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1. RESUMEN

Antecedentes: La apoptosis es una forma de muerte celular que se presenta normalmente

durante la formación de diversos órganos, incluyendo al germen dentario. Está reconocido

que el fluoruro es capaz de inducir apoptosis en diferentes tipos celulares (hepatocitos,

osteoblastos, neuronas y ameloblastos) y que su consumo excesi vo puede provocar tluorosi s

dental. No obstante que se reconoce el papel del f1uoruro como un agente inductor de

apoptosis, todavía no se ha mostrado si este efecto se presenta en la odontogénesis.

Objetivo: Determinar el efecto del fluoruro como inductor de apoptosis durante la

odontogénesis de murinos. Métodos: 32 gérmenes de primer molar inferior de ratones

Balb/c de 1 día neonatal se cultivaron durante 3 días con diferentes concentraciones de

fluoruro de sodio (OmM, 1mM y 5mM), se fijaron en paraformaldehído al 4%, se

descalcificaron en EDTA al 10% durante 10 días. Los especimenes se incluyeron en

parafina y se realizaron cortes seriados a 4f.!m. Para evaluar la apoptosis se utilizó la técnica

TUNEL. Resultados: Se observó desorganización celular en el retículo estrellado y

odontoblastos, así como aumento en la presencia de matriz dentinaria de los grupos

experimentales, células apoptoticas en la región de los ameloblastos de cúspides y

odontoblastos. Conclusiones: Nuestro resultados sugieren que el fiuoruro de sodio puede

inducir cambios morfológicos en el retículo estrellado, así como apoptosis en amelobl astos

y odontoblastos de gérmenes de primer molar inferior de ratón.
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2. INTRODUCCIÓN

El flúor (F) es un elemento de la naturaleza catalogado dentro de la tabla periódica como un

halógeno. es el más electronegativo de todos los elementos, lo que le permite reaccionar o

combinarse con la mayoría de ellos, en particular con los metales formando compuestos

denominados t1uoruros.

El papel del fluoruro en la prevención de la caries dental comenzó desde 1945 con la

fluoración del agua. Desde entonces, muchas ciudades del mundo cuentan con agua

fluorada y con otras fuentes de fluoruro en la sal, suplementos, pastas dentales, colutorios,

geles y barnices. Numerosos reportes avalan los resultados y la efectividad de estas

medidas; sin embargo, se han reportado los efectos tóxicos de su administración tales como

la tluorosis dental y esquelética. Otro de los efectos tóxicos recientemente investigados en

diferentes estudios in vi/ro es su efecto como inductor de apoptosis.

La apoptosis es un tipo de muerte celular que se presenta durante el desarrollo embrionario

como parte del proceso de organogénesis. Durante la organogénesis algunos tipos celulares

dejan de proliferar y entran en apoptosis después de haber experimentado un número

determinado de divisiones. Sin embargo, este tipo de muerte celular no es exclusivo del

desarrollo embrionario ya que es común en tejidos con una tasa alta de recambio como los

epitelios. Asimismo. se presenta en aquellas células que han sufrido mutaciones, infecciones

por virus o también por la inducción de distintos agentes químicos sobre tejidos normales.

La apoptosis durante la odontogénesis es fundamental para el correcto desarrollo del

germen dental, se ha demostrado que su ausencia durante el desarrollo puede propiciar la

presencia de dientes supernumerarios. Existen escasos reportes en la literatura en los que se

estudie el papel que juega el fluoruro en la apoptosis durante la odontogénesis, por lo que el

objetivo de nuestro estudio fue determinar los efectos del fluoruro durante la odontogénesis

y su papel como inductor de apoptosis.

2
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3. ANTECEDENTES

3.1 Propiedades físico-químicas del flúor

El símbolo químico del flúor es la F, es un gas amarillo, venenoso, pertenece al grupo VIIB

de la tabla periódica, su número atómico es 9, su peso atómico es 18.9989 y su densidad es

17 dm'; pertenece al grupo de los halógenos (halógeno: gr. productor de sales), al

reaccionar con metales forman sales (fluoruros). Químicamente es el elemento más reactivo

y electronegativo de todos (electronegatividad 4). Es peligroso al contacto con la piel ya que

ocasiona quemaduras. Fue identificado por Scheele en 1771 y aislado por primera vez por

Moissan en 1886. 1

3.2 Metabolismo del flúor en el organismo

a) Absorción

La absorción se realiza a nivel del estómago yen la parte proximal del intestino delgado.

Esta etapa depende del pH, debido a la presencia de ácido clorhídrico (Hel) en el medio

gastrointestinal. que junto con la ionización del fluoruro de sodio (NaF) se formará ácido

hidrofluorico (HF), este compuesto es capaz de difundir a través de membranas en

respuesta a diferencias del pH en fluidos de compartimentos corporales adyacentes,

mostrando un mayor índice de absorción que la forma iónica de flúor. 2

En ausencia de altas concentraciones de cationes como calcio y aluminio (los cuales

forman compuestos insolubles con el fluoruro en un 80-90%) el fluoruro se absorbe en

aproximadamente 30 minutos y su absorción es cuantitativamente diferente en niños y

ancianos.'

Una variante que se debe considerar es la forma química en la que se encuentre el fluoruro

al administrarse, es decir, cuando se encuentra como NaF ó monofluorofosfato disódico

(Na2P03F o MFP). Al MFP es hidrolizado por las fosfatasas quienes rompen la unión

covalente de su molécula para la posterior absorción del ion flúor (F-); en el caso de NaF,

su unión iónica se disuelve fácilmente en una solución acuosa y por lo tanto se absorbe

más rápidamente en el estómago. El proceso de absorción se realiza por medio de difusión

3
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y depende de la solubilidad del compuesto fluorado, pH estomacal, presencia de otros

elementos como el Ca. Mg y la edad del individuo. 3

b) Distribución

Después de absorberse. la estancia del fluoruro en el plasma depende de la frecuencia y

cantidad de la ingesta. Whitford (1994) reportó que el flúor no se encuentra unido a

ninguna proteína plasmática, por esta razón se cree que el flúor puede tener la misma

concentración en los líquidos intersticiales. Están reportadas diferentes tasas de

concentración de flúor en el organismo. Por ejemplo en el cerebro existen valores muy

bajos de flúor, por lo que se puede concluir que la barrera hernato-encefálica es

relativamente impermeable a este ión. El tejido graso pélvico es pobremente perfundido

por el fluoruro, mientras que las tasas de concentración en los riñones y en el fémur son

altas .'

