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INTRODUCCION

Los epitelios de los mam{feros se encuentran en constante recambio
a través de la actividad mitotica en el estrato germinativo. Esta bien esta
blecido que en la cavidad oral bajo condiciones de homeostasis la propor-
cion de renovacibén celular equivale a la exfoliacién celular, manteniéndo—
se un equilibrio constante por medio de sistemas, a éstos se les llama:

- Sistema de Renovacidn poblacional celular.
~ Sistema de Expansién poblacional celular.
- Poblacibn estr:ttica celular.

En otros tejidos la actividad mitdtica es notablemente més baja que
en los epitelios y esta altamente condicionada a la actividad fisiolégica 1o~
cal;, mientras que en los epitelios la actividad mitética se controla por me
dio de mecanismos reguladores Fisiolégicos hormonales (epinefrina, nor-
epinefrina y chalonas) y mecanismos mecanicos (trauma,radiaciones).

Howard divide el ciclo renova—-generacional celular en:

Fase "S" (Tiempo de sintesis de dna.)
Fase "G" (Inicio de Mitosis)

2
Fase "M'" (Tiempo de Mitosis)

Fase "G" (Tiempo entre Mitosis y la siguiente fase "S")
1

Los métodos de medicibén de renovacidn celular son por medio de -
conteo mitdtico (Dustin 1934) e identificacién de dna. (Howard & Pele 19-
53). El andlisis del ciclo mitdtico se lleva a cabo en la fase "S" y la dura

cibn se calcula en base a las mitosis identificadas.
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1

Aunque un gran nlmero de autores han estudiado la renovacibn celu ~
lar del epitelio oral, no se hace una correlacién entre los factores tales co
mo la localizacién, tiempo, dieta y cepillado.

Es importante conocer el comportamiento de la proliferacibén celular
en la cavidad oral en modelos experimentales para aplicaciones clihicas en
humanos como son las mediciones de tiempo prequirﬁrgico, quirlrgico y -

prccesos de cicatrizacibn.
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GENERALIDADES

En los mamiferos, el epitelio que se encuentra cubriendo las super.
ficies internas y externas sufren ciertorgrado de desgaste, 1o cual hace -
que constantemente pierdan células. Para substituirlas, hay una buena pro
porcibn de actividad mitética en los estratos celulares germinativos. Esto
también se realiza en el epitelio de la cavidad oral incluyendo el epitelio -
gingival. (20,21 ).

Leblond y Walker ( 1956 ), dicen que bajo condiciones normales es -
caracteristico que la velocidad de renovacién de las células epiteliales es
igual a la velocidad de exfoliacidn, por 1o cual el ndmero total de células-—
permanece constante. Tales sistemas celulares han sido conocidos corrio
" Poblaciones Celulares de Renovacién ". (6,19,20,21 ).

La mitosis es un proceso en el cual los nlcleos se dividen, incluyen
do cuatro fases consecutivas, profase, metafase, anafase y telofase. Se=
acordb dar el nombre de interfase a la fase de la céiula durante la cual no
ocurre la mitosis. Cuando la mitosis comienza, el proceso suele ser con—
tinuo; cada etapa pasa insensiblemente a la siguiente.

Profase: Se caracteriza por la helicoidacién gradual de la cromati-
na, que termina formando una serie de bastoncillos que se tifien intensa-
mente en la ultima etapa de €sta, y en las dos siguientes de la mitosis. -
En las primeras etapas de la profase, la membrana nuclear permanece -
{rtegra y los cromosomas se disponen dentro del nlcleo como si fuera un

ovillo de hilo grueso. En la (ltima etapa de ésta, la membrana nuclear
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se disuelve, de manera que no queda barrera formal entre los cromoso =~
mas y el citoplasrnade 1a célule; ertre tanto, el nucleolo parece disolver—
se y desaparecer, y ya ho puede observarse como cuerpo redondo aislado.
Los centriolos se separan emigrando un par para cada polo de la célula. —
Cuando alcanzan los polos, ellos y su medio inmediato constituyen las cen
trésferas. Comienza a aparecer un agregado de microtlbulos uniendo los
dos pares de centriblos que forman el huso mitético.

Metafase: Desaparece la membrana nuclear y el nucleolo. Los cen—
trémeros de los cromosomas se disponen en una placa en la zona corres—
pondiente al ecuador de la célula. Los centrémeros de los cromosomas -
se relinen en este plano, pero algunos se hallan cerca del centro de la cé-
lula mientras que otros se hallan més cerca de la periferia de la misma.
Las ramas de los cromosomas no se hallan en el plano ecuatorial, sino -
gue se extienden en forma que aparece desordenada a cada lado ( sblo los
centrémeros se hallan en el plano ecuatorial ). Mientras los cromosomas
se estén disponiendo en esta forma, sus ramas siguen acort&ndose. Los -
tGbulos de cada centrésfera se unen a centrémeros de los cromosomas, -
de tal manera que cada centrémero tiene tébulos de una centrésfera uni -
dos a uno de sus lados, y tlbulos de otra centrfsfera al otro. Para fijar-
se en los centr8meros de los cromosomas en las regiones més periféri -
cas del plano ecuatorial, los tlbulos han de estar divergentes, lo cual o-
rigina una imagen mitética con aspecto de huso.

