las caracteristicas fenotipicas desarrolladas en el humano
identificandolo como Sindrome de éteres del glicol o Sindrome de Saavedra. En el
estudio clinico se definieron las alteraciones “faciales, oculares,
otorrinolaringoldgicas, y musculo-esqueléticas, entre otras” . Estudios
experimentales realizados en ratas reportraron “malformaciones en fetos
ocasionadas por los solventes organicos metil celosolve y etilén glicol como:
acortamiento de extremidades, edema, agenesia de cola, reduccion de
extremidades posteriores e implantacion caudal de extremidades anteriores” .
Posteriormente en otro estudio se establecieron caracteristicas de dafo en la
region maxilofacial, desarrollo maxilar y mandibular retrasada, falsa macroglosia,
hipertelorismo, retraso en el desarrollo 6seo con acortamiento de extremidades

® 'y de forma

inferiores y desarrollo desarménico de las estructuras faciales
sistémica se encontro falta de cierre del tubo neural en su porcién cefalica ), falta
de pared abdominal “, glomerulonefritis tipo Il y cirrosis hepatica ®*. En otro
estudio se revis6 y se compard el sindrome de los éteres del glicol con el
sindrome del feto alcoholizado y se encontraron algunas caracteristicas comunes
entre ambos, pero también se identificaron diferencias que solo se presentan en
el Sindrome de éteres del glicol como malformaciones bucales y dentales ©". Al
inicio de las pruebas experimentales con ratas cepa Wistar, las dosis de etilén

glicol y metil celosolve fueron administradas por via oral (VO) e intraperitoneal
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(VIP) en relacion 1:1 al 5, 10 y 20% de concentracion a las madres gestantes
durante 19 dias, a este primer grupo de estudio se les tom6é medidas de las
estructuras faciales de los fetos vivos obtenidos de los 3 grupos experimentales
por VO y se compararon con el grupo control donde presentaron diferencias
estadisticamente significativas, en tanto que los grupos experimentales por VIP no
pudieron ser comparados debido a la ausencia de fetos vivos. En ese estudio se
tomaron medidas de 8 distancias morfométricas lo que permiti6 determinar la
gravedad de las alteraciones en el desarrollo de los huesos que conforman la
cabeza de un feto de rata producidas por el EG y el MC ©. Se han resaltado las
caracteristicas clinicas del sindrome de éteres del glicol, haciendo inferencia en
algunos casos desarrollados en el mundo por intoxicacion a causa de los
solventes de éteres del glicol ®*. Los hallazgos microscopicos en tejidos y
organos sefalan dafios de forma irreversible en higado, riflones, musculo,
sistema nervioso y 6seo ®. A nivel de cavidad bucal se han encontrado
alteraciones en el desarrollo dental y las fotomicrografias de un primer molar
inferior en un grupo control de 19 dias de gestacion, muestran que el “germen
dental estaba en etapa de campana, el asa cervical presentd de 2-3 mitosis en
campo de 40x, polaridad nuclear de las células del epitelio interno, con inicio del
proceso de diferenciacion del ameloblasto y secrecion de la matriz extracelular
hacia la unién amelo-dentinaria” . Para el grupo experimental de 5% VO:
‘minimas alteraciones con aparente disminucién en el numero celular, regular
vascularidad, unién amelodentinaria adelgazada y poco definida, un ligero retraso
de desarrollo del ameloblasto, presencia de 3 mitosis por campo de 40x, sin
secrecion de matriz extracelular y formacion de la vaina epitelial de Hertwing”.
Para el grupo de 10% VO se reporté “un germen dental en estadio de campana,
con ameloblastos poco diferenciados, los odontoblastos no lo estaban, con
ausencia de matriz, buena vascularidad y dos mitosis por campo (40x), en general
hubo variacion en la morfologia del érgano del esmalte” . Y para el grupo de 20
via oral se reportd que “ el érgano del esmalte se presenté de 0-3 mitosis a 40x

con retraso en la diferenciacién celular, nucleos parcialmente polarizados,
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pleomorfismo celular, en la papila dental presentaban imagenes de células
mesenquimatosas indiferenciadas”™®, se pudieron describir tres gérmenes
dentales uno en estado de campana tardia con un germen dental amorfo y
alterado por los solventes, y dos gérmenes dentales en estadio de casquete,
donde no se logra diferenciar el epitelio interno del epitelio externo. Fuera de los
resultados microscépicos se logré establecer una asociacion causa-efecto a
diferentes concentraciones como producto del dafo tisular engendrado por los

éteres del glicol.
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IV. MARCO TEORICO

A. SOLVENTES ORGANICOS.

1. GLICOLES
Los glicoles son compuestos con alta solubilidad conferida por la presencia de
grupos hidroxilo (-OH), éter (C-O-C), y alquilo (C,Hzn-2). ¢?

El etilén glicol (EG) y el metil celosolve (MC) son solventes organicos y de gran
importancia dentro de los grupos funcionales de los éteres del glicol. Los glicoles
de interés comercial son compuestos alifaticos que poseen dos grupos hidroxilo
por molécula. Son liquidos viscosos, incoloros y practicamente inodoros. (®)

Los éteres de los glicoles y sus derivados son liquidos inflamables. Sin embargo,
sus puntos de ignicién estan por encima de la temperatura ambiente normal y sus
vapores alcanzan concentraciones situadas dentro del rango inflamable o

explosivo sélo cuando se calientan (por ejemplo en hornos).

1.1. ETILEN GLICOL
El EG generalmente se encuentra con un 99% de pureza, el 1% de impureza esta

constituido por formaldehido, dxido de etileno y 1-4 dioxano. '

El etilén glicol se elabora por alguna de las siguientes rutas:

a) Oxidacion del etileno a oxido de etileno, después de una hidratacién.

b) Acetoxidacion: El producto del acido acético con el etileno catalizado con
bromuro de telurio forman una mezcla de monohidratos y dihidratos que
hidrolizados forman al EG y acido acético.

c) Del monéxido de carbono y del hidrégeno derivado de una gasificacion.

d) Procesos oxirano: con la oxidacion catalitica de etileno a diacetato seguida

por hidratacion a EG. ©
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1.1.1. Sinénimos.
El etilén glicol también es conocido como: 1,2,-dihidroxietanol, 1,2-hetanediol, EG,
etane-1,2-diol, glicol, Fridex, alcohol glicol, lutrol-9, macrogol 400 bpc, MEG,
monoetilenglicol, norkool, tescol, ucar ®), Athylenglykol (German), ethylene
alcohol, ethylene dihydrate, ethylene glycol (ACGIH), M.E.G., glycol alcohol, NCI-
C00920, dowtherm SR1, Ucar 17. "

1.1.2. F6érmula quimica de EG:
C2HsO,
(OH-CH2-CH2-OH) ®™

1.2. METIL CELOSOLVE
El MC se encuentra generalmente con un 99% de pureza y aproximadamente 1%

de agua. Se obtiene a partir del 6xido de etilo. '

1.2.1. Sinénimos.
2- metoxietanol, metilcellosolve, etilén glicol metil celosolve, etilén glicol
monometil éter, dowanol 7, dowanol EM, éter monometilico de 1’ etilén glicol,
glicol éter EM, Glicol metil éter, Glicol monometil éter, Jeffersol EM, 2
metoxietanol, metoxietanol, metoxihidroxietanol, metilselosolv, metil etoxol, metil
metil cilosolve, methosxyetylowy alcohol, 2-metoxietanol, monometil éter de etilen
glicol, Poly-Solv EM. ("

1.2.2. FOrmula quimica del MC:
C3HgO2
(OH-CH-CH,-O- CH;,) 92

2. PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DEL EG Y EL MC.
En la industria se preparan los solventes organicos de forma conjunta para darle
aplicacién variada, los dos tienen diferencias quimicas y en conjunto obtienen

propiedades importantes (Tabla 1).
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TABLA 1. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DEL ETILEN GLICOL Y EL METIL CELOSOLVE.

PROPIEDADES

0.092 mmHg a 25°C 6.17 mmHg a 20°C
-13°C -86 °C
197.6°C a 760mmHg 124.0-125.0 °C a 760mmHg
Reactivo con acidos, bases y | Materiales altamente oxidantes.
materiales oxidados.
62.07 AMU 76.1 AMU
ND 5.0-7.0 a 25°C
1.113 g/cm® 0.964 g/cm’®
N D 2.3 ppm
3.2%-15.3% 2.5%-24.5%
400°C 287°c
1.431 1.402
Tomada de hoja de datos de seguridad Sigma Aldrich (0.11,12.13)

3. USOS.
Muchas de las aplicaciones industriales de los glicoles y los gliceroles se basan
en su propiedad de ser solventes organicos completamente hidrosolubles. Estos
compuestos se utilizan como solventes de colorantes, pinturas, resinas, tintas,
insecticidas y productos farmaceéuticos. Ademas, los dos grupos hidroxilo
quimicamente reactivos hacen de los glicoles intermediarios quimicos
importantes. Entre los muchos usos de los glicoles y poliglicoles, los mas
importantes son la disminucion del punto de congelacion, la lubricacion y la
solubilizacion. Los glicoles se emplean también como aditivos alimentarios
directos o indirectos y como ingredientes en la preparacion de explosivos, resinas

alquidicas y cosméticos. @'

El EG se emplea como anticongelante en sistemas de refrigeracion y calefaccion,
como solvente en las industrias de pinturas y plasticos y como ingrediente de los

liquidos descongelantes utilizados en las pistas de los aeropuertos. Se utilizan en
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liquidos hidraulicos para frenos, la dinamita de bajo punto de congelacion, tintes
para madera, adhesivos, tintes para el cuero y el tabaco. También sirve como
deshidratante del gas natural, como solvente de tintas y pesticidas y como

ingrediente de condensadores electroliticos. "'

4. RIESGOS DE LOS GLICOLES.
Etilén glicol y Metil Celosolve. La toxicidad bucal del EG y el MC es mas baja
en animales que en el ser humano. Sin embargo, basandose en la experiencia
clinica se ha estimado que la dosis letal para el ser humano adulto es de unos
100 cm® o alrededor de 1,6 g/kg, lo que indicaria que su potencia téxica es mayor
en el hombre que en los animales de laboratorio “*'. Esta toxicidad se debe a los
metabolitos que se producen y, que varian segun las diferentes especies. Los
efectos tipicos de la ingesta oral excesiva de EG son narcosis, depresion del
centro respiratorio y afectacion renal progresiva. Se han mantenido monos
durante 3 afos con dietas que contenian entre un 0,2 y un 0,5% de EG, sin que
aparecieran efectos nocivos; en la vejiga de estos animales no se encontraron
tumores, pero si cristales de oxalato vy litiasis. El EG generalmente produce una
leve irritacion de los ojos y la piel, pero en cantidades toxicas, puede absorberse a
través de la piel. Sin embargo, la exposicion de ratas y ratones durante 8 horas al
dia, a lo largo de 16 semanas a concentraciones de entre 0,35 y 3,49 mg/L, no
provocd lesiones organicas. En condiciones industriales razonables, ni la
inhalacién de vapores de EG a temperatura ambiente, ni el contacto bucal o
cutaneo parecen tener un riesgo marcado. No obstante, la inhalacion de EG
calentado o vigorosamente agitado (con formacién de vapor), el contacto cutaneo
importante o la ingestion durante periodos prolongados, podrian generar riesgos
profesionales. El principal riesgo del EG y MC para la salud esta relacionado con

la ingestion de grandes cantidades de este producto. ¢'®

En su combustion libera gases tdxicos. Reacciona con oxidantes fuertes y bases

fuertes.

11
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5. EXPOSICION A LA POBLACION HUMANA CON EG Y MC.
La poblacion humana puede estar expuesta al EG y MC en un contacto directo
con la piel, al inhalar gases y por la ingestion accidental o intencional de sus
diferentes productos como pueden ser anticongelantes, liquido de frenos y
colorantes. Aun que el consumo en alimentos del EG y MC es poco probable se
han reportado intoxicaciones en este sentido debido a que el material con el que
se encuentran empacados los alimentos tienen algun compuesto a base de EG o
MC. La poblacién econdmicamente activa es con mas frecuencia la que puede
sufrir intoxicacion por EG y MC debido al tipo de actividad que desempefia. Es
asi, que los obreros que manipulan liquidos, solventes y gases entre otros; que
contengan EG y/o MC, van a ser los principales afectados por la intoxicacion de
estas sustancias. La exposicion puede ser a nivel dérmico, pulmonar o por

ingestion accidental. ©'62%
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B. ODONTOGENESIS.

La odontogénesis es el estudio del desarrollo embrionario de los brotes epiteliales
del ectodermo al ectomesenquima en la cavidad bucal primitiva y durante la vida
intrauterina, y tiene la finalidad de formar al diente. EIl ectodermo da origen al
esmalte, mientras que el ectomesénquima forma la pulpa dental, dentina,
cemento, ligamento periodontal y hueso alveolar. En el desarrollo de los érganos
dentarios humanos existen dos tipos de dientes: dientes primarios o deciduos y

los permanentes o definitivos 527,

Las células del ectomesénquima o mesénquima cefalico, se derivan de la cresta
neural, el ectomesénquima que es el inductor de la odontogénesis sobre el

epitelio bucal que reviste al estomodeo (cavidad bucal primitiva) (28)

1. ETAPAS DE LA ODONTOGENESIS
La odontogénesis atraviesa por dos fases importantes en el desarrollo dental que
son:

1.1. MORFOGENESIS (MORFODIFERENCIACION). Esta fase se caracteriza
por el desarrollo y formacion de los patrones coronarios; producido por la
division, desplazamiento y organizacién de las células epiteliales y
mesenquimatosas.

1.2. HISTOGENESIS (CITODIFERENCIACION). Formacion y diferenciacion de
los tejidos dentales (esmalte, dentina, tejido pulpar y cemento) ¢,

2. DESARROLLO Y FORMACION DEL PATRON CORONARIO.
La primera manifestacion comienza en la sexta semana de vida intrauterina en el
humano y consiste en la diferenciacion de la ldmina dental o liston dentario,
constituido por una capa superficial de células aplanadas y otra basal de células
altas. Las células basales proliferan en el borde libre de los futuros maxilares,

dando origen a las laminas vestibular y dentaria.
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2.1. LAMINA VESTIBULAR. Sus células proliferan dentro del ectomesénquima,
se agrandan rapidamente, degeneran y forman una hendidura que

constituye el surco vestibular entre el carrillo y la zona dentaria.