e) Excreción

Las concentraciones de flúor disminuyen, debido a su eliminación por el riñón y su

absorción en tej idos duros . El fluoruro se filtra libremente a través de los capilares

glomerulares experimentando un grado variable de reabsorción debida al pH renal ; esto

incluye la difusión de HF y la impermeabilidad de los epitelios a la forma iónica del

fluoruro . Entre más alcalina sea la orina, más formas iónicas existirán y entre más ácida,

más HF se formará . La composición de la dieta (cuando es rica en carne aumenta la acidez),

ciertas drogas y el metabolismo de la persona (adulto o niño) intervienen en el proceso de

reabsorción.4

Los tejidos duros (hueso y esmalte dental), contribuyen a la disminución de la

concentración del flúor en la sangre y se sabe que la absorción de flúor por los huesos es

inversamente proporcional a la edad, es decir, a menor edad mayor absorción, debido a que

durante el periodo de desarrollo óseo, los cristales de un hueso joven son más pequeños,

más abundantes, pobremente organizados y con un alto grado de hidratación, lo que permite

tener una mayor superficie de absorción de flúor que en un hueso maduro .3

4
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3.3 Vías de administración

3.3.1 Administración sistémica

La ingesta de fluoruro se considera importante para minimizar o prevenir la caries. La üMS

respalda la fluoración del agua como medida de Salud Publica.4 La concentración óptima

del fluoruro en el agua se considera de 0.7-1.2 ppm (ppm = parte por millón = mg/Litro)."

Existen otras medidas preventivas como la fluoración de la sal (200-250 mg/kg) y la

lechc .v''

3.3.2 Administración tópica

Se usan diversos agentes para la aplicación tópica y profesional del fluoruro . Éstos son el

fluoruro de sodio (NaF) al 2% en solución acuosa y fluoro-fosfato acidulado (APF) al

1.23%, así como el uso cada vez más generalizado de barnices fluorurados. El potencial

preventivo de los agentes tópicos, en particular los de aplicación profesional, dependen de

su capacidad para depositar fluoruro en el esmalte.'

Las pastas dentales tienen un contenido aproximado de 1000-1500 ppm de fluoruro (l mg

F/g pasta). También existen pastas dentales para niños que contienen 250 ó 500 ppm. Los

fluoruros que se agregan frecuentemente son el MFP, fluoruro de sodio y fluoruro

estanoso.8.
9

3.4 Efectos benéficos del flúor

Está reconocido que el flúor puede actuar tanto por vía sistémica, como tópica, por lo que

tiene un excelente efecto anticariogénico.f El mecanismo de acción del flúor por el cual

puede actuar contra la caries es el siguiente:

• El flúor en etapa posteruptiva impide la pérdida de mineral de la sub-superficie

cristalina del esmalte y conduce a la remineralización. Cuando la remineralización

toma lugar en presencia de flúor, el esmalte reconstruido es más resistente que el

5
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mineral original; este efecto es evidente usando concentraciones de flúor muy bajas

(menores a 0.1 pprn)."

• El flúor interfiere en la vía glicolítica de los microorganismos propiciando la

reducción en la producción de ácido e interfiere con la regulación enzimática del

metabolismo de carbohidratos y de esta forma reduce la acumulación de

li irid . 1 1 ID IIpo isacan os mtra y extrace u ares. .

• La presencia continua de bajos niveles de flúor en la interfase esmalte-placa provee

un modo efectivo de remineralización del esmalte desmineralizado.lv':'

3.5 Toxicidad del flúor

Investigaciones realizadas en modelos experimentales animales (ratones, ratas y conejos)

han demuestrado que la ingesta de bifluoruro de amonio, fluoruro de sodio o ácido

fluorhídrico ocasionan manifestaciones tóxicas sistémicas como: alteraciones en los

electrolitos (hipocalcemia)!" y metabolitos plasmáticos (glucosa y creatinina)", cambios

electrocardiográficos con disritmias ventriculares16, daño al tejido renal 17, cambios

estructurales de las partes caudal y coronal del epidídimo'", disminución en el número de

macrófagos alveolares l9 y en el contenido total de fosfolípidos de células hepáticas,

demostrando que el efecto del fluoruro varía según el tipo celular estudiado. 20

Estudios in vitro realizados en células ováricas, de médula ósea, cuerpo vertebral,

fibroblastos de prepucio, mucosa bucal, células de pulpa humana y odontoblastos de ratón

demostraron que el fluoruro es un agente genotóxico/!: 22. 23 capaz de producir detención del

ciclo celular , además provoca inhibición la síntesis y reparación del ADN, inducir

delecciones, traslocación y fragmentaciones cromosómicas, además de ser citotóxico e

inhibidor de la síntesis de proteínas, función mitocondrial, proliferación y tamaño celular.r"
25. 26. 27

La fluorosis dental y esquelética son los efectos tóxicos más estudiados en modelos in vitro

e in vivo 28.29 Ambas son ocasionadas por la ingesta de fluoruro en grandes cantidades,

siendo éstos dos de los principales problemas que se presentan actualmente.'?