Anafase: Se caracteriza por dos acontecimientos en primer lugar -



los centrémeros de los cromosomas se dividen, de manera que las dos -
crométides de cada cromosoma quedan totalmente separadas:

A partir de entonces cada crométide se considera un cromosoma -
por derecho propio . .

En segundo lugar, cuando los centrdmeros se dividen, los tlbulos -
que estén unidos a los centrémeros tiran de las crométides separados de
cada cromosoma hacia los polos opuestos de la célula . El motivo de -
tal movimiento no es bien conocido; un Ffactor importante parecia ser -
que la célula se ha estado alargando sobre la lﬁ_nea que une sus dos -
polos ( en &ngulo recto con el ecuader ) ylas centrdsferas han adopta
do una posicidn cerca de cada polo celular; en consecuencia se ha -
creado tensién en los tdbulos, de manera que cuando los centrémeros
se separan de los tlbulos tensos tiran de las crométidas hacia los ex
tremos respectivos de la célula Ctro hecho es que cuando cada --

centrémero se divide, las mitades separadas se repelen entre sf.

Telofase: Al final de la anafase y al comienzo de la telofase
se desarrolla una constriccién en la parte media de la célula alarga-
da; esta constriccién rodea a la célula como un surco, al cual se le
denomina surco de segmentacién porque cuando va haciéndose més -
profundo divide la célula en dos células hijas. Probablemente inter -
vengan en la segmentacién . por lo menos dos mecanismog . En primer
lugar es muy probable que el surco de segmentacién se desarrolle --

por acumulacibén y contraccidn de material fibrilar en el citoplasma-



inmediatamente por debajo y a cada lado del surco de segmentacidn.

Ctro factor que probablemente interviene como parte de la -
segmentacidén en algunos tipos de células es que se acumulen pequefias
vesiculas membranosas por debajo del surco de segmentacién, y lue-
go se funden no sdlo juntas, sino también con la membrana celular en
el fondo del surco, lo cual, claro estd, aumenta todavia més la pro-
fundidad de éste.

Mientras el surco de segmentacidén se va haciendo mé&s pro -
fundo, puede verse todavia un haz de tlbulos que unen las dos células
a punto de separarse; esto es lo que se llama el cuerpo medio de la
célula en divisién. Cuando la segmentacién es completa, los restos -
del cuerpo medio quedan indicados por una mayor densidad a lo largo
de las membranas celulares de las dos células hijas en el punto don-
de se han separado; este aumento de densidad depende de lo que que-
da del cuerpo medio . Entre tanto los cromosomas de cada célula hi
ja se han desarrollado en mayor o menor grado adoptando nuevamen-
te el estado alargado de los cromosomas caracteristicos de los nd —-
cleos de interfase. Se han reformado los nucleolos y desarrollado u-
na membrana nuclear en cada célula hija para rodear cromatina, nu -
cleblos y jugo nuclear. (20,21 ).

Las células que siguen dividiéndose regularmente, pasan con

secutivamente por interfase, mitosis, interfase, mitosis y asf{ sucesi
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vamente. Un paso completo a través de la interfase y la mitosis recibe
el nombre de un CICLO CELULAR. El tiempo tomado por cualquier ti-
po de célula para completar un ciclo celular completo recibe el nombre
de tiempo de generacién.

El estudio detallado del ciclo celular nos muestra que esté dividi_
do en dos etapas principales: la mitosis, que se subdivid.e en las cua-
tro fases ya descritas y la interfase. Esta se subdivide a su vez en -
tres subfases llamadas Gy , S ¥y 62 .

Una vez terminada la mitosis, la célula entra en la etapa que se
ha denominado Gy o de preduplicacién. La fase G'l es aquélla en la -
cual las células gue acaban de dividirse y que no sufren nueva mitosis
permanecen hasta iniciar otro ciclo mitético. En esta fase ocurre la -
sfntesis del DNA, de las protefnas y la recuperacién del volumen nor-
mal de la célula que fue reducida a la mitad en la mitosis. Esta fase ..
es corta en los tejidos de renovacidén répida.

Durante la fase S ocurre la sintesi's con duplicacién del DNA.

Gy es la fase de postduplicacién, donde las células han terminado
la fase S pero no han entrado aln a mitosis. Ademdés se cree que al-
gunas células pasan por una fase inactiva de descanso. ( 6,20,21 ).

Parece que la divisibén celular estarfa desencadenada por el me -
canismo que establece la duplicacién del DNA; una vez que ésta comien

za, la célula autométicamente sigue el resto de la interfase y luego la

mitosis.



Sin embargo, se cree gque las células no sufren actividad mi-
tética indistintamente, sino que esta actividad est& cortrolada de aigu-
na manera. Abercrombie ( 1957 ) sugirid que los mecanismos de:con-
trol son resultado de la estimulacibén de agentes humorales, es decir,
de un mecanismo homeostético. Se ha demostrado que la adrenalina -
puede inhibir la actividad mitética. ( 4,6,11 ).