2.2. LAMINA DENTARIA. Se desarrolla en la sexta semana de vida
intrauterina, en la octava semana de vida intrauterina se forman diez
crecimientos epiteliales dentro del ectomesénquima de cada maxilar,
correspondientes a los 20 dientes deciduos. De esta lamina, también se
originan los 32 gérmenes de la denticion permanente alrededor del quinto

mes de gestacion en el humano "2,

3. ESTADIOS DE LA ODONTOGENESIS
La odontogénesis se divide en tres etapas o estadios, los cuales a su vez se
subdividen en dos periodos que son tempranos (iniciales) o tardios (avanzados)

(Tabla 2); las etapas son: yema o brote, casquete y campana (227 28.30-34)

3.1. ESTADIO DE BROTE (BOTON) O YEMA DENTARIA. Aparecen diez
yemas o brotes, son engrosamientos de aspecto redondeado que surgen de la
division mitésica de algunas células del epitelio. Estos formaran los futuros
organos del esmalte que daran lugar al unico tejido de naturaleza ectodérmica del
diente, el esmalte. La estructura de los brotes es simple, en la periferia se

identifican células cilindricas y en el interior son de aspecto poligonal ¢"2®).

3.2. ESTADIO DE CASQUETE. Alrededor de la novena semana se forma una
concavidad en la cara profunda del brote, adquiriendo aspecto de casquete. Su
concavidad central encierra una pequena porcion del ectomesénquima que lo
rodea; es la futura papila dentaria, que dara origen al complejo dentino-pulpar. Las
células mesenquimatosas de la papila dentaria son grandes, de citoplasma
moderadamente basofilo y nucleos voluminosos. Existe abundante sustancia
fundamental, rica en glucosaminoglucanos, que ofrece un caracter metacromatico

con azul de toluidina. La papila se encuentra separada del epitelio interno del
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organo del esmalte por una membrana basal, que representa la localizacion de la

futura conexion amelodentinaria.

3.2.1. Componentes del d&rgano del esmalte. Durante este estadio

histolégicamente, se distinguen, las siguientes estructuras:

3.2.1.1. Epitelio externo. Constituido por una capa de células cuboidales,
unidas a la lamina dental por el pediculo epitelial.

3.2.1.2. Epitelio interno. Formado por epitelio simple de células cubicas,
estas células aumentan en altura en tanto se diferencian en ameloblastos, de
ahi que suele denominarse epitelio interno, preameloblastico o epitelio dental

interno.

3.2.1.3. Reticulo estrellado. Se encuentra delimitado por el epitelio interno y
el externo, esta capa se constituye por células de aspecto estrellado cuyas

prolongaciones se anastomosan dando el aspecto de red o reticulo ¢?).

3.2.2. Foliculo dental. El tejido mesenquimatico que se encuentra por fuera del
casquete, rodeandolo casi en su totalidad, se condensa volviéndose fibrilar y
forma el foliculo dental o saco dentario primitivo. El 6rgano del esmalte, la papila y
el saco constituyen en conjunto el germen dental 72839,

Finalizando el estadio de casquete, se forma un cumulo de células (nudo del
esmalte) de donde parte una prolongacion celular llamada cuerda del esmalte, que
termina en una muesca en el epitelio externo, conocida como el ombligo del
esmalte. El nudo del esmalte esta relacionado con el desarrollo morfoldgico del
area cuspidea de la corona produciendo factores como el Lef1, Pax9, Barx1;

también se transcriben los genes Msx-1 y Msx-2, este ultimo induce la produccion
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de proteinas morfogénicas 6seas (BMP), factor de crecimiento fibroblastico (FGF)

y proteina Hedgehog (Shh) que intervienen en la relacion epitelio-mesénquima "
28, 32)

3.3. ESTADIO DE CAMPANA. Entre las catorce y dieciocho semanas de vida
intrauterina, se acentua la invaginacion del epitelio interno adquiriendo el aspecto
tipico de una campana. Al inicio, surge una capa mas: el estrato intermedio,
situada entre el reticulo estrellado y el epitelio interno. Entonces, el érgano del

esmalte se constituye de la siguiente manera:

3.3.1. Epitelio externo. Las ceélulas cubicas cambian para formar un
epitelio plano simple, éste presenta pliegues debido a invaginaciones o
brotes vasculares provenientes del saco dentario que aseguran la nutricidon

del érgano del esmalte, que es avascular.

3.3.2. Reticulo estrellado. Se presenta incremento de liquido intercelular
que aumenta su espesor y posteriormente, se reduce a nivel de las

cuspides o bordes incisales.

3.3.3. Estrato intermedio. Capas de células planas con nucleo central,
alargados en las futuras cuspides o bordes celulares. El estrato intermedio
participa indirectamente en la amelogénesis, cada célula, al parecer, esta
relacionada con seis ameloblastos a través de desmosomas. Al comenzar
la aposicion de los tejidos duros dentarios (dentina, esmalte), este estrato
se vincula estrechamente con los vasos sanguineos provenientes del saco
dentario, asegurando no solo la vitalidad de los ameloblastos, sino
controlando el paso del aporte de calcio, del medio extracelular al esmalte

en formacion ©9,
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3.3.4. Epitelio interno. Las células del epitelio interno o preameloblastos
se diferencian en ameloblastos jovenes, son células cubicas y sus

organelos no se presentan aun en esta fase en una orientacion definida ©":

En este periodo de campana se determina, la morfologia de la corona por accién o
sefales especificas del ectomesénquima adyacente o papila dental sobre el
epitelio interno del érgano dental, antes de comenzar la aposicion y mineralizacion
de los tejidos dentales ®7) Los ameloblastos jévenes influyen en la papila dentaria,
iniciando la diferenciacién de las células superficiales ectomesenquimaticas en
odontoblastos, que comenzaran a sintetizar matriz dentinaria.

Cuando el estadio de campana es avanzado, los ameloblastos jévenes cambian,
migrando el nucleo que se encontraba en el centro a la region mas proxima al
estrato intermedio. Al final del estadio, se habra completado la citodiferenciacion,

en ameloblastos secretores o maduros ??®) (Tabla 2).

4. AMELOBLASTO.

Los ameloblastos son células cilindricas de aproximadamente 60:m de altura y de
4 a 5 um de ancho; se caracterizan, por presentar una prolongacion coénica
llamada proceso de Tomes que contiene en su interior el citoesqueleto,
mitocondrias, reticulo endoplasmico rugoso y cuerpos ameloblasticos o

o @3 | os ameloblastos

estructuras electrodensas al microscopio electrénic
sintetizan la matriz del esmalte cuando se han formado las primeras capas de
dentina calcificada. Ya formado el patron coronario e iniciado el proceso de
histogénesis dental, comienza el desarrollo y la formacioén del patron radicular. En
la formaciéon de la raiz, la vaina epitelial de Hertwig desempefia un papel
fundamental. La vaina epitelial es una estructura que resulta de la fusién del

epitelio interno y externo del érgano del esmalte. 7+ 283"
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TABLA 2. CAMBIOS ESTRUCTURALES DEL ESTADIO DE CAMPANA

ORGANO DEL ESMALTE
(4 CAPAS)

PAPILA DENTARIA

SACO DENTARIO
(2 CAPAS)

FASE INICIAL

a) Epitelio externo

b) Reticulo estrellado

c) Estrato intermedio:
células planas
d) Epitelio interno o

preameloblastos

Sin diferenciacion odontoblastica

Celulovascular
Fibrilar

FASE AVANZADA

a) Epitelio externo:
discontinuo por invasién de
capilares del saco.

b) Reticulo estrellado: mas
abundantes partes
laterales.

c) Estrato intermedio: mayor
numero de capas zona
cuspides o borde incisal

d) Ameloblastos joévenes:
células cilindricas con

organelos no polarizados.

Diferenciaciéon odontoblastica

Periferia papila

]

PREDENTINA

(sin mineralizar)

]

DENTINA

Dos capas mejor manifiestas

Tomado de (Gémez et al, Nanci et al) {

27,28)
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C. ESMALTE.

El esmalte es la secrecidn producida por los ameloblastos, nombrado
equivocadamente como tejido adamantino y mejor llamado como sustancia
adamantina. Tiene componentes organicos (0.26%-2%) e inorganicos (95% que
son cristales de hidroxiapatita). Es un componente del diente que recubre la
porcion coronal dental y es la entidad anatdmica mas dura de todo el cuerpo
humano (dureza de 5 en la escala de Mohs). En la literatura se denomina
erroneamente como tejido, desde un punto de vista estricto, no es un tejido por
que no tiene componente celular, como se menciona al inicio, es una secrecion
producida por células especializadas con una carga de organelos celulares

determinada para la realizacion de esta sustancia .
1. BIOLOGIA DEL DESARROLLO DEL ESMALTE.

1.1. AMELOGENESIS. La amelogénesis esta definida por los mecanismos en los
cuales se forma el esmalte, produciéndose una matriz extracelular organica y su
mineralizacion pasando por la nucleacion y la elongacién de los cristales; por lo
tanto, al iniciar la nucleacion se presenta una remocion de la matriz organica que

32, 33, 36) Los

es sustituida por el crecimiento y maduracién de los cristales ¢
ameloblastos derivan de la proliferacion del ectodermo en el epitelio bucal; las
células del epitelio interno del 6rgano del esmalte son predecesoras de los
ameloblastos. Los odontoblastos son células contiguas a los ameloblastos en
direccién a la papila dental; durante los primeros periodos del desarrollo de los
ameloblastos estas dos células estan separadas por la membrana basal
constituida por laminina, entactina, colagena tipo | y colagena VI pero
predominando la colagena IV ?® heparan sulfato y fibronectina ¥"). Mientras que
la otra relacidn estructural de los ameloblastos es con las células del estrato
intermedio correspondientes con las células del reticulo estrellado. El principal

inductor para que un ameloblasto inicie su actividad excretora es la presencia de
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predentina o dentina producida por los odontoblastos, el proceso inicia en las
cuspides de todos los dientes, por lo anterior, todos los dientes al final de su
desarrollo tienen ameloblastos en diferentes niveles de diferenciacion 8 30:38.39)
En la zona cervical del diente, las células del epitelio interno van a iniciar su
diferenciacidon a preameloblastos, mientras que las células que se encuentran en
las areas incisales o cuspideas de todos los dientes van a estar totalmente
diferenciadas en ameloblastos maduros e incluso pudiendo ser ameloblastos en

involucion 72831,

1.2. CICLO DE VIDA DEL AMELOBLASTO. Las etapas o periodos del ciclo

del ameloblasto son:

1.2.1. Etapa morfogénica (preameloblasto). Son células cubicas con nucleos
ovalados voluminosos, ubicados en la regién central, que ocupa casi por
completo el cuerpo celular. El aparato de Golgi y los centriolos estan
localizados en el extremo distal de la célula y adyacentes al estrato intermedio,
las mitocondrias se distribuyen uniformemente por todo el citoplasma. En el
extremo distal existen sistemas de uniones intercelulares. El epitelio interno del
organo del esmalte esta separado del tejido conjuntivo de la papila dentaria por
la lamina basal, que contiene laminina, entactina, colagenas tipos I, IV y VI,
heparan sulfato y fibronectina. La capa superficial del tejido pulpar adyacente
presenta una zona acelular, clara y angosta. Los preameloblastos presentan
abundantes prolongaciones citoplasmaticas, que se extienden desde la
superficie proximal hasta la matriz intercelular donde penetran, entrando en
contacto con el ectomesénquima de la papila. Estos preameloblastos contienen
receptores Notch cuya actividad es indispensable para el desarrollo de las

células embrionarias “%

, factor de crecimiento epidermal (EGF), factor de
crecimiento fibroblastico (FGF) y factor de crecimiento derivado de las
plaguetas (PDGF) y se inicia la expresidon y la secreciéon de tuftelina,

sialofosfoproteina dentinaria (DSP) y de ATPasa dependiente de Ca 728 36:38),
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1.2.2. Etapa de organizacion (ameloblasto joven o presecretor). Coincide
con el periodo de campana, el epitelio interno induce, mediante TGF-3, a las
células mesenquimaticas del tejido conjuntivo adyacente a diferenciarse en
odontoblastos. Las células se alargan, cambia la polaridad del nucleo, los
organelos se dirigen hacia el extremo distal. El citoplasma muestra un cierto
grado de desarrollo del RER y del complejo de Golgi, las mitocondrias se
agrupan en la region distal, con numerosos microfilamentos y microtubulos.
Los ameloblastos se encuentran alineados estrechamente uno respecto del
otro, por complejos de unién. Las uniones de la region proximal son de tipo
macular (puntual) y semipermeables; las regiones distales son zonulares
(rodea a toda la célula) y son impermeables, los tonofilamentos forman las
barras terminales proximales y distales. Los desmosomas se distribuyen de
forma proximal y distal. Al final del periodo de organizacién comienza la
secrecion de dentina en el odontoblasto y la nutricion de los ameloblastos se
da por parte del saco dentario que rodea al 6rgano del esmalte donde penetran
capilares hacia el estrato intermedio. Se inicia una intensa sintesis de proteinas
del esmalte en la que participan una gran cantidad de vesiculas intracelulares.
En el ameloblasto joven con actividad mitdsica puede detectarse la presencia
de amelogenina, asi como también receptores de EGF, FGF, PDGF e

interleucina 7 (IL7) (7 28.36.38)

1.2.3. Etapa formativa o de secrecion. El ameloblasto secretor es una célula
diferenciada que no realiza mitosis. Son células cilindricas o columnares,
delgadas de unos 60 :m de altura. Los sistemas de unién son semejantes a los
preameloblastos presecretores, se presentan espacios entre los ameloblastos
donde proyectan prolongaciones. El nucleo es intensamente basdéfilo, presenta
cromatina laxa, con nucléolos evidentes, el nucleo esta en el polo distal.
Presenta abundantes mitocondrias cerca del nucleo y en la regién proximal del
citoplasma; el complejo de Golgi se encuentra constituido por varios

dictiosomas que son saculos aplanados rodeados de membrana y apilados
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unos encima de otros en la zona central “'*¥; el RER esta distribuido por toda
la célula y mas desarrollado en el polo proximal; los microfilamentos de
tubulina, a-actina, vinculina y prequeratinas se disponen a lo largo de la célula
formando el ciotesqueleto que con su integridad resulta necesaria para la
diferenciacion total y la secrecién de las proteinas del esmalte. Las vesiculas
que se describen en el interior se denominan cuerpos ameloblasticos o
cuerpos adamantinos que son formaciones de tipo granular, consideradas
como precursores intracelulares de la matriz organica del esmalte; los cuerpos
adamantinos estan cercanos al aparato de Golgi del cual se originan; su
morfologia es ovoide y contienen material granular muy fino, rodeado por
membrana, su contenido no se conoce con exactitud, pero se menciona que
tiene sales calcicas solubles y constituyentes propios del esmalte; estos
granulos ameloblasticos son secretados al polo basal y liberados junto a la
dentina. La secrecion de proteinas del esmalte y la aparicion de cristales
inorganicos es simultanea. Conforme se deposita el esmalte aprismatico, el
ameloblasto migra desde la superficie de la dentina y desarrollan una
proyeccion cénica denominada proceso de Tomes que es la estructura
responsable de la produccion de los prismas de esmalte. La presencia del
proceso de Tomes supone la ruptura de la membrana basal, lisada por
proteinas lisosomicas del ameloblasto y el odontoblasto. El citoplasma del
proceso de Tomes contiene granulos secretores (cuerpos ameloblasticos),
pequefias vesiculas, mitocondrias y microfilamentos. El proceso de Tomes
presenta receptores de: factor de crecimiento epidermal (EGF), factor de
crecimiento fibrolastico (FGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), interleucinas (IL) como la IL-5@® |L-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-12,
hormona de crecimiento (GH), factor estimulante de colonias granulociticas (G-
CSF), interferon (INF) o/B e INFy ¥ también se han presentado proteinas que
interactuan con la tuftelina. Al parecer una célula del estrato intermedio esta
relacionada por desmosomas con seis ameloblastos, a los que coordinan en

los desplazamientos que efectuan en el proceso de formacion de los prismas
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de esmalte. Algo importante es que los ameloblastos préoximos a la cuspide son

los primeros en alcanzar la maxima diferenciacion secretora para sintetizar y

segregar proteinas del esmalte.