6
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El tluoruro reduce el patrón de formación del esmalte, aumenta la cantidad de contenido

orgánico (proteínas) en la matriz adamantina.3I Estos cambios pueden deberse a efectos

sobre los ameloblastos o sobre el proceso de mineralización, alteraciones en la homeostasis

del calcio, alteraciones en la secreción de proteínas y efecto sobre las proteinasas.i': 32 El

signo característico de la fluorosis dental es la superficie del esmalte con opacidades, que

implican porosidad en el tejido. Está demostrado que la porosidad deriva del crecimiento

incompleto del cristal así como alteraciones en la correcta yuxtaposición de los cristales.V

Estudios realizados en modelos animales e in vitro, demostraron que algunas enzimas como

la dipeptidil peptidasa 11, caseín-cinasa y fosfatasa alcalina que participan en el proceso de

mineralización del diente, están alteradas e incluso inhibidas por la presencia del flúor. 34,35

Otros investigadores demostraron que durante las diferentes etapas de maduración de los

ameloblastos (pre-secretoria, secretoria, transicional y maduración), los mecanismos

involucrados en la remoción de proteínas están inhibidos por el fluoruro a concentraciones

inferiores a 1.5~mol/L.29, 36

Datos recientes sobre toxicidad demostraron la participación del fluoruro como agente

inductor de apoptosis. Estudios in vitro demostraron que el fluoruro induce apoptosis

mediante peroxidación lipídica e inducción de estrés oxidativo propiciando la pérdida del

potencial de la membrana mitocondrial, provocando la liberación del citocromo C
37. Otros

demostraron inducción de apoptosis por fluoruro mediante modificaciones en la

señalización intracelular vía proteínas 0.38

3.6 Apoptosis

3.6.1 Generalidades

El concepto de "muerte celular programada" fue acuñado por Lockshin y col. quienes

describieron la muerte de las células que ocurría en lugares y momentos determinados como

eventos programados dentro del plan de desarrollo de un organismo." Kerr acuñó el

7
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término apoptosis (del griego: caída de hojas de los árboles) para referirse a la morfología

particular de la muerte celular que resulta de la activación regulada por un programa de

muerte pre-existente y codificado por el genoma.t"

Existen dos tipos de muerte celular: necrosis y apoptosis. La necrosis es el proceso de

muerte que ocurre cuando una célula presenta daño severo y pierde, entre otras cosas, la

integridad de su membrana. lo que la lleva a la muerte por lisis; esto provoca la liberación

del contenido celular, lo que favorece la aparición de procesos inflamatorios. Mientras que

la muerte celular por apoptosis es una muerte que se presenta ya sea porque el organismo

necesita para su desarrollo de la muerte en particular de esa célula, o bien porque la célula

sufrió un daño irreparable (infección por virus o células neoplásicas) y la célula muere en

beneficio del organismo."

Uno de los primeros cambios morfológicos que presentan las células que inician el proceso

de apoptosis consiste en la condensación del citoplasma y la reducción del volumen celular.

El estudio de diferentes tipos celulares y métodos para inducir apoptosis, han mostrado que

el volumen celular disminuye durante la apoptosis antes que se presenten características

ultraestructurales o eventos bioquímicos (fragmentación del ADN, liberación del citocromo

e y activación de caspasa 3),42 Cambios en la homeostasis iónica intracelular median la

apoptosis, por ejemplo los cambios en calcio libre y potasio inducen la apoptosis en células

como linfocitos. células de próstata y hepatocitos.f

La siguiente característica que se presenta durante la apoptosis es condensación y

marginación de la cromatina nuclear formando acúmulos densos adosados a la membrana,

seguido de invaginaciones de la membrana nuclear terminando con la fragmentación del

núcleo en estructuras membranosas con cantidades variables de cromatina, lo que se conoce

como la formación de micronúcleos."

De manera análoga, la membrana celular experimenta invaginaciones que terminan por

fragmentar a la célula formando racimos de vesículas de tamaño variado quienes contienen

organelos intactos sin fusión con los lisosomas. A estas vesículas se les llama cuerpos

apopt óticos, que son fagocitados rápidamente." En general, existen dos estrategias para la

8
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fagocitosis: a) en tejidos con bajos índices de apoptosis, donde la fagocitosis la realizan las

células vecinas y b) en tejidos con altas tasas de apoptosis donde existen células

especializadas generalmente macrófagos quienes realizan la función." Los cambios que se

presentan en la membrana celular favorecen su reconocimiento por los fagocitos. Existe

evidencia de que la fosfatidilserina, la cual normalmente está confinada a la cara interna de

la membrana plasmática, presenta cambios en su distribución durante la apoptosis, lo que

permite a macrófagos y otras células el reconocer esto como una señal de fagocitosis.Y

3.6.2 Mecanismos bioquímicos y genéticos de la apoptosis

Una de las principales vías que median la apoptosis en las células de los mamíferos son los

receptores de superficie celular que transmiten señales de apoptosis y se activan por

ligandos específicos de muerte. Los receptores de muerte pertenecen a la superfamilia de los

receptores del factor de necrosis tumoral (TNF-R) y el factor de necrosis neural (NNF-R),

que contienen un dominio extracelular rico en cisteínas y una secuencia homóloga

citoplasmática llamada dominio de muerte (DD). Los receptores de muerte mejor

caracterizados son el Fas, TNFRI y TRIAL quienes son ligandos inductores de apoptosis

relacionados al TNF .48

Al igual que otros miembros de la familia TNF, el Fas es una molécula homotrimérica, por

lo que se sugiere que cada trímero de Fas ligando (FasL) se une a tres moléculas de Fas

(Figura. 1). Esta unión promueve la oligomerización del receptor e inmediatamente después

la proteína adaptadora llamada FADD (dominio de muerte asociado a Fas o Mort 1) se

asocia al dominio de muerte del receptor.Y La proteína FADD se une a través de su propio

domino de muerte a la procaspasa 8 lo que conduce a su activación en caspasa 8. La caspasa

8 (conocida como FLICE o MACH) es la responsable de activar a otra caspasa como la 3.37

El interés en este receptor aumentó cuando ratones con mutaciones del gen que codifica

para este receptor. presentaron trastornos linfoproliferativos por su incapacidad para inducir
. 49apoptosis .

9
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Fas

FADO

FasL

Procaspasa 8

Figura l. Proceso de apoptosis
activada por medio de la interacción
ligando-receptor de la familia TNF.
DD= dominio de muerte (death
dornain), DED= dominio efector de
muerte (death effector domainl.

Caspasa 8

!
Activación caspasas --. APOPTOSIS

Otra forma de mediar la apoptosis es inducir cambios en el potencial de membrana

mitocondrial por la producción de radicales libres, ceramidas, hidrólisis de la

esfingomielina y la activación de una proteasa semejante a la caspasa 3 (Figura 2).50 El

factor activador de proteasas apoptóticas (Apaf-l) interactúa con el citocromo e liberado por

la mitocondria e inician la cascada de activación de las caspasas, o bien, al unirse a alguna

proteína miembro de la familia Bcl-2 impide la apoptosis al evitar la activación de las
51caspasas.