Esto fué demostrado por Bullough & Laurence ( 1961 ) quie -
nes encortraron una depresién en el nldmero de células en mitosis du-
rante el stress y relacionan ésto con un incremento en la concentra -
cidén de adrenalina. ( 3 ).

Asimismo, estos investigadores también Randers Hansen --
( 1967 ) haciendo estudios de la mitosis epidérmica tanto in vitro co-
mo in vivo, demostraron que adem&s de la adrenalina, la concentra -
cién de chalone también influye en la actividad mitética, ( Bullough en
1967 ,; propuso que los inhibidores mitéticos de tejidos especfficos de-
berfan llamarse Chalones ). En presencia de una concentracién efecti
va de estas sustancias se reduce el nlmero de células entrando en mi
tosis, se reduce la velocidad de la mitosis y se prolonga la duracibn
de ésta. ( 4,6,11).

Sin embargo, este efecto no se presenta en todas las célu -
las epiteliales y sélo puede ser demostrado en sistemas celulares -
con una velocidad de renovacién moderada, tales como las células --

de la epidermis y del epitelio oral.



METODOS PARA EL ESTUDIO DE RENOVACION CELULAR .

1.- CUENTAS MITOTICAS:

Determinando el ridmero relativo de células en mitosis en una
seccidén , se puede calcular en fndice mitético ( nlmero de mitosis -
por 1000 células ). Debido a que la duracién mitética no puede ser de
terminada en base a una cuenta mitética simple, la informacién que -
se obtiene del {ndice mitético es estrictamente relativa. Para calcu -
lar el fndice mitético correctamente, todos los estados mitéticos des_
de la primera profase hasta la lltima telofase deben ser contados. -
En algunos tejidos la profase y metafase son extremadamente difici-
les de idertificar, como por ejemplo en el epitelio de unién.

En base a lo anterior a otras variaciones, los estudios com-
parativos realizados con cuentas mitéticas tienen una confiabilidad -
cuestionable, debido a que las figuras mitéticas son fécilmente in —-
fluenciadas por factores dificiles o imposibles de controlar durante-

el experimento. ( 6 ).

2.- COLCHICINA:

La inyeccién de una dosis adecuada de colchicina causa un -
bloqueo de las células en metafase ( Dustin, 1935 ). Bertalanffy y -
Leblond descubrieron que la dosis apropiada de colchicina era de 2 -
mg/kg de peso. ( 12 ).

Presumiblemente las células en otras fases no son afectadas,
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las células entran en mitosis a una velocidad normal y son detenidas -
en la metafase. De aqui es posible determinar culntas células han es-
tado en mitosis durante un intervalo de tiempo en el cual la colchicina
ha sido efectiva ..La observacién actual en microscopio de una seccidn
con metafases detenidas por colchicina simple es f4cil, ellas son re -
conocidas ficilmente de la cromatina obscura por un halo de luz de -
citoplasma rodeando la célula.

De acuerdo al nlmero relativo de metafases detenidas por -
colchicina es simple calcular el tiempo del ciclo T de acuerdo a la -

ecuacibn:

100t

T -
- Mc

donde t es el intervalo de tiempo entre la inyeccibén de colchicina y -
el sacrificio, y Mc el porcentaje de metafase detenidas por colchici-
na.

También la duracién mitética ( Tm ) puede ser encontrada --
por medio de la técnica de colchicina por el porcentaje de metafases
detenidas por colchicina ( Mc ) y la frecuencia de figuras mitéticas-

en animales de control no inyectados (M ).

Tm = M_t
Mc

La colchicina y su derivado la colcemida han sido amplia --

mente usadas para el estudio de renovacién celular, como por ejem-
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plo se ha usado en los estudios realizados por Trott y Gorenstein (1 )

Bullough y Laurence ( 11 ) y Wil Bienkinsopp ( 12 ). (6 ).

3.- MARCAS EN EL DNA :

Durante la sintesis del DNA’\, cuando tiene lugar una exacta —-—
duplicacién de las moléculas, es posible introducir un grupo radioacti~
vo que puede mantenerse durante todo el lapso de vida celular debido-
a que las moléculas son estables.

La técnica para marcar el DNA ha llegado a ser desarrollada
en un alto grado de sofisticacién. El marcador radioactivo es introdu-—
cido a las moléculas por medio de precursores para marcar el DNA,
el més popular de éstos es la timidina ( timidina—-deoxirribosa, TdR )
marcando también con C o H. H=TdR ha probado ser especialmente -
Gtil para el estudio de células dindmicas.

La marca es localizada en el nlcleo celular y puede ser i —-
dentificada por radicautograffa. Las células marcadas son reconocidas
facilmente bajo el microscopio debido a los granos de plata localiza -
dos directamente sobre el nlcleo. Después de la divisién, la radicac-
tividad es dividida igualmente entre las dos células hijas, donde per -
manece hasta su préxima divisién.

De este modo es posible no sélo idertificar las células que -
estdn en fase S sino también seguir la ruta de migracién de las cé -

lulas después de la divisién variando el intervalo de tiempo entre la-—
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inyeccidén del H=Td R y el sacrificio ( 6 ).