1.2.4.

1.2.5.

1.2.6.

Etapa de maduracion. La maduracién se da después de que se
produce la mayor parte del espesor de la matriz del esmalte. Los
ameloblastos reducen ligeramente su tamafo, aumentan su diametro
transversal y su complejo de Golgi y su RER disminuyen de volumen.
Las mitocondrias se situan en el polo proximal y el numero de lisosomas
y autofagosomas, con un contenido semejante al de la matriz organica
del esmalte, aumentan considerablemente. El proceso de Tomes
desaparece y en el polo proximal surgen microvellosidades e

invaginaciones tubulares semejantes a las del osteoclasto.

Periodo de proteccion. Cuando el esmalte se deposita y se ha
mineralizado completamente, el ameloblasto entra en estado de
regresion. Los ameloblastos ya no estdan en una capa definida y no
pueden distinguirse de las células del estrato intermedio, en ocasiones
se fusionan con el resto de las capas del érgano del esmalte. Los
ameloblastos disminuyen de volumen y el complejo de Golgi vuelve a su
posicion inicial en el polo distal, junto a las células del estrato
intermedio. Posteriormente constituyen el epitelio reducido del esmalte o
epitelio dentario reducido que protegen al esmalte maduro, separandolo
del tejido conectivo hasta la erupcién dental. El ultimo producto
secretado por el ameloblasto es la cuticula primaria o membrana de

Nasmyth ©7).

Etapa desmolitica. El epitelio reducido del esmalte prolifera e induce
la atrofia del tejido conjuntivo que lo separa del epitelio bucal, de este

modo pueden fusionarse ambos epitelios. Las células del epitelio
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dentario elaboran enzimas que destruyen el tejido conjuntivo por
desmolisis. Si se produce una degeneracion prematura del epitelio

reducido puede no presentarse la erupcién %37,
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D. MODELOS EXPERIMENTALES PARA EL ESTUDIO DE LA
ODONTOGENESIS.

Desde un punto de vista general, para los mamiferos (incluyendo al hombre) la
boca es la primera parte del sistema digestivo y se considera como una unidad
estructural bien definida con caracteres fijos y uniformes tales como los labios,
dientes, lengua y glandulas salivales. Sin embargo, una amplia variedad de
vertebrados muestran que las estructuras bucales también pueden variar

considerablemente 7239,

La morfogénesis dental de la rata, es un proceso que involucra eventos
bioquimicos y fisiologicos relacionados con el ectodermo y el mesénquima. La
histogénesis de patrones epiteliales y la expresion de la informacidn genética
durante la citodiferenciacion. La odontogénesis de los dientes de rata al igual que

la del ser humano se relacionan entre si porque:

e Se estudian en tres etapas o estadios que son el de brote, casquete y
campana.

e La habilidad del mesénquima dental para inducir la formacion del érgano
del esmalte y la papila dental para estimular el depdésito de la matriz de la
dentina, esta interaccion tisular se presenta tanto en el germen dental de
rata como en el humano.

e La papila dental compuesta por células del ectomesenquima no puede ser
estimulada para desarrollar la matriz de la dentina, a menos que el 6rgano

del esmalte esté presente.

Estas interacciones duales pueden considerarse como importantes modelos de
estudio histogenético para comprender las fases del desarrollo dental en el
humano “” 3% La odontogénesis de rata ofrece un modelo Unico para interpretar

algunos procesos de desarrollo como son la estructura y ultraestructura, simetria,
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organizacion espacial, interacciones secuenciales tisulares y la citodiferenciacion
especifica. Aunque se han realizado muchas investigaciones con material
humano, las limitaciones éticas para la obtencion de muestras, restringen el
estudio de las etapas del desarrollo dental. Por otro lado, los estudios realizados
en animales han permitido conocer tanto los estadios tempranos como tardios,
siendo los roedores de laboratorio los modelos experimentales “ideales” para el
estudio del desarrollo de los dientes, pese a que la edad del desarrollo dental en
modelos experimentales no son comparables con la edad cronolégica del
desarrollo del humano, son un importante parametro para su buena comprension
(Tabla 3).

TABLA 3. CRONOLOGIA DEL DESARROLLO DENTAL EN MURINOS (RATA).

ETAPA INCISIVOS SEGUNDO TERCER
MOLAR MOLAR
Inflexion primaria
11 DG 15 DG nacimiento
Etapa de Boton 12 DG 16 DG 3 dias de edad
Etapa de Casquete 13 DG 17 DG 5 dias de edad
Etapa de Campana 14 DG 18 DG -
Morfodiferenciacion 16 DG nacimiento -
Dentinogénesis 17 DG 3 dias de edad --
Amelogénesis 18 DG 4 dias de edad --
Calcificacion Nacimiento 5 dias de edad -

Dias de gestacion (DG).
Tomado de: Ramos et al, Nanci et al y Gomez et al *" %%

Como hemos visto la relacion que se presenta durante el desarrollo del diente
humano y de rata tiene algunas situaciones en comun lo que hace este roedor el
modelo de estudio ideal para realizar multiples investigaciones sobre el tema. Sin
embargo, en la siguiente tabla se mencionaran algunas diferencias importantes

entre el diente humano y el de rata (Tabla 4).
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TABLA 4. COMPARACION ENTRE EL DIENTE DE HUMANO Y EL DE RATA.

DIFERENCIAS ENTRE LA DENTICION DEL SER HUMANO Y LA RATA

SER HUMANO RATA

2 denticiones: Monofiodonto
Temporal y Permanente

Cada cuadrante con:

2 incisivos Cada cuadrante con:
1 canino 1 incisivo
2 premolares 3 molares
3 molares
Los incisivos permanentes se desarrollan, se Los incisivos se desarrollan, se calcifican y
calcifican y erupcionan solo una vez. erupcionan constantemente durante la vida del
animal.

Recopilacién de: Gémez et al, Nanci et al y Farris et al ®"*% ")
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E. ADMINISTRACION DE DOSIS ORALES.

La via de administracién oral se clasifica dentro de las vias enterales “¥

s Y
consiste en administrar la dosis de uno o mas farmacos a un individuo a través de
la cavidad bucal para su posterior deglucién y absorcidén por el tubo
gastrointestinal y su posterior ingreso al torrente sanguineo, para la distribucién

en todos los tejidos que presenten irrigacion sanguinea.

1. VENTAJAS DE LA ADMINISTRACION ORAL DE DROGAS.

e Es el método mas comun, rapido, seguro y econémico de utilizar.

e Es muy facil suministrar la dosis por que solo se coloca en la cavidad bucal
y en el caso de las ratas se deben manipular con precaucion para
asegurarnos que el farmaco ha sido deglutido mientras se administra 4.

e La dosis puede ser cuantificada durante el suministro.

2. DESVENTAJAS DE LA ADMINISTRACION ORAL DE DROGAS.

e Es preciso tener cuidado para manipular a las ratas mientras se administra
la dosis, debido a que se puede perder un poco de la sustancia durante la
administracién, si lo anterior sucede, la dosis no podra ser cuantificada
correctamente.

e El farmaco administrado oralmente sufre un efecto de primer paso, esto es,
ingresa al higado por el sistema porta-hepatico, el hepatocito es la célula
encargada de desintoxicar al organismo por lo cual los farmacos que
ingresen a él, seran transformados a sus metabolitos para su facil
eliminacién. Consecuentemente la droga administrada por via oral
mantendra concentraciones en sangre mas bajas en relacion a una
administracion intravenosa, en esta ultima, toda la droga sera distribuida

rapidamente a la sangre porque entra directamente al torrente sanguineo
(44)
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e Algunas situaciones interfieren en la absorcion de las drogas como:
presencia de vomito o diarreas y el pH gastrointestinal; por lo cual la

absorcion se dificulta y se hace lenta.

V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

No son del todo bien conocidos los efectos toxicos del EG y del MC en modelos
experimentales. Sin embargo, en estudios experimentales previos, se ha
encontrado que las alteraciones que se presentan en las estructuras bucales y
craneo-faciales por estas sustancias tienen diferentes niveles de afectacion, ésto,
debido a la variabilidad de la expresion en el mismo modelo, en los seres

117-249) " ; En qué medida los solventes afectan la

humanos existe agenesia dental (
estructura dental?, ;Qué sucede con los ameloblastos del 6rgano del esmalte?,
¢ Qué repercusiones dentales tienen los productos por la exposicion indirecta a los
solventes organicos?, existen muchas interrogantes que a la fecha no se han

aclarado.

VI. JUSTIFICACION

La escasa informacion que existe acerca de las alteraciones dentales asociadas a
la ingestidn crénica de MC y EG. Hace necesario llevar a cabo experimentos con
estas sustancias utilizando modelos animales y de esa forma aumentar nuestro
conocimiento acerca de las alteraciones dentales asociadas a la embriogénesis
dental y en especifico como se hace en el presente trabajo al epitelio interno del

germen dental de rata con 19 dias de gestacion.

La intoxicacion de éteres de glicol se relaciona ampliamente con la actividad
laboral y por una ingesta accidental. Si entendemos que un accidente se presenta
de una forma espontanea, no planeada y por razones mal definidas, en alguna
situacion los accidentes tienen antecedentes inexplicables; por ejemplo: los dafios
que puede causar la radiacion a la especie humana que son multiples y

generalmente estan ligados a accidentes de trabajo, por el mal uso de aparatos
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radioactivos e incluso por las guerras; las investigaciones que se realizan con
respecto a los diferentes tipos de radiacion son amplias y se les designan
recursos economicos para recabar resultados, estos resultados ayudaran a la
humanidad para que tenga un mayor conocimiento sobre el tema y a si pueda
enfrentar este grave problema. Por lo cual el realizar investigaciones que puedan
esclarecer los dafos ocasionados por solventes usados comunmente (como son
metil celosolve y etilén glicol), enriquezcan los conocimientos para que se puedan
establecer los dafos celulares ocasionados en el sindrome de los esteres del

glicol.

VII. OBJETIVOS.

1. OBJETIVO GENERAL.

Identificar los patrones estructurales y ultraestructurales (de la membrana nuclear,
el reticulo endoplasmico liso y del reticulo endoplasmico rugoso) del ameloblasto
en la region intercuspidea de modelos experimentales (fetos de ratas de 19 dias
de gestacion) por exposicion indirecta al metil celosolve y etilén glicol a
concentraciones del 5%, 10% y 15% en una relacién 1:1 administrada por via oral

a las ratas gestantes, la cantidad de 0.5 mL de la mezcla.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

o Determinar las caracteristicas estructurales y ultraestructurales en el
epitelio interno del 6rgano del esmalte en productos sanos de 19 dias de

gestacion.
o Determinar la existencia de alteraciones estructurales y ultraestructurales

en el epitelio interno del érgano del esmalte en productos de 19 dias de

gestacion expuestos de forma indirecta a la mezcla de metil celosolve y
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etilén glicol a una concentracion del 5%, 10% y 15% administrada a la rata

gestante por via oral.

° Determinar el tipo de alteracion estructural con microscopia optica en los

tres grupos experimentales.

o Determinar la existencia de cambios ultraestructurales en: la membrana
nuclear, el reticulo endoplasmico liso y del reticulo endoplasmico rugoso;
de las células del epitelio interno del 6rgano del esmalte en la region
intercuspidea del primer molar del maxilar con microscopia electrénica de

transmision (MET) en los tres grupos de estudio.

° Comparar los resultados obtenidos en cada uno de los grupos
experimentales con el grupo control para determinar los cambios
estructurales y ultraestructurales del epitelio interno del 6rgano del esmalte

en la region intercuspidea en el sindrome de éteres del glicol.

VIII. HIPOTESIS.

Hi El etilén glicol y el metil celosolve producen alteracion estructural y
ultraestructural en las células del epitelio interno del 6rgano del esmalte; en la
membrana nuclear, el reticulo endoplasmico liso y el reticulo endoplasmico

rugoso.

H, Los dafios tisulares estaran dados en base a una dosis dependiente.
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IX. MATERIALES Y METODOS
1. TIPO DE ESTUDIO.

Experimental, transversal.

2. GRUPOS DE ESTUDIO.
Se utilizaron 20 ratas hembras adultas jévenes, sanas (200—-250 gramos de peso)
cepa Wistar, distribuidas en 4 grupos de 5 ratas hembras en cada uno y 8 machos

sanos (dos por grupo).

2.1. GRUPO CONTROL. Sin manipulacién, solo alimento y agua ad libitum.

2.2. GRUPOS EXPERIMENTALES.

2.2.1. Primer grupo experimental: Se les aplicé 0.5 mL de la mezcla de
EG y MC al 5% por VO por medio de una jeringa (para administrar
insulina).

2.2.2. Segundo grupo experimental. Se les aplicé 0.5 mL de la mezcla de
EG y MC al 10% por VO por medio de una jeringa (para administrar
insulina).

2.2.3. Tercer grupo experimental. Se les aplicon 0.5 mL de la mezcla de
EG y MC al 15% por VO por medio de una jeringa.

3. VARIABLES.
3.1. VARIABLES DEPENDIENTES.
Numero de productos vivos.
Numero de productos muertos.
Numero de reabsorciones.
Malformaciones que presenten los productos.
Cambios estructurales vy ultraestructurales en las células que forman el

organo del esmalte.
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3.2. VARIABLES INDEPENDIENTES.
Solventes etilén glicol y metil celosolve.

Dosis aplicada.

4. CRITERIOS.
4.1. CRITERIOS DE INCLUSION.
Ratas hembras cepa Wistar.
Fetos que se hayan desarrollado.
Productos que sean viables.

Fetos con alteraciones craneo-maxilo-faciales y dentales.

4.2. CRITERIOS DE EXCLUSION.
Ratas que manifiesten alguna enfermedad durante el periodo de
observacion.

Ratas que no manifiesten prefiez.