10
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Caspasa 9 activa
J

1
Características

apoptóticas

1
MUERTE
CELULAR

( Pro-caspasa 9 )
APAF-l

1Citocromo C

Oncogenes
Pro- apoptosis

Receptores de
Muerte

Quimioterapia

Mitocondria

[ Pro-caspasa 8 ~ [ Caspasa 8 activa ] •

Figura 2. Diferentes vías para la inducción de la

apoptosis. Por la activaci ón de receptores de muerte o

alteración de la mito condria.

Las vías bioquímicas relacionadas con la apoptosis se encuentran actualmente en

investigación pues, son varios los factores que intervienen en este proceso. Uno ellos son las

caspasas, que pertenecen a una familia de proteasas de cisteína que son efectores

universales de apoptosis. En respuesta al estímulo apoptótico, la pro-enzima de caspasa se

divide en residuos específicos de ácido aspártico hasta generar la subunidad activa. Una vez

activada la caspasa, induce apoptosis en la célula por división o alteración de diversas

proteínas y funciones intracelulares.52 Están identificadas trece caspasas en mamíferos

teniendo distintos papeles en la apoptosis (2, 3, 6, 7, 8, 9, 10) e inflamación (1, 4,5, 11, 12,

13).53

Las caspasas están presentes en el citoplasma de la mayoría de las célulasde mamiferos en

forma inactiva como proenzimas, por lo que existen por lo menos tres vías por las cuales se

pueden activar. La primera necesita de otra caspasa; la segunda, a través de receptores de

muerte de la familia TNFR/NGFR y la tercera incluye la traslocación del citocromo e desde

la mitocondria hasta el citoplasma. 40
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El bcl-2 (B cell leukemiaJlymphoma 2 genes) fue el primer proto-oncogén identificado que

se encuentra asociado a procesos malignos de las células B. Durante la maduración de

dichas células B puede haber traslocación cromosómica en el gen bcl-2; ésto provoca

aumento en la expresión de la proteína citoplasmática Bcl-2, que tiene actividad anti-
" "4apoptotica.

El gen bcl-2 forma parte de una familia de genes que intervienen en la regulación de la

supervivencia celular. Los miembros de la familia Bcl-2 son: Bcl-2, Bax, Bad, Bcl-Xl, Bcl

Xs y Mcl-I. La supervivencia o apoptosis de la célula dependerá de las diferentes

interacciones entre estas proteínas, ya que unas actúan como pro-apoptóticas y otras como

antiapoptóticas. Por ejemplo, el Bcl-XI actúa inhibiendo la apoptosis, mientras que Bad la

promueve al unirse e inhibir al Bcl_X1.55,56.57

El gen supresor tumoral p-53 es un mediador de muerte celular por apoptosis en células

malignas y normales de diferente linaje." Están propuestos dos modelos para explicar el

mecanismo de acción en la muerte celular por apoptosis. El primero indica que p-53 induce

genes relacionados con la oxido-reducción generando especies reactivas de oxígeno para

promover la degradación de componentes mitocondriales mediante degradación oxidativa.

El otro modelo es que p-53 media la inducción del receptor de muerte (DR5), un receptor de

la familia del factor de necrosis tumoral, que induce la muerte mediante las caspasas por

di d li . ,9me 10 e proteo IS1S.·

3.6.3 Detección de apoptosis

Dehido a que la apoptosis es un proceso dinámico y presenta diferentes características

dependiendo del momento en el que se encuentre la célula, ésto permite disponer de una

gran variedad de técnicas para su detección."

Ya que la definición de apoptosis originalmente se creó en base a parámetros morfológicos,

los camhios en las estructuras especializadas como las microvellosidades, la organización y

simetría de la membrana plasmática y condensación de cromatina visualizadas en

microscopia electrónica son útiles para su detección. La detección de la degradación de
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ADN se realiza por medio de electroforesis o por marcaje en células individuales y la

detección de la activación de caspasas por medio de inmunohistoquímica, estas diversas

técnicas permiten tener una localización más exacta y precisa de los sitios de apoptosis."

Actualmente uno de los métodos mas usados para detectar apoptosis es el método de

TUNEL [Deoxinuc1eotidil Transferasa Terminal (TdT) que média el marcaje de hebras

terminales de Trifosfatos de Deoxiuridina (uUTP)]. Éste método detecta apoptosis por la

fragmentación de ADN y las terminales libres 3' -OH. Esas terminaciones libres 3'-OH se

marcan enzimáticamente con un nucleótido modificado. El ensayo de TUNEL detecta la

ruptura de hebras simples y dobles y se puede utilizar en una gran variedad de tejidos."

3.6.5 Apoptosis durante la odontogénesis

Durante la odontogénesis se llevan a cabo diversos eventos celulares como son; la

migración, proliferación. diferenciación y muerte celular, estableciendo una interacción

espaciotemporal de la relación epitelio-mesenquima'f, lo que está ampliamente descrito

durante el desarrollo de los órganos dentarios.t'

El tamaño apropiado y correcta posición de los órganos dentales necesita durante su

formación un balance entre proliferación y muerte celular. La apoptosis juega un papel

activo en la morfogénesis de los órganos dentales, en la reducción de la lámina dental y la

eliminación de células durante el desarrollo del órgano del esmalte. 65

Estudios de la odontogénesis en modelos murinos demostraron que en el epitelio

odontogénico a los 11 días prenatales o embrionarios (Ell) no se detecta la presencia de

células apoptóticas; al inicio de la etapa de botón o brote (E12-E13) las células apoptóticas

se localizan en el epitelio del botón y bajo el ectodermo bucal. En la etapa de capuchón