Algunos de los estudios realizados usando esta técnica son -
el de Mogons Skougaard ( 3 ), Beagrie & Skougaard ( 5 ), Epstein &
Malbach ( 7 ), Greulich, Cameron & Thrasher ( 8 ), y Duane & Ba-

ner ( 10 ).

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS METODOS

Una evaluacién de los tres métodos vAlidos para el estudio -
de la renovacién celular, muestra que es imposible simplemente el es
tablecer que uno de los métcdos es el método de eleccidén para todos
los propbsitos. Al contrario, todos los métodos tienen alguna aplica-

cién.

I.- Cuenta mitética: Esta ofrece las minimas ventajas y so-
lo brinda informacién escasa y poco confiable. Este método es, sin-
embargo, el Unico valioso para el andlisis de la actividad mitética -

en humanos.

2.- Colchicina: Comparada con la cuenta mitética simple, -
las ventajas de esta técnica son obvias, pero con sus limitaciones. -
La técnica de colchicina da una informacibén clara en el tiempo de -
un ciclo y la duracidn mitética, mientras que no es posible obtener
informacién de las rutas de migracibén celular ni tampoco de las --

subfases dentro de la interfase.
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L.a colchicina, veneno mitdtico, excluido en humancs, tiene -
sus ventajas en animales experimentales cuando se compara con el -
H-Td R. Primero, es aplicable en Iabor'at;orios no equipados para -
trabajar con materiales radioactivos, y est4 basado en simples ruti--
nas histolégicas sin procedimientos auxiliares como la radioautogra -
fifa. E1 procedimiento con colchicina parece ser el método de eleccidn
para el estudio de fluctuaciones diurnas en la actividad mitética y de
la duracién motética.

Pocos datos son valiosos en lo concerniente al tiempo tomado
desde la inyeccién de colchicina hasta el completo efecto en las célu-
las entrando en metafase y usualmente no se hace ninguna correccidn
a ésto. Ha sido establecido a través de la incidencia de profases i -
dénticas en animales de control y con colchicina que la droga tiene -
un pequefio o ningdn efecto en el nlmero de células entrando en mito
sis ( Bertalanffy y Lau, 1962; Stevens Hooper, 1961 ). Pero la velo
cidad a la cual las metafases son acumuladas puede decrecer duran-—
te el peribdo de tiempo entre la inyeccién de colchicina y el sacrifi-
cio ( Leblond y Walker, 1956 ), particularmente cuando el intervalo
de tiempo entre la inyeccfén y el sacrificio excede las 6 horas; adn
con intervalos cortos alguna pérdida de metafases puede ocurrir. Es
te fenbémeno daré por resultado una subestimacién de la actividad mi

tética cuando se usa el método de colchicina.
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3.~ Precursores marcados de DNA: La técnica de H-Td R, -
también exclu_f_‘da en humanos, tiene la ventaja sobre la colchicina que
requiere menos animales para el cllculo del tiempo total de movimien
tos en un tejido. Esto es debido a que las fluctuaciones diversas<en el
nlmero de células entrando a la fase S es menor que las variaciones
de la actividad mitética y consecuentemente puede ser descuidado. Las
marcas con H-td R en las células son permanentes y puede seguirse-
su destino y ruta de migracién. M&s aun las marcas con H-=Td R brin
dan informacién en fases dentro de la interfase lo cual no es posible-

con cualquier otra técnica. ( 6 ).

RENOVACICN DEL EPITELIO GINGIVAL..

La actividad mitética del epitelio gingival ha sido estudiada -
extensamente en las (ltimas décadas. En particular se ha enfocado un
especial interés al epitelio de unidn considerando que una renovacidn
celular cortinda en contacto con el esralte de los dientes, hace una
verdadera adherencia orgénica entre el epitelio y el esmalte, dificil
de visualizar.

Es diffcil, y casi imposible el comparar los resultados de--
investigaciones previas, debide a las complicaciones que aparecen -
por los diferentes métodos y especies usadas, as{ como diferentes -
zonas epiteliales investigadas.

Algunos de los principales estudios que se han realizado re_
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cientemente sobre la renovacidn celular del epitelio gingival son los =~
siguientes:

- Trott y Gorenstein ( 1 ) estudiaron la velocidad mitética en
el epitelio oral y gingival de la rata y concluyeron que los tejidos gin
givales,con excepcién de la encfa crevicular, presentan una variacién -
diurna, por lo que la actividad mitética mé&s alta ocurre en las prime_
ras horas de lamafiana. También demostraron que el epitelio de unién
tiene la velocidad mitética diurna més alta de todos los epitelios que-

examinaron. ( 1 ).

- Skougaard ( 8 ) en un estudio de la renovacién del epite -
lio gingival en marmoseta demostrd que la actividad mitética es mayor
en el epitelio de unién, y cree que &sta actividad alta esté& relaciona-

da con cambios inflamatorios. ( 3 ).