5. METODOLOGIA.

Los modelos experimentales fueron ratas de la cepa Wistar, que nacieron y se
criaron en el Bioterio de la DEPel, Facultad de Odontologia, UNAM. Una vez
formados los cuatro grupos (control y experimentales), se aparearon y al
momento de observarse el tapdn vaginal, se tom6é como dia 10 de gestacién; a
partir de ese momento se inicid la administracion de la mezcla de los éteres del
glicol a los diferentes grupos experimentales. Al término de los 19 dias de
gestacion se les practico cesarea para la obtencion de los fetos, posteriormente

) Los

se sacrifico a la rata madre como lo marca la norma 1SO 10993-2
productos se cuantificaron y se identificaron como productos vivos, productos

muertos y reabsorciones.

5.1. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA MICROSCOPIA FOTONICA

(MF). En forma aleatoria se sacrificaron tres productos de cada grupo para su
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procesamiento histolégico y realizar el estudio en MF, las muestras fueron
procesadas de forma automatizada, incluidas en parafina, cortadas de forma
seriada a 3um, tefiidas con Hematoxilina y Eosina, y tricromica de Masson
contrastada con azul de anilina y verde brillante, montadas y observadas al

microscopio “4¢47),

5.2 PROCESAMIENTO DE TEJIDO PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
TRANSMISION (MET). Para este procedimiento se sacrifico un feto, se coloco
sobre una base para obtener la muestra (preparado el mismo dia y en fragmentos
de 0.3-0.6 mm®). Se lavé 3 veces por 5 minutos con PBS 0.1 M a pH 7.4. Una vez
obtenida la muestra se procedi6 a su fijacién con glutaraldehido al 2.5% vy
paraformaldehido al 2.5% en PBS 0.1 M. por 4 horas. Después se realizaron
enjuagues con PBS a 0.1 M, 3 veces por 10 min. La postfijacion dur6 de 1-2 horas
y se realizd con tetradxido de osmio al 1% en PBS 0.1 M. Nuevamente se lavd
con PBS a 0.1 M. Posteriormente se realiz6 la deshidratacion con Acetonas en 2
ocasiones con una duracion de 10 minutos (Etanol 30% por 10 min, etanol 50%
por 10 min, etanol 80% por 10 min, etanol 90% por 10 min, etanol 96%), el ultimo
alcohol fue etanol al 100% y se realizaron 3 enjuagues por 10 min. A continuacién
se lavo con oxido de propileno 3 veces por 10 min. Después se preincluyé con
oxido de propileno mas resina (epon) 1:1 dejando las muestras embebidas por 16
horas. La inclusion en Epon fue a 60°C durante 24 horas, para la obtencion del
bloque y se realizé una piramide sobre el mismo. Se hacen cortes semifinos de
100-150 [Um para definir el tejido en microscopia foténica y contrastado con azul

de toluidina. Se realizaron cortes ultrafinos de 80-100 [Im en ultramicrotomo “49),

6. MATERIALES.
6.1. EQUIPO.
Material y equipo necesario para obtener cortes embebidos en parafina de 5 um

de grosor y tincion con Hematoxilina & Eosina y tricromica de Masson.
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Material y equipo necesario para obtener cortes utiles para su analisis a
microscopia electronica. (Microscopio Electronico Jeol 1010)

Material y equipo de oficina y cédmputo.

6.2. REACTIVOS.
Xileno
Alcoholes
Solventes organicos
Etilén glicol.
Metil celosolve.
Colorantes
Para tincion de Hematoxilina & Eosina
Hematoxilina de Harris
Eosina de Gills
Para tincion de Tricromica de Masson
Hematoxilina
Azul de anilina

Verde brillante
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X. RESULTADOS.

1. MACROSCOPICOS.
1.1GRUPO CONTROL.

En este grupo de las 5 madres gestantes se obtuvieron 65 fetos vivos, teniendo

en promedio 13 fetos viables por madre (Tabla 5). Los productos presentaron

tamafio, forma, y caracteristicas estructurales homogéneas entre si.

1.2GRUPOS EXPERIMENTALES.

El grado de alteraciones en los grupos experimentales fue aumentado conforme

las concentraciones del EG y el MC se incrementaron, en el grupo de 5% se

obtuvieron 63 fetos vivos, en el de 10% solo se presentaron 37 fetos viables y en

el grupo experimental del 15% solo se tuvieron 7 fetos viables (Tabla 6); las

malformaciones encontradas fueron (Fig. 1):

1.
2.

2L .

7.

Disminucion en el numero de fetos vivos.

Falta de desarrollo, con retardo en el crecimiento, como consecuencia talla
disminuida.

Malformaciones craneofaciales.

Acortamiento de cuello.

Falta de pared abdominal.

Acortamiento de extremidades superiores e inferiores.

Reduccién en la cola.

La gravedad de las alteraciones se manifesté en relacién al aumento de las

concentraciones de los solventes organicos.

Fig. 1. Imagen macroscopica de un feto de 19 dias del grupo
experimental 15%, en la que se aprecia la falta de cierre de la
pared abdominal (flecha) con exposicion de visceras vy
acortamiento de las extremidades.
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TABLA 5. PRODUCTOS VIVOS, MUERTOS Y REABSORCIONES
OBTENIDOS EN EL GRUPO CONTROL Y LOS GRUPOS EXPERIMENTALES.

2. MICROSCOPIA FOTONICA.
2.1GRUPO CONTROL.
En este grupo se encontraron gérmenes dentales en etapa de campana, se
identific6 por medio de dos tinciones una basica y otra especial como es la
tricromica de Masson contrastada con verde brillante y azul de anilina la
arquitectura del germen dental, que estaba constituido por los cuatro
componentes del o6rgano del esmalte que son epitelio interno (El), estrato
intermedio (EIn), células del reticulo estrellado (RE) y el epitelio externo (EE); la
papila dental y el saco folicular. En la papila dental (PD) se encontré una capa
celular de formas y tamafos diversos agrupados en empalizada correspondientes
a los odontoblastos (O) que indica que se encuentran en distintos periodos de
maduracién, algunos de ellos principalmente los adyacentes a las cuspides con
funcion secretoria, en contacto con el epitelio interno y separados de este epitelio
por la membrana basal (MB) como se identifica en los cortes tefiidos con
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tricromica de Masson. La vaina epitelial de Hertwig (VEH) se encontré bien

definida formada por la union del epitelio interno con el epitelio externo en la zona

cervical (ZC) del germen dental (GD) (Fig. 1). Se puede observar la matriz

extracelular (ME) que se encuentra en las porciones intercuspideas y en las

cuspides del germen dental entre el epitelio interno y el epitelio externo; es dificil

distinguir el origen de esta matriz; sin embargo como veremos mas adelante (en

los resultados de MET), el odontoblasto produce secreciones proteicas que

deposita en su porcion basal; mientras que el ameloblasto se encuentra en un

estadio pre-secretor, en pocas ocasiones se puede observar la formacion de una

matriz mineralizante en su porcidn secretora (Fig. 2).

(B)sx
OE

VEH PD

El

RE

(C) 5x OE
PD

El

SF
HA

EE

EIn

CO
RE

HA
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Fig. 1. Cortes histoloégicos a 5x del germen
dental de rata (primer molar superior) de 19
dias de gestacion en el grupo control; en
estadio de campana, contrastadas con tres
tinciones para microscopia Optica. (A) Tincion
con H&E. (B) Tincién tricromica de Masson
contrastada con verde brillante y (C) Tricromica
de Masson contrastada con azul de anilina. La
produccion de matriz extracelular (ME) se
identifica de color azul o verde con la tricromica
de Masson, asi como eosindfila con H&E, al
igual que la membrana basal (MB). Se
identifican las futuras caracteristicas
anatémicas, asi como los componentes del
6rgano del esmalte (OE), como epitelio interno
(El), estrato intermedio (EIn), reticulo estrellado
(RE), epitelio externo (EE), la papila dental
(PD), la capa odontoblastica (CO), el saco
folicular (SF) y el futuro hueso alveolar (HA).
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2.1.1 Organo del esmalte. La observacion microscopica de las células del El
y EE del 6rgano del esmalte revelé que las células del EE se
encontraban agrupadas en empalizada con forma cubica, circundando
al germen dental, éstas a su vez rodeadas por el saco folicular. En el
epitelio interno se identificaron tres diferentes estadios en los
ameloblastos que fueron: preameloblastos (PA), ameloblastos
presecretores (APS) y ameloblastos secretores (AS), las células que
conformaban la zona cervical se encontraron pobremente diferenciados;
mientras que las células localizadas en direccibn a las cuspides
presentaron mas diferenciacion (Fig. 2(A)). En el area intercuspidea el
El se observo con dos estadios de diferenciacion de las células (Fig.
3(A)), los ameloblastos secretores mostraron nucleo polarizado, con
una relacion nucleo-citoplasma de 3:1; estas células tienen una region
secretora o basal y otra distal que se encuentra en contacto con las
células del estrato intermedio (CEIn), también existe una matriz
extracelular entre el El y la capa odontoblastica. Las CEln, son
importantes debido a que permiten la difusion de nutrientes y por ende
la nutricion del epitelio interno ya que como se sabe el epitelio es
avascular (Fig. 3), también se observd gran cantidad de vasos
sanguineos presentes en la papila dental y en el saco folicular que
aportan los nutrientes al germen dental, la matriz cercana a la zona
secretora de las células del EI contienen prolongaciones
citoplasmaticas del odontoblasto lo que define a la matriz tedida
eosindfila claro con H&E, verde brillante y azul con la tincién de
tricromica de Masson (TABLA 6 y Fig. 4).
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RE

RE

SF

() 10x (B) 10x

e ————————— Fig. 2. Grupo control. Los cortes histologicos
con aumento de 10x, permiten observar los
dos epitelios del germen dental (El y EE) con
dos tinciones: (A) H&E, (B) Tricromica de

RE Masson contrastado con verde brillante y (C)
Tricrémica de Masson con Azul de Anilina.

ME Se puede identificar ameloblastos con

diferentes niveles de diferenciacion como

son PA, APS y AS. Esta diferenciacion
celular se presentd6 mejor definida en
direccion a la zona de las cuspides.

SF

(C) 10x
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Figura 3. Vista histologica a 400 aumentos.
Se puede observar la estructura del epitelio
interno (El) del germen dental, sobre un area
intercuspidea (Al). (A) H&E, (B) Tricrémica de
Masson con verde brillante y (C) Tricrémica de
Masson con Azul de Anilina. Se aprecia en el
corte la actividad secretoria de los
ameloblastos en el epitelio interno hacia la
union amelodentinaria (UAD), donde se
relacionan directamente con su matriz
extracelular, los odontoblastos (O) se
encuentran  agrupados en empalizada
conformando la capa mas superficial de la
papila dental.
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I

ME
El
Eln ME
El o
(A) 100x (B) 100x
T e T ==
Fig. 4. (A) La capa ameloblastica se aprecia en una Eln

zona intercuspidea con H&E, con (B) Tricromica
contrastada con verde brillante y (C) Tricromica con
Azul de Anilina. A 100X se identifica el estrato
intermedio (Eln) formado por células aplanadas

El
localizadas arriba de los ameloblastos, sus nucleos
polarizados, los limites de la porcién basal del o
ameloblasto.
T ME 3

(C) 100x

2.2. GRUPO EXPERMIENTAL 5%.

En el grupo experimental de 5%, el germen dental mostré la formacion de todas
las estructuras como en el grupo control, sin embargo se encontro ligero retraso
en el desarrollo tisular. Las alteraciones caracteristicas de este grupo fueron la

falta de produccién de matriz extracelular principalmente. La unién amelo-
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dentinaria se encontré adelgazada en comparacién con el grupo control (Fig. 5),
esto se observo con mayor definicion en la tincion de tricromica de Masson. Las
células del El se identificaron como preameloblastos por su caracteristica principal
que es la ubicacion céntrica del nucleo que no esta polarizado y por la nula
secrecion de matriz extracelular en el area basal de la célula (Fig. 6A). En lo que

respecta a la PD se apreciaron las prolongaciones citoplasmaticas de los

odontoblastos inmersos en la matriz extracelular producida.

RE

= : . e ——————— g s ———
(A) 10x EE (B) 10x

Fig. 5. Primer grupo experimental

administracion de la mezcla de solventes al 5%.

En el corte se encuentra un germen dental

tefiido con (A) H&E, (B) tricrémica de Masson

EE contrastada con verde brillante y (C) con azul de
PD El anilina a 10X de aumento, en el corte se puede
observar ausencia de matriz extracelular

ocasionada por la falta de diferenciacion celular.

Desorganizacién del El y retraso en

RE formacién de la capa odontoblastica, que tiene

una relacion directamente proporcional con el

proceso de diferenciacién celular

(C) 10x ameloblastos.
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PD
El
ME
(A) 100x
_____ 05
El
TN R TN
(c) 100x

2.3. GRUPO EXPERMIENTAL 10%.

PD

El ME

(B) 100x

Fig. 6. En el corte histolégico tefiido (A)
con H&E, (B) Tricrémica con verde brillante
y (C) Tricromica con Azul de Anilina a
aumentos de 100x se aprecia la
desorganizacion del El, la disposicién
central de los nucleos de los pre-
ameloblastos por su retraso de
diferenciacion. Las células del estrato
intermedio son redondas, hay falta de
secrecion de matriz extracelular por lo que
se nota una delgada banda de matriz
tefiida con verde brillante. La capa
odontoblastica no se encontré en
empalizada.

En este grupo experimental se siguieron presentando en el germen dental las

cuatro capas epiteliales que se identificaron en el grupo control y experimental del

primer grupo, el germen dental se encontré en estadio de campana, sin embargo
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el retraso en el desarrollo tisular fue mayor debido a: las alteraciones producidas
por el EG y el MC involucrando la falta de matriz extracelular y la poca
vascularidad. La unién que hay entre el epitelio interno y la capa de odontoblastos
fue escasa. El delgado epitelio externo presentd irregularidades en todo su
contorno aunque sus células se mantuvieron en aparente empalizada (Fig. 7). Las
células del epitelio interno se encontraron en etapa de preameloblastos por su
nucleo céntrico y porque se relaciona con poca o nula matriz extracelular en el
area basal de la célula, la forma de las células en ocasiones fue columnar y
también poliédrica (cuboidal o poligonal), con una pobre celularidad dentro del

reticulo estrellado y de la papila dental (TABLA 6, Fig. 8).

VEH
PD
El
El PD
RE
RE
_ S .
EE
(A) 10x (B) 10x
Fig. 7. Corte de germen dental a los 19 dias de PD

gestacion del grupo experimental de 10% tednido
con (A) H&E, (B) Tricromica con verde brillante y El
(C) Tricromica con Azul de Anilina. El epitelio

externo (EE) presenta desorganizacion celular,

falta de empalizamiento de las células cilindricas

del epitelio interno (El), asi como también falta de

organizacion de la papila dental (PD) y el tejido era

friable.