(EI4-EI5) se observan células apoptóticas en el primer nudo de esmalte (enamel knot)

quien desaparece rápidamente y también se observan algunas células apotóticas en el

mesénquima . Posteriormente, durante la etapa de temprana de campana (EI6-E18) las

células apoptóticas se localizan en el epitelio de la lámina dental, el epitelio externo del

esmalte, el estrato intermedio, en el segundo nudo de esmalte y raras veces en el
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mesénquima. Finalmente, en la etapa tardía de campana (Postnatal O-Postnatal 7), las

células apoptóticas persisten en el epitelio de la lámina dental, en el epitelio externo del

esmalte, estrato intermedio, retículo estrellado y en el tejido óseo entre el epitelio bucal y el

germen dental. (14 . h5 . 66. 67

Joseph y col. (1999) demostraron que alrededor del 50% de los ameloblastos mueren

durante el proceso de odontogénesis. Aproximadamente la mitad de estas muertes ocurren

durante la etapa de transición, es decir, entre la etapa secretoria y la etapa de maduración en

su proceso de diferenciación. 68

Estudios inmunohistoquímicos de la apoptosis durante la odontogénesis han revelado que

Bax y Bcl-2 se ca-localizan en las etapas de secreción, transición y maduración de los

ameloblastos. La inmunoactivación de Bax es elevada principalmente durante las etapas

finales de secreción y transición, mientras que el Bcl-2 tenía una activación muy ligera.

Durante la etapa temprana de maduración la activación de Bax disminuyó a comparación

del BcI-2, lo que sugiere que la apoptosis en la maduración temprana fue menor.l"

Por otra parte. está demostrado que a las células apoptóticas las eliminan los macrófagos,

células vecinas y células que presentan molécula del complejo mayor de

histocompatibilidad (MHC) clase 1I durante la odontogénesis y también durante el recambio

celular de la pulpa dental.7o
•
7J El análisis de la pulpa dental por medio del ensayo de

TUNEL demostró que la densidad de marcaje aumenta de la zona apical hasta la zona

incisal, demostrando la importancia de la apoptosis en el recambio celular normal de la

pulpa dental. 72
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La exposición a tluoruros sistémicos se produce primariamente de manera natural, debido a

su presencia en aguas de zonas geográficas aisladas. Actualmente la población recibe aguas

y sales tluoradas artificialmente junto con la adición de una variedad de agentes tópicos y

sistémicos, estos agentes aumentan la prevalencia y severidad de la fluorosis dental y

posibilitan la presencia de otros efectos tóxiCOS.29
-
3 1

La alta exposición a fluoruro en la población nos conduce a cuestionar sobre su seguridad,

por lo que ya se ha comenzado a estudiar sus efectos tóxicos, genotóxicos, cancerígenos en

modelos in vitro e in vivo. Estudios recientes in vitro señalan al fluoruro como un inductor

de apoptosis,

Existen muy pocos estudios sobre la acción del fluoruro durante la odontogénesis, por lo

que consideramos importante abordar este problema estudiando el efecto del fluoruro en la

inducción de apoptosis.

5. .JUSTIFICACIÓN

La amplia distribución y el elevado consumo de fluoruro traen como consecuencia un

aumento en la prevalencia y severidad de f1uorosis dental. A pesar de que este compuesto

químico ha sido utilizado durante largos períodos para el consumo humano y que el germen

dental es uno de los órganos blanco mas importantes, el efecto de fluoruro en la

odontogénesis es un área poco investigada, por lo que continua siendo un campo muy

amplio de investigación. Por otra parte se conoce que durante la odontogénesis se presentan

un equilibrio entre ciertos mecanismos celulares para su correcto desarrollo por ejemplo la

división celular y muerte celular (apoptosis).

Investigaciones previas en diversos órganos y tipos celulares han mostrado que el fluoruro

de sodio es un inductor de apoptosis, por lo que consideramos importante determinar si este

efecto ocurre durante la odontogénesis.
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6. HIPÓTESIS

6.1 Hipótesis de investigación.

H l. La administración in vitro de fluoruro de sodio a gérmenes dentales de murinos

(ratones) neonatales, aumentará el proceso de apoptosis en células mesenquimatosa y del

órgano del esmalte del primer molar inferior.

7. OBJETIVO

7.1 Objetivo general.

• Determinar la actividad inductora de apoptosis del fluoruro de sodio en células del

órgano del esmalte y mesenquima durante la odontogénesis en modelo murinos.

7.2 Objetivos específicos

• Determinar la concentración de fluoruro de sodio que tiene mayor efecto apoptótico

en los órganos dentales de murinos de 1 día neonatal.

• Determinar qué tipo celular es más susceptible al efecto apoptótico del fluoruro de

sodio en los órganos dentales de murinos de 1 día neonatal.

8. TIPO DE ESTUDIO

Experimental, prospectivo y longitudinal.

9. UNIVERSO O POBLACIÓN

Para el presente estudio se seleccionaron 32 gérmenes dentales del primer molar inferior de

murinos obtenidos de 16 crías de 1 día neonatal. Se dividieron equitativamente en tres

grupos ; un grupo control y dos experimentales (ImM=19 ppm y 5mM=95 ppm).
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10. MATERALES y METOnOS

10.1 Materiales y equipo.

Microscopio estereoscópico (Nikon, PFX, Japón)

Tijeras para disección.

Pinzas para microdisección.

Campana de flujo laminar (Holten lamin Air, HH48)

Tubo Coster 10 rnl (Corning, USA)

Cajas de petri estéril (Falcon, CaL 3037, Lincon Park, New Jersey)

Caja para cultivo de 24 pozos (Falcon, CaL 3047, Lincon Park, New Jersey)

Medio de cultivo BGJb (GIBCO, 12519-038)

Suero fetal bovino (GIBCO BRL, CaL 16000-036)

Antibiótico-antirnicótico (Penicilina Sodica G10,000 unidades/rnL, Sulfato de

estreptomicina 10,000 ug/ml, y 25 ug/ml, amfotericina B, GIBCO, Cat. 15240-096).

Solución salina balanceada de Hanks (GIBCO, 24020-125

Micropipetas (500~t1, Pipetman y 0.1-2.5, Eppendorf)

Fluoruro de sodio (T. J. Baker Cat. 3688)

Incubadora (Fisher Scientific, C02 Incubator)

Tubo eppendorf de 400~L1 (CaL 2236390-5, Westbury, NY, USA)

Paraforlmadehido al 4% pH 7.23

EDTA al 10% pH 8

PBS (Solución de fosfatos buffer) pH 7.4

Histoquinette (Jung Histokinette 2000, leica, Alemania)

Paraplast Plus Tissue Embedding Médium (CaL 8889-502004, Oxford, St. Louis USA).