- Erik Randers Hansen ( 4 ) afirma que las variaciones tan-
to en la velocidad como en la duracién mitética estén controladas por
un mecanismo homeostético en el cual el chalone epidérmico y la a--
drenalina toman parte. El nlmero de células entrando en mitosis sé-
reduce y la duracidn de la mitosis es prolongada por la accibén de es

tas sustancias. ( 4 )

- Duane y Baner ( 10) estudiaron la renovacién celular en -
la mucosa oral y piel de la rata y obtuvieron un tiempo de renova -

cibn para las diversas porciones de la mucosa oral de 3.2 a 5.8 =
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dias. se demostrd ademés que la mucosa de la encia libre se renue-
a s{ misma cada 5.6 dias y que la encfa libre e insertada tiene la re

novacién celular més lenta que cualquier otra &rea de la cavidad oral.
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OBJETIVOS

La finalidad del presente trabajo, es estudiar la renovacibén -
celular del epitelio gingival en papila interdentaria de la rata F’r‘mc_i__
palmente en la punta de papila, el epitelio externo, el epitelio crevi-
cular y el epitelio de unién, empleando la técnica de colchicina de -

Dustin, bajo dos diferentes dietas y un mismo tipo de cepillado
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MATERIALES Y METODOS

-~ Se utilizaron 14 ratas blancas adultas hembras cepa wistar
- Se dividieron en tres grupos de la siguiente manera:
I.- Grupo control " A "; 2 ratas adultas con un peso de:
I - 254 grms.

2 = 253 grms.

2 - Grupo experimental " B "; 6 ratas adultas con un peso de:
I - 245 grms.
2 - 244 grms
3 - 226 grms
4 - 220 grms.
5 - 207 grms,
6 - 220 grms.

Con variable de dieta DURA y con cepillado de barrido

3 - Grupo experimental " C "; 6 ratas adultas con un peso —-

I - 207 grms
2 - 231 grms
_3 - 236 grms
4 - 207 grms
5 -211 grms

6 - 230 grms.



19

Con variable de dieta BLANDA y con cepillado de tareido
- Se cepillaron todos los dias 10 veces por la mafana, aproxi -
madamente a las 8 AM, en los incisivos inferiores con técnica de ba_
rrido
- Se les inyectd colchicina 1cm / 100 grms de peso al 001 %
via intraperitoneal , sacrificindose después de 6 hrs. de naberse in -
yectado

Todos los sujetos de experimentacién se encontraron en Anes-
tro y aislados en grupos como se menciond anteriormente

- Fueron sacrificados a razén de una diaria de cada grupo ex -
perimental ( Se sacrificaron después de 3 dias de iniciado el estudio-
hasta terminar con los grupos )

Durante el sacrificio se utilizd una campana de vidrio, den -
tro de ésta. se coloc algodén con éter, en ella se introducfa el ani_
mal de experimentacidn hasta no encontrar signos vitales

- Posteriormente al sacrificio, en una mesa de diseccién se -
obtenfa una muestra de los incisivos inferiores y parte del maxilar --
inferior del sujeto experimental

- La muestra era lavada con agua y se fijaba con formalina -
al 10 %, se fueron clasificando cada una de las ratas de acuerdo a -
los grupos establecidos hasta terminado el sacrificio

- Posteriormente se desmineralizaron los especfmenes con a -

cido Férmico al 5 % . Se tomaron radiograffas como control del des
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mineralizado, se utilizd para el estudio la técnica de inclusién en para-
fina, para la deshidratacién se utilizb el Histokinette, proceséndolo en -
parafina, realizando cortes seriados de la muestra en sentido mesio— -
distal.

Se seleccion de los cortes seriados, las &reas representati -
vas del estudio, obteniéndose alrededor de 10 laminillas por cada suje—
to experimental. Se tifieron con Hematoxilina y Eosina, se procedidé a-
la observacién con microscopio éptico a 200 x, 400 x, y bajo inmer -~
sién, dividiendo el campo de observacidn en:

Campo 1

Campo 1II

Campo III

Campo 1V
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RESULTADOS

Para la lectura de mitosis ( renovacién celular ), se seleccio
naron &reas de: epitelio de unién, epitelio crevicular, punta de la pa-
pila y epitelio externo. ( figura No. 1 )

Todas las secciones fueron examinadas a 250 X , 400 X , y-
bajo inmersibén, para determinar la identidad individual de las células
que a continuacién se reportan en la tabla No. 1, tabla No. 2 y tabla
No. 3, que corresponden al grupo control y a los grupos experimenta
les.

La actividad mitética revelada por las células, se lleva a ca_
bo en &reas generativas del epitelio, existiendo distribucién variable-
celular tanto en el estrato espinoso como en el basal, indicando que-
la divisién es variable dependiendo de la migracién hacia la superfi -
cie.

El nlmero de mitosis en el grupo A control, es menor que -
en el grupo B y que en el grupo C de acuerdo al cambio de varia -
bles posiblemente debido a la dieta o a trauma mecénico, establecién
dose parémetr‘os de medida segin tablas Nos. 1, 2, y 3, graficando-
los valores de los grupos experimentales ( gréficas 1 , 2 , 3,y -

4).