RE

(C) 10x EE
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PD
ME
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Figura 8. (A) Corte histolégico a 40x tefiido con H&E, en el que se puede apreciar hemorragia en
el reticulo estrellado, la formacién de la matriz extracelular (ME), (B) que se puede ver eosindfila
tenue, (C) con la Tricrdmica con verde brillante se encuentran las células del estrato intermedio
(CEIl) aparentemente apiladas. (D) Tricrémica con Azul de Anilina. Los preameloblastos (PA) del
epitelio interno mantienen una forma poliédrica y columnar con retraso en el proceso de

diferenciacion celular.

2.4. GRUPO EXPERMIENTAL 15%.

El germen dental se encontr6 en estadio de brote y sin formacion de la

capa epitelial interna ni tampoco la capa epitelial externa, las células de la

lamina dental tenian forma poliédrica: lo anterior indica una grave y severa

falta de diferenciacion celular. Fue muy dificil encontrar vasos en los tejidos

y por lo cual la vascularizacion en el germen dental resulté muy deficiente

(Fig. 9). No se encontr6 matriz extracelular. No hay ninguna célula

diferenciada del

organo del

esmalte, se pueden observar células
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mesenquimatosas y ectomesenquimatosas provenientes de la migracion

del epitelio bucal por invaginacidén (TABLA 6, Fig. 10).

PD

PD
GD GD

(B) 10x (A) 10x

- Figura 9. La imagen tomada de un germen dental
del grupo experimental 15% observada a 10x

PD tefiido con (A) H&E, (B) Tricromica con verde
brillante y (C) Tricromica con Azul de Anilina,
muestra el estadio de brote en que se encuentra el
germen dental (GD), no hay diferenciacion celular,
dando el aspecto de células
ectomensenquimatosas son de células de la lamina
dental (CLD), también hay lisis celular lo que no
permite identificar los componentes estructurales
del germen dental.

GD

(C) 10x

CLD

— o —

(A) 100x (B) 100x (©) 100x
Fig. 10. Cortes histolégicos observados a 100x con (A) H&E se aprecia la desorganizacién de las
células del germen dental y la lisis celular, (B) Tricrdmica con verde brillante que tifie la escasa
matriz extracelular que se secreta de forma atipica por las células que seran en un futuro
ameloblastos y (C) Tricromica con Azul de Anilina, las células de este estadio son de la lamina
basal con forma poliédrica.
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TABLA 6. RESULTADOS DE MICROSCOPIA FOTONICA, QUE RESUME LAS ALTERACIONES
PRODUCIDAS POR LOS GLICOLES.

TEJIDO

ETAPA DE ORGANO DEL Campana Tardia Campana Temprana Campana
ESMALTE Temprana
Ameloblastos Preameloblastos, Preameloblastos,
EPITELIO INTERNO (EI) diferenciados y Columnares Columnares y
Presecretores, de Poliédricas

forma columnar

EPITELIO EXTERNO (EE) Células cuboidales en | En empalizada En empalizada
empalizada
Abundante Moderada y Poca Poca

MATRIZ EXTRACELULAR
ENTRE EE Y ElI

CELULAS DE LA LAMINA
DENTAL EN ETAPA DE

BROTE
VASCULARIDAD Buena Poca Mala
TIPO DE DANO NULO BAJO MEDIO
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3. RESULTADOS DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
TRANSMISION (MET).

En el estudio ultraestructural de las muestras tanto del grupo control como de los
grupos experimentales se encontraron hallazgos que por las limitaciones del
microscopio foténico no pudieron ser identificados. Las muestras obtenidas de 19
dias de gestaciéon fueron procesadas inmediatamente, esto es importante para

evitar lisis celular.

Organelos celulares. En este estudio se revisaron los siguientes organelos como
son: nucleo, reticulo endoplasmatico rugoso (RER), reticulo endoplasmatico liso
(REL), aparato de Golgi, vesiculas y mitocondrias. Estos organelos son
importantes dentro del ameloblasto, cuya funcion principal es la sintesis de la

matriz extracelular.

Grupo control. Es importante establecer que el estudio con MET se enfocé a las
células de la capa del El, esta capa celular mostré el ordenamiento en empalizada
de los ameloblastos (Ams) visto con MET a 5,000 aumentos, las CEIl presentaron
caracteristicas morfolégicas transicionales a las células del epitelio interno (El) y
del reticulo estrellado (RE) que las delimitan, siendo de forma fusiforme, nucleo
centrado, el RE mostré6 como su nombre lo indica, células con prolongaciones
citoplasmaticas semejando una estrella, en tanto que el EE mostro células cubicas
de forma homogénea y nucleo central. En la papila dental, los odontoblastos (O)
se encuentran cercanos a la membrana basal, agrupados en empalizada. Es
importante remarcar que la diferenciacion celular del O permite que el Am se
diferencie para producir su matriz extracelular, son células formadoras de
predentina y dentina; éstas se diferencian a partir de células de la papila dental
(CPD), en muchos casos fué frecuente encontrar las prolongaciones
citoplasmaticas de los odontoblastos (PCO) embebidas en su matriz extracelular

de predentina, las PCO llegan a tener contacto directo con la membrana basal; la
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produccidon proteica de la matriz extracelular del odontoblasto es un activador
importante para que los ameloblastos produzcan matriz extracelular sobre la
membrana basal. La matriz extracelular de los ameloblastos presecretores (ME-
Am) frecuentemente se encuentra entre célula y célula, sin embargo, no hay
acumulacion de ME-Am presecretores en la region basal 6 préxima a la
membrana basal; esto clasifica a los ameloblastos de nuestro grupo control como

pre-secretorios.

3.1 AMELOBLASTO PRESECRETOR

3.1.1 Grupo control.

Los ameloblastos presecretorios (AmPS), se observaron de forma columnar con
uniones intercelulares de tipo nexo. Los AmPS presentaron dos polos o regiones,
la regién basal o secretoria (RS) que se encuentra dirigida hacia la papila dental
separados por medio de la membrana basal (MB) y la matriz extracelular (ME) que
conformaron la union amelodentinaria (UAD) y la regién distal (RD) que tiene
interaccion con las células del El. Los AmPS tenian un solo nucleo, de forma
ovoide excéntrico, polarizado hacia la region distal (RD) con una relacidon nucleo-
citoplasma de 3:1 (N:C) y con nucléolo (No) hacia la periferia (Fig. 11). El RER se
encontrd rodeando al nucleo, con las cisternas bien definidas, abundante cantidad
de ribosomas. Por encima del nucleo ubicado hacia la region secretoria (RS) se
ubicé el aparato de Golgi, asi como las vesiculas de secrecion de tamaros
diversos, conteniendo proteinas del esmalte, gran cantidad de mitocondrias
distribuidas en el citoplasma del AmPS (Fig. 12 y 13; Tabla 7).
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Fig. 11. Grupo control. Ameloblasto de zona intercuspidea que se encuentra en el El del 6rgano del
esmalte a 5k (5,000 aumentos). Nucleo (N), matriz extracelular (ME), membrana basal (MB), secrecion de
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odontoblastos (S-O), citoplasma (Ci), prolongaciones citoplasmaticas del odontoblasto (PCO),
ameloblastos pre-secretores (AmPS), células del estrato intermedio (CEl), nucléolo (No).

(A) (B)

(@

Fig. 12. GRUPO CONTROL. Microfotografia que contiene distintos organelos en el citosol vistos a 50,000
aumentos. vesiculas electrodensas (VED), poli-ribosomas (PR), membrana externa de ameloblasto(ME-
Am), reticulo endoplasmatico rugoso (RER), nucleo (N), mitocondrial (M), vesicula (V), Golgi (G), matriz
externa del odontoblasto (ME-O), reticulo endoplasmatico rugoso (RER), cisternas del reticulo
endoplasmatico rugoso (Cis-RER).
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Fig. 13. GRUPO CONTROL. ORGANELOS DENTRO DEL CITOSOL a 50,000 aumentos. Los organelos contenidos en el
citoplasma (Ci) son basicamente reticulo endoplasmatico liso (REL) y polirribosomas (PR). Ntcleo (N), reticulo

53



TESIS DE MAESTRIA EN CIENCIAS MEDICAS, ESTUDIO ESTRUCTURAL Y ULTRAESTRUCTURAL DEL EPITELIO INTERNO
ODONTOLOGICA Y DE LA SALUD. EN EL GERMEN DENTAL DE RATAS EXPUESTAS A ETILEN GLICOL Y METIL
CELOSOLVE.

C.D. CONSTANTINO CAMPOS ALEXIEI.

endoplasmatico rugoso (RER), vesiculas mixtas (VMix), uniones intercelulares (Ul), Golgi (G), mitocondria (M), matriz
extracelular (ME). El proceso de Tomes se forma con el contenido de RER, G, M y algunas vesiculas.

3.1.2 Grupo experimental de 5%.

En este grupo experimental se encontraron pocos cambios ultraestructurales en
comparacion con el grupo control, la observacion a 2,500 aumentos mostré células
columnares, con nucleo ovoide céntrico de bordes mal delimitados dentro del
citoplasma celular; con dos polos como en el grupo control, un polo secretor o
region basal (RB) y otro polo o regién distal (RD). La relacién nucleo citoplasma
(N:C) fue de 2:1; no se presenta con frecuencia el nucléolo (No). En la cuspide del
molar (zona de mayor desarrollo celular en el El), las células se encontraron con
retraso en su proceso de diferenciacion, con poca o nula produccion de matriz
extracelular. Las uniones intercelulares (Ul) se encontraron presentes. Los
preameloblastos (PrAm) se encontraron relacionados hacia la papila dental con la
membrana basal (MB), en la RD en contacto con las CEI (Fig. 14). La pérdida de
la forma del nucleo fue otra caracteristica importante, asi como, su posicién central
en lugar de estar polarizado. Los organelos celulares no estan distribuidos en

forma normal en el citoplasma (Fig. 15).

3.1.3 Grupo experimental de 10%.

Las células del El se observaron de forma columnar, con nucleo amorfo céntrico y
mal delimitado; solo por la relacion anatémica de la célula con la membrana basal
se pudieron identificar los dos polos, como en los dos grupos anteriores (RB y
RD). La relacién nucleo citoplasma (N:C) fue 1:1; no se encontré nucléolo (Fig.
16). En la cuspide del molar, las células se encontraron indiferenciadas, pero
presentaron uniones intercelulares (Ul). No hay matriz extracelular en la porcién
secretora del preameloblasto. Esto permite establecer el dafio de los pre-
ameloblastos por su falta de desarrollo y diferenciacion, esto se constata con la
observacion a 5000 aumentos en donde se apreciaron 5 células por campo, lo

cual no fue posible de ver en el grupo control. El nucleo no tuvo forma definida y
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tampoco estaba polarizado. Los organelos celulares se encontraron distribuidos en

todo el citoplasma con alteraciones en tamafio y forma (Fig. 17; Tabla 7).
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(B) (E)
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Fig. 14. GRUPO EXPERIMENTAL 5%. A) 2,500 aumentos Y B)-F) a 5,000 aumentos. Las células en estudio se definen
como preameloblastos (PrAm). Células del reticulo estrellado (CRE), region basal o secretoria (RB), region distal (RD),
reticulo endoplasmatico rugoso (RER), nucleo (N), citoplasma (Ci), secrecion del odontoblasto (S-O), nucléolo (No),
membrana basal (MB), prolongaciones citoplasmaticas del odontoblasto (PrO), matriz extracelular (ME).
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Fig. 15. GRUPO EXPERIMENTAL 5% a 50,000 aumentos y 25Ks. Diferentes organelos interactuando en el citosol (Ci).
Mitocondria (M), nucleo (N), polirribosomas (PR), reticulo endoplasmatico rugoso (RER), cisternas del RER (Ci-RER),

heterocromatina (He), vesiculas permeables al flujo de electrones (VPFE), uniones intercelulares (Ul), polirribosomas
(PR).
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(B) (E)
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Fig. 16. GRUPO EXPERIMENTAL 10%. Los preameloblastos (PrAm) caracteristicos de este grupo contienen
un gran nucleo. Células del estrato intermedio (CEl), nucleo (N), region basal o secretora (RB), region distal
(RD), células del reticulo estrellado (CRE), membrana basal (MB), matriz extracelular (ME), citoplasma, N:
ntcleo (Ci), nucléolo (No), unién intercelular (Ul).
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Fig. 17. GRUPO EXPERIMENTAL 10% a 50,000 aumentos. Se puede observar el citoplasma (Ci) vesiculas (V) y
polirribosomas (PR), pero pocos organelos incluidos dentro del C. nticleo (N), membrana citoplasmatica (MC), reticulo
endoplasmatico (RE), RE rugoso (RER), RE liso (REL), vesiculas electrodensas (VED), vesiculas permeables al flujo de
electrones (VPFE), membrana basal (MB), matriz extracelular del odontoblasto (ME-0O), mitocondria (M).

3.1.4 Grupo experimental de 15%.

En las observaciones realizadas con microscopia fotonica se encontré el germen
dental de este grupo experimental en etapa de brote. Las células de la lamina
dental no se encontraron diferenciadas, también no han formado el El y el EE; por
lo anterior las células son indiferenciadas y derivadas del ectodermo bucal por una
invaginacion al mesénquima. Las caracteristicas celulares son de células de la
lamina dental (CLD) del germen dental en brote (Fig. 18). Las CLD son poliédricas,
con nucleo amorfo y mal definido; no se pudo definir la RB y la RD, sin embargo,
la orientacién se identificé por la MB y por células de la papila dental (PD). La
relacion nucleo citoplasma (N:C) es de 1:1; sin No. No se observo produccion de
matriz extracelular. Las interacciones entre célula y célula son por uniones
intercelulares (Ul). Las CLD de este grupo se encontraron en intima relacién con la
papila dental por medio de la MB, en el area de lo que corresponderia a la RD
estuvieron en intimo contacto con las células del propio ectodermo. En un campo
de 5,000 aumentos se observaron de 6 a 10 células por campo. El nucleo no tiene
forma definida y no se encontré polarizado. Los organelos celulares se vieron

distribuidos en todo el citoplasma en forma desorganizada (Fig. 18; Tabla 7).
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Fig. 18. GRUPO EXPERIMENTAL 15% CUERPO CELULAR a 5,000 aumentos. Células de la lamina dental (CLD) mal
diferenciadas y desarrolladas con alteraciones en sus organelos a consecuencia del EG y el MC. N: nucleo, ME-CPD:
matriz extracelular de las células de la papila dental. Células de la lamina dental (CLD); se pueden observar mas de 6
células por campo en las fotomicrografias.