Portaobjetos silanizados (Biocare Medical, HIER Slide, Ref. SFHII03)

Kit para la detección de apoptosis (Dead End TM Fluorometric TUNEL System, Promega,

CaL G3250)

Vectashield Mounting Medium for fluorescence (Vector laboratories, Inc. Burlingame,

CA).

Microscopio Olimpus BX 40 (Japón)

Microscopio de fluorescencia Axiophote (Zeis)
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10.2 Método.

Se utilizaron 16 crías de murinos Balb/c de 1 día neonatal y se tomó peso y talla. Se

trasportaron a la campana de flujo laminar en condiciones de esterilidad.

Las crías neonatales se colocaron bajo el microscopio estereoscópico (NIKON, PFX), para

observar si existían alteraciones clínicas. Las crías se decapitaron para posteriormente

separar la mandíbula, la que se dividió en hemimandíbulas para obtener el germen dental, se

colocaron 15 minutos en solución de Hanks hasta el momento de ser cultivadas.

Se coloco 9 ml de BGJb suplementado con suero fetal bovino al 10% con 20 ~L de

antibiótico (Penicilina Sodica G 10,000 unidades/mL, Sulfato de Estreptomicina 10,000

ug/ml, y 25 ug/ml. de anfotericina B) en un tubo Coster de 10 ml, manteniendo la solución

en agitación constante.

Para este estudio se utilizaron concentraciones de fluoruro de sodio de 1 y 5 mM de fluoruro

de sodio en los grupos experimentales y el grupo control se incubó con agua desionizada

esteri1. Se incubaron durante 3 días a 37°C (Jeng 1998 y Chang 2001).

Para el cultivo de gérmenes dentales se utilizaron cajas de cultivo de 24 pozos. Se adicionó

500~1 de medio de cultivo a cada pozo y fluoruro de sodio a partir de una solución stock de

1M. A los grupos experimentales se les agregó una solución 1 mM (0.5 ~l) Y5 mM (2.5ul)

Y al grupo control 1 ul de agua desionizada estéril. Se colocó un filtro de 0.1 um en cada

pozo y se tomo la hemimandíbula con pinzas de microdisección y se deposito en el filtro

orientando al germen dental hacia al centro, cuidando que la porción lateral externa de la

hemimandíbula quedara en contacto con el filtro. Se incubo a 37° C (Fisher Scientific, C02

Incubator). Se realizó cambio de medio de cultivo en la campana de flujo laminar durante

los tres días de cultivo.

Los especimenes fueron transportados a tubos eppendorf que contenían 400~1

paraformaldehído al 4% pH 7.23. Se fijaron durante 24 horas a 4°C, se lavaron con agua

corriente durante 2 horas, se descalcificaron en EDTA al 10% pH 8 durante 10 días. Se
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colocaron en el Histoquinette para después ser embebidos en parafina. Se realizaron cortes

seriados longitudinales de 4~m de grosor. Los cortes se colocaron en portaobjetos

recubiertos con silano y se tiñeron con Hematoxilina-eosina (H-E) para el análisis

microscópico de los grupos experimentales y control.

10.2.1 Técnica de TUNEL

Para realizar la técnica de TUNEL se siguieron las instrucciones recomendadas por el

fabricante (Dead End TM Fluorometric TUNEL System, Promega). Las laminillas se

desparafinaron con dos baños de xilol fresco cada uno por 5 minutos, se sumergieron en

etanol al 100% por 5 minutos y se rehidrataron en alcohol al 95%, 85%, 70% Y50% durante

3 minutos en cada uno. Se lavaron las laminillas con PBS al 0.1M pH 7.4 por 5 minutos y se

fijaron con paraformaldehído al 4% pH 7.23 por 15 minutos a temperatura ambiente.

Se lavaron las laminillas con PBS por 5 minutos y se cubrieron los cortes con Proteinasa K

(20~glmL) por 10 minutos y nuevamente se lavaron con PBS por 5 minutos. Se le

colocaron 1OO~L de buffer de equilibrio por 5 minutos, se decantó el líquido. A partir de

este momento se trabajo en condiciones de oscuridad. Se agregó amortiguador TdT de

incubación (buffer de equilibrio 45~1 + mezcla de nucleótido 5~1 + 1~l enzima TdT), se

colocó un cubreobjetos plásticos para distribuir el buffer y se incubaron durante 1 hora a 37

"C. Posteriormente se retiró el cubreobjetos plástico y las laminillas se sumergieron en 40

ml de solución 20X SSC a una dilución 1:1O, se lavaron con PBS por 5 minutos, se tiñeron

sumergiéndolas en 40 ml de yoduro de propidio (l uLrnl) por 15 minutos y se lavaron 3

veces con agua desionizada a temperatura ambiente, se eliminó el excedente de agua,

procurando dejar la mínima cantidad posible, posteriormente se agregaron 25~1 de

Vectashield, se colocaron los cubreobjetos los que se sellaron con barniz para uñas. Las

laminillas se analizaron en un microscopio de fluorescencia (Axiophot, Zeis) y se

almacenaron a 4 "C en la oscuridad.
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11. RECURSOS

11.1 Humanos

Director

Asesor en metodología de investigación

Asesor en interpretación histológica

Asesor en interpretación de la técnica TUNEL

11.2 Físicos

Estos recursos se encuentran disponibles en el Laboratorio de Inmunología y Bioterio de la

División de Estudios de Posgrado e Investigación, Facultad de Odontología, UNAM.

12. CRITERIOS DE INCLUSIÓN

• Ratones hembras sanas vírgenes de la cepa Balb/c de 21- 23 g de peso promedio al

inicio del experimento.

• Ratones hembras que cuenten con 8 a 20 semanas de vida.

• Ratones crías de ambos géneros de 1 día neonatal que no presenten anomalías

morfológicas.

13. CRITERIOS DE ELIMINACIÓN

• Ratones hembras que enfermen durante el experimento.

• Hemimandíbulas y gérmenes dentales molares lesionados durante el proceso de

disección.
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14. VARIABLE INDEPENDIENTE

Inducción de apoptosis en el germen dental murino.