FIGURA No. 1

|~ EPITELIO DE UNION
Il PUNTA DE LA PAPILA

lli- EPITELIO CREVICULAR

IV- EPITELIO EXTERNO

ESMALTE
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TABLA NO. 1

GRUPO CONTROL " A "

FO 1383 1
I 4
II 8
I 7

IV o

238
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TABLA NO. 2
GRUPO EXPERIMENTAL " B "

FO 14831 FO 15831 FO 17831 FO 18831 FO 1983 I

1 10 7 8 12 14
I 5 6 9 11 7
7 5 7 13 10
vV 9 12 8 10 17

25
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TABLA NO. 3

GRUPO EXPERIMENTAL " C "

FO20831 FO21831 FO22831 FO23831 FO0O24831 FO 25831

T 19 i8 17 20 21 17
II 20 23 20 18 20 18
I 17 20 i8 19 17 20
IV 238 25 23 24 21 16

Nota: Promedio entre FO 20831 y FO 22831

118;1120;11117.5; IV 23.
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Para comprobar si existia significancia en el estudio, se rea-
lizaron pruebas estadisticas para darle validéz externa e interna utili-

zando pruebas no paramétricas como son la de X2 y Huskal Wallis =

(H).

Con la siguiente hipbtesis:

AF BF C

I

H : A= B= C

De donde se deduce que:

R.D.
Si Hcalcul ada Htablas entonces Ho se rechaza
R.D.
Si H ><2 nt H h
! calculada tablas entonces o Seé recnaza

Valor de H y ><2 de las tablas:

H (5,51 .05)= 5.3

X2 (2, .05) = 5.991

Como observaremos en las tablas 4 y 5 ygréficas 5, 6, 7 y 8.



TABLA NO. 4

RESULTADOS DE Hcgiculada

H

'calculada tablas o a

Hi 8.17 5.3 rechazo acepta
HII 8.17 5.13 rechazo acepta
Hi1l 7.52 5.13 rechazo acepta
Hp/ 6.67 5.13 rechazo acepta
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TABLA NO. 5

RESULTADOS DE Hggiculada

2
Healculada X tablas Ho Ha
Hy 8.17 5.991. rechazo acepta
Hyp 8.17 5.991 rechaza acepta
Himn 7.52 5.991 rechaza acepta
HI\/ 6.62 5.991 rechaza acepta

Nota: Como se observa en las gréficas 5, 6, 7 y 8.
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ESTUDIOS HISTOLOGICOS

Se tomaron microfotograffas.de las 4reas més representativas -
de: epitelio de unién, epitelio crevicular, punta de la papila y epitelio ex-
terno, en donde observaremos a la renovacibn celular con tincién de He-
matoxilina y Eosina en el grupo control como en los grupos experimen
tales. Las siguientes microfctograffas muestran los cortes histolégicos

de las 4reas ya mencionadas.



Microfotograffa mostrando las diferentes &reas del epitelio
las cuales fueron divididas en cuatro zonas de la siguiente manera:
1.- Epitelio de unién.

II. - Epitelio de la punta de la papila.
II1.- Epitelio crevicular.

IV.- Epitelio externo.
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Microfctograffa mostrando el &rea del epitelio

externc a 250 X. ( Grupo control ).
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Microfotograffa mostrando el #€rea del epitelio

crevicular a 250 X .( Grupo control ).
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Microfotograffa mostrando el 4rea del epitelio
crevicular, del grupo experimental bajo inmer_
sibn, observamos distribucién variable tanto -

en el estrato espinoso como en el basal.
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Microfotograffa mostrando aumento en el numero
de mitosis correspondiente a grupo experimental _
posiblemente debido a la dieta, estableciendo pa-

e

rédmetros de medida,



Microfotograffa mostrando que el ndmero de mitosis en los
grupos experimentales es mayor de acuerdo al cambio de variables,
posiblemente debido a el trauma mecdnico, estableciéndose paréme

tros de medida, bajo inmersién.
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DISCUSION

Es dificil el comparar los resultados de investigaciones pre -

vias, debido a las complicaciones que aparecen por los diferentes mé -

todos y especies usadas, as{ como diferentes zonas epiteliales investi-

gadas.
Sin embargo, éste estudio se llevd a cabo en cuatro zonas:
Zona 1 epitelio de unién
Zona II punta de la papila
~ Zona 1II epitelio crevicular
Zona IV epitelio externo

el cual se realizé con la técnica de la colchicina ( Dustin 1934 ), en-
donde observamos que el grupo B tenfa un bajo rango de mitosis, el -
cual se incrementaba conforme avanzaba el estudio.

El grupo C empezb con un alto rargo de mitosis, probablemen
te debido al estimulo producido por su dieta blanda, y conforme avan-
26 el estudio se fue incrementando.

Se ha sugerido que la actividad mitética est& determinada por
algunos agentes humorales; y se ha demostrado que la adrenalina pue-
de inhibir la actividad mitética ( 4,6,11 )

Nosotros observamos que durante la fase del cepillado nues =

tros sujetos de experimentacién se encontraban bajo tensién ( irrita -

das ), debido a que se les tenfa que sujetar y posteriormente realizar
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diez movimientos de cepillado de barrido durante todo el estudio has-
ta su sacrificio.