3.2 NUCLEO.

3.2.1 Grupo control.

El nucleo es el organelo celular mas grande presente en las células estudiadas.
Mostr6 dos membranas la interna y la externa, cada una constituida por una
bicapa fosfolipidica; la membrana interna generalmente estuvo acompanada por
heterocromatina (cromatina compacta) y rodeaba parcialmente a la membrana
interna del nucleo. La membrana externa conformé de forma parcial la envoltura
nuclear debido a que el RER formdé también parte de la envoltura, por lo que se
encontré intimamente relacionada con el RER (Fig. 19). La membrana externa del
N se describira con el RER debido a su relacion. Se encontré un nucléolo por cada
nucleo. La eucromatina, que contiene el material genético de forma extendida o
laxa conforma el resto de los espacios nucleares. Se pudo observar la integridad
del nucleo celular en interface, el nucléolo y la membrana nuclear (MN), la
presencia de poros nucleares, compuesto por proteinas propias de la membrana
nuclear de tipo anillo. El nucléolo (No) esta compuesto por rRNA, algunos granulos

de heterocromatina y eucromatina que rodearon al nucléolo (Fig. 19).
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Fig. 19. GRUPO CONTROL A 50,000 AUMENTOS, NUCLEO, NUCLEOLO Y MEMBRANA NUCLEAR. Se observa la relacién
de la heterocromatina (HE) con la eucromatina (EU), la presencia de un poro nuclear en el panel C). Membrana
nuclear (MN), citoplasma (Ci), nucléolo (No), polirribosomas (PR), poro nuclear (PN).

3.2.2 Grupo experimental 5%.

En este grupo se observaron cambios leves en la morfologia nuclear. Como en él,
los nucleos tendieron a ser ovoides en la regién cuspidea, mientras que los
nucleos de los preameloblastos de las fosas dentales no tienen una forma
definida. Esta constituido por dos membranas la interna y la externa; la membrana
interna se relacioné pobremente con la heterocromatina (cromatina compactada) y
recubrio el resto del material genético de la célula, también la heterocromatina
roded parcialmente al nucléolo. La membrana externa se relaciond intimamente
con el RER y REL en direccién a la RB y puede llegar a formar grandes espacios
(Fig. 20); se encontr6 como hallazgo importante dilataciones en la membrana
nuclear que no se presentaron en las células del grupo control, correspondiendo a
cisternas entre las dos membranas nucleares y por lo cual la envoltura nuclear
estaba dilatada; también se observd una fusion de la MN con las membranas del
RER (Fig. 20). Se encontré un nucléolo por cada nucleo. El material genético
distribuido en el nucleo esta constituido principalmente por eucromatina, mientras
que la heterocromatina estaba presente en poca cantidad en las areas periféricas
del nucleo. Todos los nucleos que se estudiaron en este grupo se encontraron en
estadio de interface del ciclo celular. Las dos envolturas de la membrana nuclear
formaron los poros nucleares, los cuales no fueron muy frecuentes en los nucleos

de los pre-ameloblastos de este grupo experimental.
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Fig. 20. GRUPO EXPERIMENTAL 5%, NUCLEO A 25,000 aumentos. Se puede observar el inicio de dafio porque la
membrana nuclear externa (MNE) se separa de la membrana nuclear interna (MNI) muy marcado en el panel E).
Membrana nuclear (MN), heterocromatina (He), eucromatina (Eu), ntcleo (N), nucléolo (No), citoplasma (Ci),
vesiculas electrodensas (VED), polirribosomas (PR), reticulo endoplasmatico rugoso (RER).

3.2.3 Grupo experimental 10%.

La morfologia nuclear a 50,000 aumentos mostrd la presencia de las membranas
interna y externa. A partir de las concentraciones administradas al grupo de 10%
en adelante, se presentaron diferentes dafos a nivel nuclear y en algunos nucleos
celulares no se pudo diferenciar la eucromatina de la cromatina condensada (Fig.
21); en el resto de las células, la cromatina laxa ocupo un campo de visualizacion
mas grande que el de la heterocromatina, por lo cual la cromatina condesada
quedo delimitada a pequenas areas del nucleo. La membrana interna del nucleo
no se encontré en relacion con la heterocromatina. La membrana externa se
relacion6 con los REL y RER en direccion al citoplasma formando grandes
cisternas. La dilatacion de la membrana nuclear fue mas evidente en este grupo
experimental que en el de 5%, esta dilatacion se presenté en todas las células de
estudio del presente grupo. No fue frecuente encontrar nucléolos. Todos los
nucleos que se estudiaron en el grupo del 10%, se encontraron en interface dentro

del ciclo celular (Fig. 21).

3.2.4 Grupo experimental 15%.

En el nucleo no se pudo diferenciar claramente la eucromatina de la cromatina
condensada. La cromatina laxa ocup6 un campo de visualizacidn mas grande que
el de la heterocromatina, la cromatina condesada quedd delimitada a pequenas
areas del nucleo. La membrana nuclear sufrié invaginaciones al interior del nucleo
(Fig. 22). La membrana externa estaba relacionada con los REL y RER formando
grandes cisternas. La dilatacion de la membrana nuclear fue mas evidente en este

grupo experimental que en el de 5% y 10%, esta dilatacién se presento en todas
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las células de estudio del presente grupo (Fig. 22). Las células de este grupo de
estudio se encontraron en interface.
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Fig. 21. GRUPO EXPERIMENTAL 10% NUCLEO CELULAR a 50,000 aumentos. La heterocromatina (He) se observa con
poca frecuencia y es mas visible la eucromatina (Eu). Nucleo (N), membrana nuclear (MN), MN externa (MNE), MN
interna (MNI), mitocondria (M), cisterna de la M (Ci-M), reticulo endoplasmatico rugoso (RER).
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Fig. 22. GRUPO EXPERIMENTAL 15% nucleo. El contenido nuclear se hace difuso, en la fotomicrografia A) se
demuestra la dificultad para distinguir la eucromatina del a heterocromatina. Nucleo (N), heterocromatina (He),
eucromatina (Eu), matriz extracelular (ME), unidn intercelular (Ul), reticulo endoplasmatico rugoso (RER), vesiculas
electrodensas (VED), citoplasma (Ci).

3.3RETICULO ENDOPLASMATICO.
3.3.1 Grupo control.

La membrana nuclear externa contiene abundante cantidad de ribosomas (Fig. 21)
y en pocas ocasiones se fusiona con el reticulo endoplasmatico rugoso sin
embargo se observo una relacion préoxima entre las cisternas del RER (Cis-RER)
con la membrana nuclear externa (MNE) (Fig. 23). Las redes formadas por los
reticulos endoplasmaticos parten desde el nucleo y se dirigen por todo el
citoplasma hacia las dos porciones de la célula (basal y distal), en algunas
situaciones se relaciondé con la membrana citoplasmatica fue frecuente ver la
fusion de membranas en la region distal de la célula. ElI REL fue poco frecuente en
este grupo y se caracterizé por no presentar ribosomas sobre su superficie, sin
embargo se continué siempre con el RER que presenté ribosomas adheridos a su
superficie; el RER llego a formar una unidad con el REL. Las redes del RER
contenian cisternas en donde se inicio la produccion de proteinas, por lo anterior
las Cis-RER presentaron proteinas inmaduras. Estas cisternas presentaron dos
morfologias: reticulares en forma de red (Fig. 23, panel A)) y semicirculares (Fig.
23 panel D)). El RER envolvia de forma semicircular a sus cisternas tomando la
apariencia de una gran vesicula, sin embargo, se observaron ribosomas que se

encontraron dispuestos sobre la membrana del RER.

El RE se relaciond, por su localizacion, por medio de vesiculas y con el complejo
de Golgi a menudo y cerca. Esta relacion es muy importante debido a que las

vesiculas transportadoras que generan los organelos membranosos, formaron una
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interconexidn con los diferentes componentes celulares (citoesqueleto, proteinas
acarreadoras y organelos celulares membranosos). Para que la célula acarree los
productos proteicos de un organelo a otro, utiliza vesiculas de transporte, las

cuales se describiran en su apartado correspondiente (Tabla 7).
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Fig. 23. GRUPO CONTROL, RETICULO ENDOPLASMATICO, 50,000 AUMENTOS. Sobresale la presencia de reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) del reticulo endoplasmatico liso (REL). Vesiculas electrodensas (VED), vesiculas
permeables al flujo de electrones (VPFE), cisternas del reticulo endoplasmatico rugoso (Cis-RER), polirribosomas (PR),
membrana nuclear externa (MNE), citoplasma (Ci), heterocromatina (He), nticleo (N).

3.3.2 Grupo experimental 5%.

Como se definié en el grupo control, existe una relacion de fusién de membranas
entre el RE y la MNE en donde se acumulan ribosomas. Las redes del RE parten
desde el nucleo y se dirigen por todo el citoplasma hacia las dos regiones
celulares, en algunos sitios se encontr6 en relacion con la membrana
citoplasmatica, fue frecuente ver la fusion de ambas estructuras principalmente en
la RD del pre-ameloblasto. EI RER también llego a formar una unidad con el REL
(Fig. 24). Las Cis-RER fueron reticulares y semicirculares. En este grupo
experimental inicié la presencia de poli-ribosomas libres dentro de las Cis-RER
(Fig. 24). El RE se encontr¢ distribuido por todo el citoplasma y fue el organelo
membranoso mas abundante en este grupo experimental, la unica relacion directa
que mantuvo casi de forma constante el RE fue con el nucleo, pero también se
encontré proximo a otros organelos celulares, principalmente con el Complejo de
Golgi y las vesiculas. Esta relacion es muy importante debido al transito de las
vesiculas (Tabla 7, Fig. 24).

3.3.3 Grupo experimental 10%.

En este segundo grupo experimental se encontrd fusidbn marcada y extensa (C)
entre las membranas del RE y la MNE con sobre-posicion de ribosomas. La
presencia de REL fue de forma abundante y equiparable en cantidad al RER. En
las Cis-RER habia proteinas inmaduras. EI RE ya no se encontré envolviendo de
forma semicircular a sus cisternas y por lo cual adquirié solo la forma reticular con

aspecto irregular y sin orientacion definida. La presencia de ribosomas libres
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dentro de las cisternas de los RER fue comun de observar (Fig. 25). El RE se
distribuyd ampliamente por todo el citoplasma y de nuevo fue el organelo mas
abundante para el grupo experimental de 10%, la unica relacién directa que

mantuvo fue con el nucleo.
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Fig. 24. GRUPO EXPERIMENTAL 5% RETICULO ENDOPLASMICO a 50,000 aumentos. Este organelo generalmente se
fusiona constantemente con la membrana nuclear externa (MNE) como se observa en el panel D). Poli-ribosomas
(PR), reticulo endoplasmatico rugoso (RER), cisternas del RER (Cis-RER), reticulo endoplasmatico liso (REL), vesiculas
electrodensas (VED).

(A) (D)

(B) (E)

@ (F)

72




TESIS DE MAESTRIA EN CIENCIAS MEDICAS, ESTUDIO ESTRUCTURAL Y ULTRAESTRUCTURAL DEL EPITELIO INTERNO
ODONTOLOGICA Y DE LA SALUD. EN EL GERMEN DENTAL DE RATAS EXPUESTAS A ETILEN GLICOL Y METIL
CELOSOLVE.

C.D. CONSTANTINO CAMPOS ALEXIEI.

Fig. 25. GRUPO EXPERIMENTAL 10% RETiCULO ENDOPLASMICO a 50,000 aumentos. En este grupo sobresale el
reticulo endoplasmatico liso (REL), mientras que el reticulo endoplasmatico rugoso esta desapareciendo (RER). Nticleo
(N), vesiculas permeables al flujo de electrones (VPFE), vesiculas electrodensas (VED), cisternas del REL (Cis-REL),
membrana nuclear (MN), MN interna (MNI), mitocondria (M).

3.3.4 Grupo experimental 15%.

Es importante hacer notar que en este grupo experimental el REL fue el tipo de RE
que predomind, en este caso se encontré la fusidn entre las membranas del REL y
la MN a diferencia de los otros grupos en donde se encontré la unién del RER con
la MN (Fig. 26). En las Cis-REL se encontraron embebidos algunos poli-
ribosomas. La presencia de ribosomas libres dentro de las cisternas del REL, en
el escaso RER y en algunas vesiculas fue comun (Fig. 26). La unica relacion

anatémica ultraestructural que mostré el RE fue con el nucleo (Tabla 7).
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FIG. 26. GRUPO EXPERIMENTAL 15% RETICULO ENDOPLASMICO a 50,000 aumentos. El reticulo endoplasmatico liso
(REL) es abundante y envuelve vesiculas con poli-ribosomas (PR) libres dentro de sus cisternas (Cis). Reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), nucleo (N), citoplasma (C), heterocromatina (He), membrana nuclear externa (MNE),
vesiculas permeables al flujo de electrones (VPFE), vesiculas mixtas (VMix).

3.4APARATO DE GOLGI.
3.4.1 Grupo control.

El complejo del Golgi se encontré6 muy cercano al nucleo (Fig. 27) y con direccién
a la RB de la célula. El complejo fue dividido en tres areas que fueron las cisternas
cis, mediales y trans. Este organelo celular siempre estuvo rodeado por vesiculas
de dos naturalezas, unas de ellas impedian el paso del flujo de electrones a
través de ella por lo que se denominaron vesiculas electrodensas (VED) y las
otras por lo contrario fueron vesiculas que permitieron el flujo de electrones
(VPFE). Otra relacién anatémica importante y frecuente que presentd el complejo
de Golgi fue con el RER, en algunas situaciones el RER envolvia de forma
circular a sus propias cisternas aparentando ser una gran vesicula (Fig. 27). Los
complejos de Golgi cercanos al nucleo no presentaron gran acumulo de vesiculas
mientras aquellos localizados en direccion a la RB de la célula mostré mayor
nuamero de vesiculas en su periferia. Asi como también, la organizacion
rudimentaria del Golgi cercano al nucleo presentd la formacién de dos a tres
cisternas, siendo imposible diferenciar las porciones cis, medial y trans del Golgi
(Fig. 27); en tanto que en la parte localizada hacia la RB se diferencio la madurez
del Golgi a través del reconocimiento de la porcién cis en contacto directo con
RER, las cisternas del Golgi que conformaron la parte media y una porcion trans
donde se involucraron gran cantidad de vesiculas con diferentes destinos,

principalmente en direccion a la RB de la célula (Tabla 7, Fig. 27).
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Fig. 27. GRUPO CONTROL. APARATO DE GOLGI A 50,000 AUMENTOS. Las tres porciones del Golgi (G) pueden ser bien
definidas en este grupo; se marcé un circulo el cual contiene vesiculas transitorias entre el RE y el G. Membrana
nuclear (MN), vesiculas (V), poli-ribosomas (PR), nucleo (N), cisternas del reticulo endoplasmatico rugoso (Cis-RER),
reticulo endoplasmatico (RE), membrana nuclear (MN), nucleo (N).
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3.4.2 Grupo experimental 5%.

El complejo de Golgi se encontré muy cercano al nucleo (Fig. 28), mal organizado,
mal diferenciado y mal desarrollado, que hizo imposible distinguir o definir sus tres
areas (cis, medial y trans), se encontr6 ubicado en la regién basal del
preameloblasto. Este organelo celular estaba rodeado por pequenas vesiculas
permeables al flujo de electrones (VPFE). El Golgi en este grupo experimental se
encontré organizado en dos o tres niveles o cisternas que lo conformaron pero
siempre relacionado con pequefias vesiculas. No se definid correctamente la
relacion anatémica entre el RER y este Golgi rudimentario; la unica relacién
anatomica que se pudo definir fue su proximidad con el nucleo. No se encontro

Golgi maduro, tampoco se le vio localizado en la region basal (RB) de la célula.