15. VARIABLE DEPENDIENTE

Concentraciones de lmM (19 ppm) y 5 mM (95ppm) de f1uoruro de sodio en el medio de

cultivo.

16. ANALISIS ESTADÍSTICO DE DATOS.

Se calcularon medidas de tendencia central y ANOVA usando el programa SigmaStat 3.1.

17. RESULTADOS

17.1 PESO Y TALLA

El peso y la talla promedio obtenidos de las crías de 1 día neonatal fueron de 1.94 gramos y

2.875 cm respectivamente; además se obtuvieron las medidas máximas, mínimas,

desviación estándar y varianza de cada uno. (Cuadro 1)

Peso (g) Talla (cm)

Promedio 1.94 2.875

Máximo 2.57 3.2

Mínimo 1.24 2.4

Desv Estan 0.52568323 0.33273756

VAR 0.27634286 0.11071429
Cuadro 1. Descripcion.
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17.2 RESULTADOS HISTOLÓGICOS

El germen dental del primer molar inferior del grupo control presentó las características

propias desarrollo normal propio de la etapa de campana tardía, con mineralización ósea

entre el epitelio bucal y el del órgano del esmalte (Fig. l A). Los diferentes tipos celulares

del órgano del esmalte se encontraron visibles, además de tener una clara delimitación de

las cúspides y la presencia de predentina (Figs.1 B y C).

En el germen dental del primer molar inferior del grupo experimental cultivado con fluoruro

de sodio a 1mM no se observo organización de las células del retículo estrellado y estrato

intermedio, además se observo separación de los ameloblastos y odontoblastos de la matri z

dentinaria no mineralizada de las cúspides (Fig. 10); también se apreció mayor cantidad de

matriz dentinaria que con el grupo control (Figs. l E Y F). En el grupo experimental

cultivado con fluoruro de sodio a 5mM se presentó un grado mayor de desorganización en

la región del retículo estrellado, estrato intermedio, ameloblastos y odontoblastos (Fig.l G),

además de la separación de los ameloblastos y odontoblastos de la matriz dentinaria no

mineralizada secretada (Figs. 1H Y1).

17.3 TÉCNICA DE TUNEL

En el germen dental del grupo control, se observaron escasas células apoptóticas en el

estrato intermedio, retículo estrellado y ameloblastos (Fig. 2A, B, C). En el grupo

experimental incubado con fluoruro de sodio a l mM, se observo en el germen aumento de

células apoptóticas, principalmente en la región del estrato intermedio, retículo estrellado y

ameloblastos (Fig. 20, E, F). En el grupo experimental incubado con fluoruro de sodio a

5mM, se observaron células apoptóticas en la región del estrato intermedio, retículo

estrellado, incrementándose células apoptóticas en los ameloblastos, además de leve

presencia de células apoptóticas en el mesenquima de la papila dental. (Fig. 2G, H, 1). En

ambos grupos experimentales se observó un depósito amorfo y grandes espacios indicando

perdida celular.
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G H I

~ig. 1. Germen dental del primer molar inferior teñ ido con H-E. (A) Observamos la morfología propia
lel molar en una etapa tardía de campana. (8) Cúspide distal se observa el estrato intermedio (ei),
etículo estrellado (re) y ameloblastos (a) . (C) Observamos presencia de predentina (p) y algunos
idontoblastos en empalizada (o) . (D) Grupo experimental1mM, se observa la desorganización en la
norfología del germen dental. (E) Se observa la perdida en el delimitado de la cúspide por parte de los
imetoblastos (flecha). (F) Mayor deposito de predentina, con separación de los odontoblastos y
irneloblastos de esta. (G) Grupo experimental 5mM presenta la misma desorganización en la
norfología del germen dental. (H) Perdida del delimitado celular de la cúspide (flecha). (1) Ausencia de
«íontoblastos (*). A, D, G 10X, 8 , E, H 40X, C, F. 1100X.
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J. 2. Técnica de TUNEL. (A) Primer molar inferior grupo control. (B) Cuspide distal. (C) Leve marcaje
sitivo en ameloblastos (flecha). (D) Primer molar inferior grupo experimental 1mM. (E) Cuspide distal.
I Incremento en el marcaje positivo (flechas). (G) Primer molar inferior grupo experimental 5mM. (H)
rspide central. (1) Incremento en el marcaje positivo a TUNEL en ameloblastos (Flechas). A, D, G 20X,
E, H 40X, C, F. 160X.
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18. DISCUSIÓN.

El f1uoruro está reconocido como un agente anticariogénico efecti vo y su aplicación local y

sistémica ha sido recomendada Ampl.+iamente durante décadas pasadas. No obstante,

recientemente se han estudiado los efectos tóxicos del fluoruro, como son la fluorosis dental

y esqueletal. 72 También se ha reportado el efecto toxico del f1uoruro sobre riñones de

diferentes especies después de su aplicación en dosis únicas o dosis prolongadas.Í'" 74. 75 El

fluoruro afecta funciones celulares y la actividad enzimática, altera la función de neutrófilos

e inhibe la actividad de fosfatasas y colesterinasas.Í?' 77, 78, 79 Se ha reconocido que el

fluoruro produce aberraciones cromosomicas y mutaciones en genes de células de

mamlferos.Í'' Por lo antes expuesto consideramos que existe un amplio campo de

exploración sobre los efectos tóxicos del fluoruro. Por otra parte también se han realizado

investigaciones en el germen dental, demostrando que el fluoruro puede alterar la

morfología intracelular de ameloblastos y odontoblastos.8 1
,82.83

Los hallazgos histológicos obtenidos de este estudio in vi/ro, mostraron que los primeros

molares inferiores de ratón expuestos a fluoruro de sodio fueron sensibles ante este

compuesto. Las concentraciones utilizadas fueron capaces de inducir cambios histológicos

después de 3 días de cultivo. Se demuestra que concentraciones de 1 mM son capaces de

afectar el desarrollo del germen dental directamente, producido por el exceso del mismo lo

cual fue previamente probado por Bronckers (1984) obteniendo resultados similares.84 De

igual forma, nuestro hallazgos en la desorganización presentada tanto en los ameloblastos,

células del retículo estrellado, estrato intermedio y odontoblastos, debida a concentraciones