Ya se demostré por Bullough & Laurence ( en 1961 ), quienes
encontraron una depresién en el nlmero de células en mitosis durante
el stress y relacionan ésto con un incremento en la concentracién de -
adrenalina. (3)

Randers Hansen ( 1967 ), menciona que no sdlo la adrenalina-
sino la concentracién de chalonas influye también en la actividad mité-
tica,(Bullough en 1962, propuso que los individuos mitéticos de tejidos
especificos deberfan llamarse chalonas ) en presencia de una concen -
traciér: efectiva de éstas sustancias se reduce el nimero de células en
trando en mitosis, se reduce la velocidad de la mitosis y se prolonga
‘1la duracién de ésta ( 4,8,11 ).

Por otro lado, se dice que el tiempo para el sacrificio des --
pués de la administracién de colchicina, hasta el completo eFec;to en -
las células entrando en metafase » Y usualmente no se hace ninguna co_
rreccién a ésto, ha sido establecido a través de la incidencia de pro-
fases idénticas en animales de control y con colchicina ( que la droga
tiene un pequefio o ningin efecto ) en el ndmero de células entrando-
en mitosis ( Bertalanffy & Lav, 1962; Stevens Hooper, 1961 )

La velocidad a la cual las metafases son acumuladas puede su
ceder durante el per{édo de tiempo entre la inyeccidn de’ colchicina y =

el sacrificio ( Leblond & Walker, 1956 ), particularmente cuando el -
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intervalo de tiempo entre la inyveccidn y el sacrificio excede ilas 6 ho -
ras

Nosotros realizamos nuestro estudio basado en esto y después
de la administracién de la colchicina por via intraperitoneal, se sacri_
ficaron los sujetos de éste estudio a las 6 horas, sabiendo que en in -
tervalos cortos alguna pérdida de metafases puede ocurrir.

Bertalanffy y Leblond mencionan que la dosis apropiada de col
chicina es de 2 mg/kg de peso. ( 12 ). Nosoctros utilizamos 0.01 % de
colchicina pura por cada 100 mg/peso, observéndose que funciond ade-
cuadamente.

Presumiblemente las células en otras fases no son afectadas;-
las células entran en mitosis a una velocidad normal y son detenidas -
en la metafase, de aquf es posible determinar cuéntas células han es-
tado en mitosis durante un intervalo de tiempo en el cual la colchicina
ha sido efectiva. ( Dustin 1934 ).

La colchicina y sus derivados, la colcemida, han sido amplia
mente usadas para el estudio de renovacidén celular, como por ejemplo
se ha usado en los estudios r\alizados/ por: Trott & Gorenstein (1 ) ,
Bullough & Laurence ( 11 ) y Wil Bienkinsopp ( 6 ).

Existen diferentes métodos de los cuales el que nosotros uti =
lizamos parece ser muy apropiado pero no el mejor aparentemente., -
sin embargo el procedimiento con colchicina parece ser .el métcdo de

eleccidén para el estudio de fluctuaciones diurnas en la actividad mité-
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tica y de la duracidén mitética ( 20,21 ), debido a que nuestro estudio
fué realizado precisamente en las mafanas donde se les cepillaba a -
los sujetos experimentales y posteriormente se sacrificaban a las.6 ho
ras lo cual ya fue discutido anteriormente.

En los estudios realizados por otros 'investigadores observamos
que lo realizaron en condiciones diferentes, con diferentes sujetos ex —
perimentales y haciendo una relacién de ellos vemos que en el estudio
que nosotros realizamos se contempla las variables de la dieta y del -
cepillado, mencionando ademé&s de que no existen investigadores que lo
hayan realizado en estas condiciones. Podemcs subrayar que los estu =
dios de las &reas donde nosotros hemos hecho el estudio, no todos los
investigadores las han observado. Nuestras 4reas de observacién -
son: Epitelio de unibén, Punta de la papila, Epitelio crevicular, y Epi-
telio externo.

Existe una gran cantidad de investigadores que han hecho es -
tudios de alguna de éstas &reas, pero no de todas ellas por lo general.
Los estudios se han realizados con la técnica de colchicina de Dustin-
(1884 ) (1,11,12 ) ( 6 ); con la técnica de identificacién de DNA-
Howard & Pele (1953 ) (3) ( 5,6,7,8,10 ) y alguno que otro con—
la de conteo mitético realizada en humanos ( 6 ).

Trott v Gorenstein ( 1 ), estudiaron la velocidad motética en
el epitelio oral y gingival de la rata y concluyeron que ios tejidos -

. . . 2z . .
gingivales con excepcién de la encfa crevicular presentan una varia -
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cibn diurna, por lo que la actividad mitética més alta ocurre en las -
primeras horas de la mafiana y demostraron que el epitelio de unibén -
tiene la velocidad mitética diurna més alta de todos los epitelios que -
examinaron.

Nosctros encontramos que el més alto grado de renovacién ce_
lular se localiza en el epitelio de unién. y ademés en el epitelio exter—
no, donde probablemente estddado por el cepillado.que se les practicd
a los grupos experimentales.

Skougaard ( 3 ), en un estudio de la renovacidén del epitelio -
gingival en marmosetas, demostrd que la actividad mitética es mayor-
en el epitelio de unibn y cree que ésta actividad alta est4 relacionada-
con cambios inflamatorios.