3.4.3 Grupo experimental 10%.

El complejo del Golgi estaba localizado cerca del nucleo (Fig. 29). Se encontré mal
organizado y mal desarrollado, no se identificaron sus tres areas (cis, medial y
trans), solo se encontraron vesiculas pequefas en relacibn con sus propias
cisternas. Sus vesiculas no presentaron una direccién bien definida. El Golgi formo
dos niveles o cisternas y siempre se relaciono con pequefas VPFE, sin una
buena relacion anatomica entre el RER y el Golgi y solo se pudo observar su

proximidad con el nucleo. No se encontraré Golgi maduro (Fig. 29).

3.4.4 Grupo experimental 15%.

Las caracteristicas de este organelo celular fueron muy semejante a las
encontradas en el grupo de 10%. Su localizacion fue cerca del nucleo (Fig. 30).
Con mala organizacion, mal diferenciado y mal desarrollado, sin distinguirse las
areas cis, medial y trans. Igual que en el grupo anterior, carecié de madurez y

desarrollo. Solo presento VPFE (Tabla 7).
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Fig. 28. GRUPO EXPERIMENTAL 5% APARATO DE GOLGI a 50,000 aumentos. No se definen las tres areas del Golgi.
Vesiculas (V), vesiculas electrodensas (VED), vesiculas permeables al flujo de electrones (VPFE), Golgi (G), reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), nticleo (N), membrana nuclear (MN).
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Fig. 29. GRUPO EXPERIMENTAL 10% APARATO DE GOLGI a 25,0000 y 50,000 aumentos. No se pueden distinguir las
tres areas del Golgi (G), esta fragmentado en vesiculas permeables al flujo de electrones VPFE. Uniones intercelulares
(Ul1), nucleo (N), membrana nuclear (MN), reticulo endoplasmatico (RE), RE liso (REL), RE rugoso (RER).
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FIG. 30. GRUPO EXPERIMENTAL 15% APARATO DE GOLGI a 50,000 aumentos. El Golgi (G) es otro organelo con dafos
graves, no es posible identificar las cisternas del Golgi y se encontré desensamblado en vesiculas permeables al flujo
de electrones (VPFE). Reticulo endoplasmatico (RE), nucleo (N), citoplasma (C).

80



TESIS DE MAESTRIA EN CIENCIAS MEDICAS, ESTUDIO ESTRUCTURAL Y ULTRAESTRUCTURAL DEL EPITELIO INTERNO
ODONTOLOGICA Y DE LA SALUD. EN EL GERMEN DENTAL DE RATAS EXPUESTAS A ETILEN GLICOL Y METIL
CELOSOLVE.

C.D. CONSTANTINO CAMPOS ALEXIEI.

3.5VESICULAS.
3.5.1 Grupo control.

La morfologia de las vesiculas esta formada por una membrana fosfolipidica que
engloba material proteico. En el ameloblasto secretor se observaron dos tipos de
vesiculas diferentes, las que permiten el flujo a los electrones las VPFE vy las
vesiculas electrodensas (VED). Las VPFE se encontraron ampliamente
distribuidas por todo el citoplasma, formando numerosos grupos de pequefias
vesiculas cuando estan préoximas a las tres porciones del Golgi, fueron
abundantes en la zona medial del Golgi (Fig. 31), fue comun encontrarlas de
mayor tamafio cercanas a la membrana citoplasmatica, sitio en donde realizan
exocitosis (Fig. 31). En las VED la relacién de distribucion no fue tan amplia, su
estancia estaba limitada a las cercanias del RER y a la membrana nuclear
externa, no fue frecuente encontrarlas cercanas a la membrana citoplasmatica.
Las mitocondrias se encontraron relacionadas anatémica y morfolégicamente con
las VED. Las VED también llegaron a formar pequenas vesiculas rodeando al

Golgi.
3.5.2 Grupo experimental 5%.

Con MET se encontré que las vesiculas estaban formadas por una membrana que
englobaba material proteico, estas vesiculas se encontraron distribuidas por todo
el citosol. En los preameloblasto de este grupo experimental se observaron
vesiculas electrodensas (VED) y vesiculas que permiten el fuljo de electrones
(VPFE). Las VPFE estaban en todo el citoplasma, formando grupos de pequefias
vesiculas proximos al Golgi, cerca de la membrana citoplasmatica y en las
porciones laterales del preameloblasto (Fig. 32). En las VED su distribucién fue
semejante con las del grupo control, las VED se encontraron realizando
movimientos de exocitosis. Algo caracteristico de estas vesiculas fue que
presentaron puntilleo en todo su interior, principalmente en el centro de estas
vesiculas, dando la pauta para realizar una nueva clasificacion de vesiculas (Tabla
7, Fig. 32).
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Fig. 31. GRUPO CONTROL. VESICULAS A 50,000 AUMENTOS. Se pueden observar dos tipos de vesiculas las VED que
son vesiculas electrodensas y las VPFE que son vesiculas permeables al flujo de electrones. Cisternas del reticulo
endoplasmatico rugos (Cis- RER), Golgi (G), mitocondrias (M), citoplasma (Ci), membrana nuclear (MN).
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Fig. 32. GRUPO EXPERIMENTAL 5% VESICULAS A 50,000 aumentos. Se pueden observar dos tipos de vesiculas las
electrodensas (VED) y las vesiculas permeables al flujo de electrones (VPFE). Nucleo (N), membrana nuclear interna
(MNI), reticulo endoplasmatico rugoso (RER), polirribosomas (PR).
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3.5.3 Grupo experimental 10%.

En este patron celular experimental se observaron tres vesiculas diferentes en
relacion al grupo control en el cual aparecen solo dos tipos de vesiculas. Estas
son: vesiculas electrodensas (VED), vesiculas que permiten el flujo de electrones
(VPFE) y las vesiculas que presentan las caracteristicas de las dos anteriores, a
las cuales denominamos vesiculas mixtas (VMix). Los diferentes tipos de
vesiculas se encontraron distribuidos por todo el citoplasma, formando grupos
numerosos pero de pequefias vesiculas, su localizacién fue principalmente cerca
de la membrana citoplasmatica y en las porciones laterales del preameloblasto
(Fig. 33), las vesiculas en comparacion con el grupo control, fueron de menor
tamano, esto se establecid en base a los aumentos con los que fueron observadas
ya que se necesitaron en ocasiones 120,000 aumentos para visualizar las
vesiculas (Fig. 33 panel F)). Algo caracteristico de las VMix fue la presencia del
puntilleo en su interior, en algunos casos hubo un gran flujo de electrones en el

centro de estas vesiculas (Fig. 33).
3.5.4 Grupo experimental 15%.

Las vesiculas que se encontraron con las CLD estaban ampliamente distribuidas
por todo el citosol. Se distinguieron tres vesiculas diferentes. Estas tres vesiculas
son: vesiculas electrodensas (VED), vesiculas que permiten el flujo de electrones
(VPFE) y las vesiculas que presentan las caracteristicas de las dos anteriores, a
las cuales denominamos vesiculas mixtas (VMix). Las VMix presentaron un
puntilleo en el interior algunas presentaron gran flujo de electrones en el centro.
Las VED se presentaban con menor frecuencia y su densidad fue visiblemente

menor en relacion con el grupo control (Fig. 34; Tabla 7).
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Fig. 33. GRUPO EXPERIMENTAL 10% VESICULAS a 50,000 aumentos. Las vesiculas electrodensas (VED) se hacen menos
permeables al flujo de electrones y teniendo areas completamente permeables a este flujo definiéndose como
vesiculas mixtas (VMix). Vesiculas (V), cisternas del reticulo endoplasmatico (Cis-RER), poli-ribosomas (PR),
mitocondrias (M), cisternas de M (Cis-M), membrana nuclear externa (MNE).
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Fig. 34. GRUPO EXPERIMENTAL 15% VESICULAS a 50,000 aumentos. El reticulo endoplasmatico liso (REL) conforma
cisternas con poli-ribosomas (PR) las cuales forman VMix (Vesiculas mixtas). Vesiculas electrodensas (VED), vesiculas

permeables al flujo de electrones (VPFE).
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3.6MITOCONDRIAS.
3.6.1 Grupo control.

Estos organelos se encontraron constituidos por dos membranas plasmaticas, la
membrana interna de la mitocondria (MI-M) que constituye las crestas, que son
invaginaciones de la MI-M, estas invaginaciones tienen una direccidn al centro de
la matriz mitocondrial. La membrana externa de la mitocondria (ME-M) se
relaciond por el exterior con el citoplasma, y por el otro sentido se relaciono con
cisternas formadas por los espacios intermembranosos que se observaron entre
las dos membranas mitocondriales. Las mitocondrias se vieron ampliamente
distribuidas por todo el citoplasma pero dentro de los ameloblastos presecretorios
del grupo control se encontraron preferentemente acompafando al RER y a las
vesiculas (Fig. 35), se encontraron en grupos de 2 a 4 mitocondrias como lo
comprueba (Fig. 35). Con el MET, en un corte horizontal de una mitocondria a
50,000 aumentos, se observo la relacion que tenia la membrana nuclear externa,
con el reticulo endoplasmatico rugoso en una gran area de la periferia
mitocondrial. A 50,000 aumentos; se observd claramente la integridad de las
crestas mitocondriales (C-M), cisternas mitocondriales (Cis-M) que son espacios
en la matriz de la mitocondria formados entre las crestas y sus dos membranas
interna y externa, al mismo tiempo se aprecié la relacion anatomica entre la
mitocondria, el RER y las vesiculas. También se encontr6 el inicio de la formacién
del proceso de Tomes, con la interrupcién de la membrana basal por la secrecion
del ameloblasto y por consiguiente se aprecio el inicio de la formacion del esmalte,
lo que corresponde a un ameloblasto presecretor que ya recibio el estimulo para

iniciar su transformacion a ameloblasto secretor (Fig. 35, Tabla 7)

3.6.2 Grupo experimental 5%.

Las mitocondrias no presentaron cambios morfolégicos significativos en
comparaciéon con el grupo control, se encontraron distribuidas por todo el

citoplasma, pero dentro de los preameloblastos del grupo experimental de 5% se
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encontraron principalmente cercanos al nucleo (Fig. 36) a diferencia del grupo
control, en donde se encontraron cercanos al RER y a las vesiculas. En este
grupo se observaron disminuidas en tamarfo, lo que se constata al observarse
varias mitocondrias a 50,000 aumentos y en un solo campo (Fig. 36). Se logro
apreciar las crestas mitocondriales (C-M), cisternas mitocondriales (Cis-M) que
estaban distribuidas en el interior de las M. Dentro del citosol es comun encontrar

pequenos conjuntos de M.
3.6.3 Grupo experimental 10%.

Se observo que las mitocondrias estaban distribuidas pobremente por todo el
citoplasma, con disminucion de su tamafio y ubicadas alrededor del nucleo (Fig.
37). Las cis-M se encontraron dilatadas, abarcando un amplio espacio del interior
de la mitocondria. También se observd que las crestas mitocondriales

desaparecen.

3.6.4 Grupo experimental 15%.

Las mitocondrias se encontraron distribuidas pobremente por todo el citoplasma y
rodeando al nucleo (Fig. 38), agrupadas en 2 6 3 mitocondrias, no mostraron un
contorno definido, y su membrana externa se invagind sobre la matriz mitocondrial
y también presentaron evaginaciones de la membrana externa. Se observaron M
de diferente forma con cisternas amplias que ocuparon gran parte del espacio en
el interior de la mitocondria. Los dafios morfolégicos en las mitocondriales que
origind el EG y el MC, hicieron dificil diferenciar una mitocondria de una VMix (Fig.
38).
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Fig. 35. GRUPO CONTROL. MITOCONDRIAS A 50,000 AUMENTOS, se distribuyen ampliamente por todo el citoplasma.
La mitocondria (M) puede abarcar un campo de 50 Ks o mas. Vesiculas electrodensas (VED), polirribosomas (PR),
cresta mitocondrial (C-M), membrana externa de la mitocondria (ME-M), reticulo endoplasmatico rugoso (RER),
ntcleo (N), cisterna mitocondrial (Cis- M), vesicula (V), membrana nuclear (MN).
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Fig. 36. GRUPO EXPERIMENTAL 5% MITOCONDRIAS A 50,000 aumentos. Posiblemente la mitocondria sea el organelo
mas afectado, el inicio del dafio se refleja con aumento en las cisternas mitocondriales (Cis-M). Vesiculas
electrodensas (VED), vesiculas permeables al flujo de electrones (VPFE), union intercelular (Ul), ntcleo (N), membrana
nuclear externa (MNE), reticulo endoplasmatico rugoso (RER), crestas mitocondriales (Cr-M).
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Fig. 37. GRUPO EXPERIMENTAL 10% MITOCONDRIAS a 50,000 aumentos. El dafio mitocondrial es evidente la
disminucién de crestas mitocondriales (Cr-M) y el gran tamafio de las cisternas mitocondriales (Cis-M). Mitocondria
(M), reticulo endoplasmatico rugoso (RER), vesiculas electrodensas (VED), vesiculas permeables al flujo de electrones
(VPFE), polirribosomas (PR), nticleo (N).
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Fig. 38. GRUPO EXPERIMENTAL 15% MITOCONDRIAS a 50,000 aumentos. Las mitocondrias (M) presentan
prolongaciones de sus membranas al exterior de ellas. Vesiculas permeables al flujo de electrones (VPFE), vesiculas
electrodensas (VED), vesiculas mixtas (VMix), reticulo endoplasmatico (RE), RE liso (REL), RE rugoso (RER), membrana
nuclear (MN), citoplasma (C), matriz extracelular (ME).
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TABLA 7. RESULTADOS DE MET QUE RESUME LAS ALTERACIONES PRODUCIDAS POR

LOS GLICOLES.

ORGANELOS
CELULARES
CELULA Ameloblasto | Preameloblasto, Preameloblastos,
Presecretor, Columnares. Columnares y C.
Columnares. Poliédricas.
NUCLEO Semicircular, | Algunos ovoides
excéntrico al | y otros amorfos, Amorfo, céntrico.
polo distal. | excéntrico al polo
distal.
RELACION N:C 3:1 2:1 1:1
CITOPLASMA Abundante, | Poco abundante, | No es abundante,
con todos | con alteracion con alteracién
los morfologica en morfologica en
organelos | algunos todos los
integros. organelos. organelos.
RETICULO Abundante | Abundante RER, Proporciones
ENDOPLASMATI RER. unido al REL. equitativas de RER
CO con REL.
APARATO DE Presente en | Mal estructurado | Mal estructurado y
GOLGI todo el y cercano al cercano al nucleo.
citoplasma, nacleo.
en la zona
secretora
esta bien
estructurado
VESICULAS Presencia Presencia de dos | Presencia de tres
de dos vesiculas (VED y vesiculas (VED,
vesiculas VPFE). VPFE y VMix),
(VEDy apareciendo con
VPFE). una frecuencia
semejante.
MITOCONDRIAS | Distribuidas Aparecen Las cisternas son
en todo el cisternas entre mas grandes y
citoplasma. las crestas. sustituyen a las

crestas.
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XI. DISCUSION.