iguales o superiores a 1mM de fluoruro; no son impedimento para la presencia de matriz de

dentina, lo cual coincide con un estudio realizado previamente." Esta desorganización

puede ser debida a alteraciones en la síntesis de proteínas, pues ya es conocido que el

fluoruro puede afectar la síntesis de proteínas en los ameloblastos en etapa s~cretoria ,

debido a su afección en el transporte intracelular a través de las proteínas 0.86.87.87 De

manera general, se conoce que alteraciones en la síntesis de proteínas trae otras anomalías

tales como afección en la replicación y transcripción del ADN, lo que puede propiciar una

muerte celular 24, 88
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La apoptosis puede ser producida por diversos agentes: químicos, físicos y biológicos. El

fluoruro, que se cataloga como un inductor químico, produce apoptosis en diversos órganos

y tipos celulares.F'' 86 Uno de estos órganos es el cerebro, que cuenta con un mismo origen

germinativo que el germen dental (ectodermo), se demostró que ante la exposición al

fluoruro desarrollaba apoptosis.f" En las neuronas apoptoticas, investigadores determinaron

cual es la principal vía de señalización, demostrando que la mitocondria es la vía por la cuál

el tluoruro induce la apoptosis. Otros autores han demostrado que el tluoruro provoca

incremento en la cantidad de radicales libres, lo que desencadena un estrés oxidativo. El

estrés oxidativo afecta principalmente el potencial de membrana mitocondrial, provocando

la liberación del citocromo e del espacio intermembranal, y de esta manera provoca

apoptosis.37
.

9 1 Investigaciones realizadas en ameloblastos han demostrado que el fluoruro

puede inhibir su proliferación e inducir apoptosis, resultando en un disfunción de secreción

y absorción de las proteínas de la matriz del esmalte.92

Se han establecido en los años recientes diversos métodos para la detección de apoptosis a

través del marcaje in situ.93
. 94, 95 Se ha usado el método TUNEL en pocos estudios de la

d . ' 64 66 67 68 69 E . . . h d di' . d .o ontogenesis, . , ,. stas investigaciones an emostra o a existencia e apoptosis

en ciertas regiones del germen dental a determinado tiempo en condiciones normales,

mostrando que la presencia de células positivas al marcaje de TUNEL se encuentra en la

lámina dental, epitelio externo del esmalte, folículo dental y en algunos ameloblastos. Los

resultados de este estudio demuestran que el tluoruro puede incrementar la apoptosis en la

región del epitelio del esmalte interno y externo, además de provocarla en la región de la

papila dental, región en la que normalmente no se presenta marcaje positivo a TUNEL,

mostrando una relación existente entre la cantidad de dosis expuesta y la expresión positiva

a TUNEL detectada, confirmando de esta manera investigaciones previas (Wang, 2004).96

No obstante, el fácil manejo del método TUNEL cuenta con dos características negativas: la

primera, que es seguro totalmente solo en un 99%, debido a que pueden producirse falsos

positivo, pues la necrosis en sus ultimas fases también muestra ruptura del ADN .97 La

segunda es que al aplicarlo en muestras sobre portaobjetos se impide obtener una

cuantificación. La técnica recomendada con fines cuantificativos es la citometría fluida ; sin

embargo esta técnica no ha sido aplicada en el caso del germen dental."
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Bajo las condiciones experimentales se observaron zonas con morfología propia de

necrosis, además de presentar materia amorra no identificable en espacios donde no hubo

presencia de células. Esto hace pensar que ese material puede ser restos celulares no

fagocitados; estos hallazgos son similares a los descritos en un estudio previo donde se

probó que el fluoruro es capaz de inducir cambios celulares.f"

19. CONCLUSIONES

En nuestro estudio se pudo comprobar que la técnica de TUNEL para la detección de

apoptosis es un método fácil y rápido, lo cual favorece la aplicación a un mayor número de

especimenes para poder corroborar la información obtenida. Bajo las condiciones

experimentales de este estudio, el fluoruro provoca alteraciones en la formación del órgano

dental y los efectos de daño celular provocados con el flúor están en relación directa con la

concentración utilizada. Sin embargo a diferencia de otros investigadores en este estudio,

encontramos evidencia de apoptosis en odontoblastos y células de la papila dental en

nuestro grupo control sin tratamiento, por lo que propone realizar un estudio utilizando

diferentes tiempos en el cultivo de gérmenes dentales con una amplio rango en la

concentraciones que se planean utilizar y realizar un comparativo utilizando un modelo in

vivo donde se investiguen cronológicamente el efecto del tluoruro en la apoptosis de cada

una de las diferentes etapas de la odontogénesis.

Se reconoce el efecto del flúor como un agente anticariogénico. Las diferentes medidas

aplicadas desde su descubrimiento, como por ejemplo la tluoración del agua y la sal, han

traído beneficios tangibles con respecto a prevención en salud dental. Su gran capacidad de

difusión lo ha convertido en un éxito, por el hecho de poder abarcar tanto grandes ciudades

como pequeños poblados y estar disponible para la mayor parte de las clases sociales. No

obstante, esta misma gran difusión se convierte en un arma de dos filos cuando varios

elementos con vergen en un mismo punto , es decir, no sólo se cuenta con las fuentes ante s

mencionadas, sino además con suplementos dentales; esto provoca una sobrexposición a

este agente. Reportes recientes de tluorosis dental cada vez se hacen mas frecuentes y esto

es un indicador de lo que está sucediendo. No obstante, el desarrollo de una controversia

sobre el conocimiento del fluoruro en la totalidad de sus campos y modos de acción, tanto
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benéficos como tóxicos, ha provocado que los investigadores aborden diversas líneas de

estudio del tema, demostrando que esta controversia no es del todo negativa, probando que

este campo aún continua siendo un área con grandes posibilidades de crecimiento y

esclarecimiento. La investigación de la apoptosis inducida por el flúor en diversos órganos

es un ejemplo, un tema que comienza a crecer. Por la larga historia en el uso de fluoruros en

el ámbito odontológico, se demuestra la importancia de la investigación en este tema. Esto

podría aclarar muchas preguntas y en el camino formular nuevas lo que implica la

elaboración de más y diversa investigación para cumplir los objetivos.
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