Nosotros estamos de acuerdo con esto porque alguna de nues-—
tras muestras se encontraban con un infiltrado inflamatorio agudo, --
principalmente observlndose Leucocitos Polimorfonucleares Neutrbfi —
los,principalmente en la zona de epitelio de unién, la cual fue un & -
rea con el mayor rango mitético.

También -se ha reportado un estudio en perros por H. Loe -

( 1961 ), en donde se indicéd una velocidad alta en la actividad mitéti-
ca para el epitelio de unién, en donde habfa un alto némero de leuco-

citos.
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CONCLUSIONES

Nuestras observaciones confirman que la regeneracién celular-
se lleva a cabo dentro de los estratos basal y germinativo de los epi-
telios, variando segln las diferentes condiciones.

La capacidad de renovacién celular es probablemente una res-—
puesta evolutiva al trauma sufrido por los epitelios de recubrimiento.

El establecimiento de tiempos y cantidades de células en reno
vacién en los epitelios normales de las ratas, semejan a los humanos
y otras especies, pudiendo servir de base a la lfnea de investigacién -
epitelio—celular en circunstancias patolégicas.

En este estudio nosotros observamos que la mayor cantidad -
de renovacién. celular est4 dada en el epitelio de unién y en el epite -
lio externo.

También observamos que la dieta es un factor que debe tomar
se en consideracidén debido a los resultados que se observaron en el -
epitelio externo, en donde hubo una cantidad significativa de renova -
cibn celular basados en el estudio estad{stico.

Otro punto importante para subsecuentes estudios, serd la -
calidad de la dieta y no solamente el tipo de dieta como se realizb -
en éste estudic, observando significancia en los grupos experimenta =

les.

Otro de los factores es el cepillado que de no usarse correc
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tamente actuari como un factor trauméatico, 1o cual fue observado a nivel
de epitelio de unién, donde encontramos un nlmero considerable de leu-
cocitos polimorfonucleares neutréfilos.

Es importante mencionar que para redondear este estudio sea -
necesario realizar otras investigaciones que determinen la importancia -
de la erupcidn activa en roedores, punto que no tomamos en considera -
cibén durante este estudio, ya sea utilizando esta tecnica, la de colchicina
o la de marcas en DNA,

Por dltimo he de mencionarles que este estudio que realizamos,
después de revisar la literatura, es un estudio que ningln otro investiga

dor habfa realizado con las variables de dieta y cepillado.
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RESUMEN

El objetivo principal de este .trabajo, es la determinacidén de-
actividad mitética de la papila interdentaria en el epitelio gingival de-
rata cepa wistar, dividido en cuatro zonas:

Epitelio de unién 1

Epitelio crevicular III

Punta de la papila II°

Epitelio externo v
Empleando la técnica de colchicina ( Dustin 1934 )

El estudio se realizd en la Facultad de Odontologta, utilizan-
do como material biolégico ratas blancas ( cepa wistar ) divididas en-
un grupo control y dos grupos experimentales, utilizando como varia-
bles 2 tipos de dieta y el cepillado con técnica de barrido Se sacri-
fFicaron a razén de una diaria tres dfas después de iniciada la investi
gacién, inyecténdoseles colchicina 1 cm / 100 grms. al 0 01 % via -
intraperitoneal., y sacrificAndose después de 6 hrs.

Posteriormente se obtuvieron muestras de incisivos inferio -
res fijdndolos con formalina al 10 %; se decalcific§ con &cido Férmi-
co al 5 % ; se deshidraté en Histokinette, se hicieron cortes seriados
en sentido mesio — distal, escogiéndose:sdlo aquéllos donde las mues-
tras fueran representativas del estudio. Se tifieron con Hematoxilina-

y Eosina, obteniéndose alrededor de 190 laminillas; se procedid a la
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observacibn en microscopio éptico a 200 x, 4C0 %, y bajo inmersibn,=-
dividiendo el campo de observacién en cuatro &reas; epitelio de unidn,
epitelio crevicular, punta de la papila y epitelio externo.

El resultado del sstudio fué que la actividad mitdsica revela -
da por las células medidas, se llevd a cabo en 4reas generativas del-
epitelio; existe distribucién variable de células en mitosis entre el es-
trato espinoso y el basal‘, la medicidén indica que las células se divi -
den, variablemente dependiendo de la migracidén hacia la superficie.

El ndmero de mitosis en el grupoc A es menor que en el gru-
po B y que en el grupo C, de acuerdo con el cambio de variables,po-

siblemente debido a la dieta o a trauma mecénico, estableciéndose pa -
rémetros de medida. .
Para observar si los resultados fueron significativos realiza -
mos XQ y Huskal Wallis ( H ) que nos arrojaron los siguientes datos:
Valores de H y ><2 ( de las tablas )
2 (2, .05) = 5.991
H (5,5,1 ..05) = 5.13

AN

Resultados de H y X° del estudio:

Hy = 8.17
HII = 8.17
HIII - 7.52
H_ = 6.67

v
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Donde concluimos que el estudio fue significativo en todas las &~

reas, pero principalmerte en el epitelio de unién y en el epitelio externo.
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