El desarrollo dental como es bien conocido da inicio con la proliferacion de la
lamina dental que da origen durante el proceso de diferenciacion celular a las
distintas capa del germen dental, pero principalmente al epitelio interno en donde
se diferencian en los ameloblastos como células productoras del esmalte, la papila
dental se forma a partir del ectomesénquima que se deriva de la cresta neural y se
diferencia en los odontoblastos. La secrecion producida por los odontoblastos se
dirige al area secretora de la célula y este acto funciona como inductor para que el
proceso de diferenciacion del ameloblasto presecretor permita que el ameloblasto

(27.28.30-33) | os ameloblastos secretan la matriz

se convierta en secretor
extracelular hacia la RB por lo que se localiza en la futura union amelodentinaria y
se conjunta con la matriz producida por los odontoblastos. En los grupos
experimentales se observd una notoria disminucibn en el proceso de
diferenciacion de las células del epitelio interno, en el grupo experimental de los
grupos de 5% y 10%, la matriz observada correspondié a la producida por los
odontoblastos y no por los ameloblastos pre-secretorios. Otro aspecto importante
fueron los cambios citomorfolégicos encontrados en las células del El del érgano
del esmalte y fue que en el grupo control las células presentaron aspecto
columnar, con nucleo excéntrico localizado hacia la RD de la célula, con una
relacion N:C de 3:1 como se establece en la literatura ¢"?43" y en el grupo control,
lo cual no se presentd en los grupos experimentales. En el grupo con
administracion del 5% se encontré pérdida gradual de las caracteristicas normales
del ameloblasto pre-secretor, siendo evidente en el grupo de 10%, en lo que
respecta al grupo de 15%, los gérmenes dentales se encontraron en proceso de

brote como se puede encontrar en la literatura *"*%)

, en este grupo se perdieron
por completo las caracteristicas morfolégicas propias de la célula ameloblastica
presecretora, con pérdida de la relacion N:C siendo en las imagenes de 1:1, con
formas cubicas y poliédricas como se compara en la Tabla 7. Otro aspecto fue que

tampoco se observo proceso de diferenciacidn celular en las células de la papila
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dental, por lo que la produccion de matriz extracelular por parte de este grupo fue
escasa o nula. Esto obliga a pensar que el retraso en el proceso de diferenciacion
celular causado por la administracion de los solventes se presentd en todos los
niveles de las células que constituyen al diente. Los resultados de los grupos
experimentales de 5% y 10% coinciden con los obtenidos por Morales ; estos
resultados permiten comprender porque los pacientes con Sindrome de éteres del
glicol presentaban microdoncia y algunos de ellos agenesia dental, por lo que se
puede inferir que los problemas teratogénicos comienzan a partir de la
administracion del solvente a una concentracion del 5%. Los dafios mas severos
se presentaron en el grupo experimental tratado con 15% de los solventes
organicos, en donde el retraso y la lisis celular fueron evidentes como se aprecia

en las Figuras 5-9.

Pero tomando en cuenta que la microscopia fotdnica tiene una serie de limitantes,
la MET permitidé identificar dafios ultraestructurales importantes en organelos
vitales en el funcionamiento del ameloblasto presecretor. Con MET se pudo
establecer en el grupo control que las células pertenecientes al El del érgano del
esmalte se encontraban como ameloblastos presecretorios, ésto debido a:
primeramente la edad o periodo de desarrollo embrionario del cual fueron
tomadas, a la localizacion o el lugar de donde fueron estudiadas y lo mas

importante sus caracteristicas estructurales, morfolégicas y ultraestructurales.

Ten Cate’'s y Gomez de Ferrari ®” ¥ 2®en sus estudios de MF y MET, han
clasificado a las células que conforman al El del germen dental, sin embargo,
Katchburian, et al; con su estudio de MET convencional permite identificar
claramente las caracteristicas, establece y revela los rasgos morfolégicos
caracteristicos de las células del epitelio interno en los distintos estadios del
desarrollo. En su articulo establece las caracteristicas de dichas células desde
preameloblastos hasta ameloblastos maduros secretores; este estudio permitié

identificar y comparar con el grupo control del presente estudio que concordaron
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con los resultados de él, lo cual permite identificarlos como ameloblastos
presecretorios.

En el grupo control de este estudio, las células del El correspondieron a
ameloblastos presecretores, sin actividad secretoria en su RB, sin embargo, se
observaron todos sus organelos bien diferenciados, listos para producir matriz
extracelular y secretar proteinas del esmalte, esto se observé en la superficie de la
cuspide en donde el proceso de diferenciacién es mayor que en cualquier otro sitio
del germen dental, esta célula no termino su ciclo de desarrollo por lo cual no se
encontré diferenciada totalmente. En cuanto a los grupos experimentales, se
encontraron danos leves en los organelos, las caracteristicas del nucleo, nucleolo,
RER, mitocondrias y las vesiculas se encontraron parecidas a las del grupo
control. En comparacion con los grupos a los que se les suministro la
concentracion al 10%, la heterocromatina no se define en su totalidad
confundiéndose con la eucromatina, los nucléolos estuvieron presentes en
escasas células, lo que habla de un posible dafo en el material genético, inducido
por intoxicacion con el EG y MC, esta intoxicacion permite comprender la
disminucién del RER y el incremento del REL, por el hecho de que en las células
con niveles elevados de sustancias toxicas el REL predomina como fendmeno de
defensa de la célula ®”. También es probable la desaparicion de proteinas
encargadas de la condensacién del ADN y con dafio genético. Las proteinas del
nucleo-esqueleto como la laminina que se encuentra relacionada con la
membrana interna de la envoltura nuclear, confiere la estructural del nucleo
(ovoide o semicircular); la conformacion de estas proteinas propias del nucleo-
esqueleto podrian estar afectadas por los solventes organicos debido a que en
todos los grupos experimentales, se pierde el patrén que le da forma o estructura
al nucleo. Las células del grupo control mantienen una relacion anatémica
estrecha entre el aparato de Golgi y el nucleo, por esta razén se puede inferir que
estas células no se encontraban totalmente maduras debido a que una célula
secretora 0 madura mantiene sus complejos del Golgi muy cercanos a la

membrana citoplasmatica, con gran actividad de transporte vesicular y orientados

96



TESIS DE MAESTRIA EN CIENCIAS MEDICAS, ESTUDIO ESTRUCTURAL Y ULTRAESTRUCTURAL DEL EPITELIO INTERNO

ODONTOLOGICA Y DE LA SALUD. EN EL GERMEN DENTAL DE RATAS EXPUESTAS A ETILEN GLICOL Y METIL
CELOSOLVE.

C.D. CONSTANTINO CAMPOS ALEXIEI.

en la zona secretora pudiendo ser parte del proceso de Tomes. Lo anterior ayuda
fielmente a clasificar a las células del epitelio interno del grupo control como
ameloblastos presecretores. El Golgi se encontré rodeado por dos tipos de
vesiculas, las VPFE y las VED; las primeras su contenido no era denso y por lo
cual el paso de electrones a través de ellas no es obstaculizado; mientras que las
VED, contienen proteinas condensadas y algunos autores (Katchburian, et al y

) @831 155 califican como vesiculas con un contenido semejante al

Gomez, et al
esmalte, esto es, por el contraste que presentan las VED con la matriz
mineralizada del esmalte. Las vesiculas que rodean al complejo del Golgi estaran
involucradas en procesos de secrecion, de reciclaje de proteinas, de lisis y para
almacenamiento. Algunas vesiculas son almacenadas por algun periodo
determinado y estan en la espera de una orden intracelular para ser expulsadas al
exterior por mecanismos de exocitosis. La presencia de RER préximo al Golgi nos
hace pensar en una via secretoria que inicia con la transcripcion del DNA en el
nucleo, la sintesis proteica en RE, transporte a través de vesiculas a Golgi,

almacenamiento y exocitosis.

Las mitocondrias como fuente principal de energia de la célula por que realizan
actividades metabdlicas complejas y vitales; entre ellas la cadena respiratoria, la
generacién de ATP a partir de glucosa o al oxidar acidos grasos “" *%%%): como se
ha podido observar los dafios mitocondriales son severos y van en aumento con
forme la dosis incrementa para los diferentes grupos experimentales. Es muy
probable que las células de los grupos experimentales tengan un menor aporte de
ATP en el citoplasma, lo que impide o retrasa las actividades metabdlicas
intracelulares dependientes de energia ATP. Se observan cambios importantes en
las mitocondrias, disminuyendo el numero de crestas y aumentando las cisternas

de las M; probablemente sea el organelo celular mas afectado por el EG y el MC

En todos los grupos experimentales se observd la presencia de poliribosomas

libres en las cisternas del RER, esto nos habla de un dafo en el RE, que podria
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causar una mala formacién de los productos proteicos y por consiguiente la
deficiencia metabdlica celular. La ausencia de Golgi maduros en todos los grupos
experimentales nos habla de una falta de desarrollo y diferenciacion celular,
porque este organelo es importante para el procesamiento y almacenamiento de
proteinas que intervienen en la mineralizacién de la matriz extracelular. Mientras
que los dafios se pueden definir como mas severos para el grupo experimental de

15% por que hay una minima presencia de Golgi el cual estda mal definido.

Un aspecto importante que hay que remarcar son las funciones de los RE, es bien

conocido que la funcién principal del RER es la produccién de proteinas en tanto

que el REL cumple con la funcién de producir hormonas y otros productos 4%,

pero en casos de intoxicacién su funcién es la de eliminar todas las sustancias

5 (49, 50)

nocivas en la célul , por ello un hallazgo importante fue el incremento de

REL conforme se incrementaron las dosis y la disminucion del RER.
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XIl. CONCLUSIONES

1. Se observo retraso en el proceso de diferenciacion celular en las diferentes
capas del germen dental en los animales tratados con EG y MC a
concentraciones de 5%, 10% y 15%.

2. En los grupos experimentales (5% y 10%) se observé una notoria disminucién
en el proceso de diferenciacion de las células del epitelio interno.

3. Se observaron cambios citomorfologicos en las células del 6rgano del esmalte
en todos los grupos experimentales (como relacion N:C de 2:1 en los grupos
de 5y 10% y en el grupo de 15% fue de 1:1, en tanto en el grupo control fue
de 3:1).

4. Se observo pérdida gradual de las caracteristicas normales del ameloblasto
pre-secretor, entre el tratamiento de 5 al 10%.

5. Los gérmenes dentales se encontraron en proceso de brote en los animales
tratados con concentraciones de 15% de EG y MC y se perdieron por
completo las caracteristicas morfologicas propias de la célula ameloblastica
presecretora.

6. La produccion de matriz extracelular por parte del grupo experimental de
15% fue escasa o nula.

7. Los problemas teratogénicos se observaron a partir de la administracién del
EG y MC a una concentracion del 5%.

8. Los dafios mas agresivos se presentaron en el grupo experimental tratado
con los solventes organicos al 15%, en donde el retraso y la lisis celular
fueron evidentes.

9. En el grupo con concentracion al 10%, la heterocromatina no estaba definida
en su totalidad, confundiéndose con la eucromatina.

10. Los nucléolos estuvieron presentes en escasas células, lo que habla de un

posible dafio en el material genético, inducido por intoxicacion con el EG y
MC.
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11. Las proteinas del nucleo-esqueleto que se encuentran relacionadas con la
membrana interna de la envoltura nuclear, y que confieren la estructura del
nucleo (ovoide o semicircular), estan afectadas por los solventes organicos
debido a que en todos los grupos experimentales, se perdid el patrén que le
da forma o estructura al nucleo.

12. El Golgi se encontré rodeado por dos tipos de vesiculas, las VPFE y las VED
en los grupos experimentales de 5% y 10%.

13. En todos los grupos experimentales se observd la presencia de
polirribosomas libres en las cisternas del RER, esto nos hablan de un dafio en
el RE, que podria causar una mala formacién de los productos proteicos y por
consiguiente la deficiencia metabdlica celular.

14. La ausencia de Golgi maduros en todos los grupos experimentales indica
una falta de desarrollo y diferenciacion celular en relacién a la mineralizacién
de la matriz extracelular.

15. Los danos se pueden definir como mas agresivos en el grupo experimental
de 15% en base a la minima presencia de Golgi, que ademas se encuentran
mal definidos.

16. El incremento de REL va directamente proporcional al incremento de las
dosis y la disminucion del RER.

17.Los solventes organicos como el EG y el MC administrados por via oral en
ratas gestantes causan dafio a nivel celular en los gérmenes dentales de los

productos y este dafo es a dosis-dependiente.
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Xlll. ABREVIACIONES PARA MF y MET.

Abreviaciones en microscopia foténica:

Ameloblastos presecretorios (APS), células de la lamina dental (CLD), capa
odontoblastica (CO), dentina (D), esmalte (E), epitelio externo (EE), epitelio interno
(El), estrato intermedio (EIn), germen dental (GD), hueso alveolar (HA), membrana
basal (MB), matriz extracelular (ME), nucleo (N), odontoblasto (O), érgano del
esmalte (OE), pre-ameloblasto (PA), papila dental (PD), preodontoblastos (PO),
reticulo estrellado (RE), secrecién de (S-), saco folicular (SF), unién amelo
dentinaria (UAD), vaina epitelial de Hertwig (VEH).

Abreviaciones utilizadas en microscopia electrénica de transmision:

Ameloblastos presecretorios (AmPS), aparato de Golgi (G), células del estrato
intermedio (CEl), células de la lamina dental (CLD), células de la papila dental
(CPD), células del reticulo estrellado (CRE), cisternas de (Cis-), citoplasma (Ci),
dentina (D), esmalte (E), eucromatina (Eu), heterocromatina (He), matriz
extracelular (ME), membrana basal (MB), membrana citoplasmatica (MC),
membrana nuclear (MN), membrana nuclear interna (MNI), membrana nuclear
externa (MNE), mitocondrias (M), nucleo (N), nucléolo (No), odontoblasto (O),
polirribosomas (PR), preameloblasto (PrAm), preodontoblastos (PrO),
prolongaciones citoplasmaticas del odontoblasto (PCO), region basal o secretoria
(RB), region distal (RD), reticulo endoplasmatico (RE), reticulo endoplasmatico liso
(REL), reticulo endoplasmatico rugoso (RER), ribosomas (R), secrecién de (S-),
unién amelo dentinaria (UAD), union intercelular (Ul), vesiculas (V), vesiculas

electro-densas (VED), vesiculas permeables al flujo de electrones (VPFE).
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