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RESUMEN

Durante el siglo XIX y XX se dio el descubrimiento de los acidos nucleicos mediante diversos
estudios y analisis de células y sustancias como el pus. Se conocid que los acidos nucleicos
son polimeros lineales de nucleotidos y que sus funciones consisten en el almacenamiento,
la expresion y la replicacion de la informacién biolégica. EI ADN y ARN son los acidos
nucleicos que existen en los seres vivos; el ADN es la molécula que lleva codificada la
informacion genética, la cual gobierna actividades celulares a través de la formacion de
mensajes de ARN. La informacidén genética que se encuentra contenida en la molécula de
ARN se traduce en proteinas. Las unidades hereditarias 0 genes se transmiten con toda la
informacion y uno de los factores resulta dominante sobre el otro recesivo.

Se estudiaron las enfermedades hereditarias en odontologia como la amelogénesis
imperfecta: desorden genético que produce afectacion en el desarrollo del esmalte. También
se pueden mencionar la dentinogénesis imperfecta, la cual es un desorden que se da en la
formacion de la dentina, sigue un patron de transmisién autosémico dominante. Otras
enfermedades hereditarias son la fluorosis, el sindrome inciso- molar y la caries dental.

La Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa se basa en la replicacién del ADN en
los organismos eucariotas realizada por la ADN polimerasa. Estas enzimas realizan la
sintesis de una cadena complementaria de ADN en el sentido 5-> 3. Esta técnica ha
permitido una variedad de estudios en temas relacionados con la microbiologia oral con
objetivos en el area de endodoncia, periodoncia y quirtrgicos; también se ha utilizado en el
estudio de virus, hongos y parasitos de dificil cultivo y en el area de diagnéstico de
enfermedades y en oncologia bucodental. Ademas, ha contribuido enormemente en el

estudio de bacterias en la placa bacteriana e infecciones bucodentales.



INTRODUCCION

Justificacion

La ciencia en general esta en un constante estado de actualizacién, en el cual
teniendo la investigacion como herramienta, se puede dar paso a una serie de
descubrimientos que permitan comprender la complejidad de la vida humana desde diversas
aristas.
La genética es una rama de gran amplitud que corresponde a un area donde regularmente
se realizan numerosas investigaciones, que tal y como se mencionaba anteriormente,
permiten un acercamiento a un mayor conocimiento. Desde la academia es importante
incentivar una vision mas amplia del trabajo que se puede realizar desde la Odontologia, que
permitan ir mas alla de los horizontes marcados por un plan de estudios, que se basan en
generalidades de la ciencia odontologica. Sin embargo, esta claro que mas alla de esos
horizontes se encuentran areas de gran importancia, que muchas veces puedan ser poco
abordadas.
Una actualizacién del tema desde una posicién de formacion, permite integrar una serie de
conocimientos desde un nivel mas generalizado hacia especificidades que promuevan:
conocimiento en el area, bases para futuras investigaciones, interés por temas similares y
motivacion hacia una actitud investigativa.
Planteamiento del problema

Basado en la evidencia que la practica diaria del profesional en odontologia
demuestra, se han observado manifestaciones en el esmalte dental producto de desérdenes

multifactoriales, por ende, el presente Seminario de Graduacion pretende mediante una



demostracion tedrica, abordar el problema sobre los aspectos biomoleculares implicados en
estos desordenes que se han vuelto de gran relevancia para la Odontologia.

Objetivos del estudio

General

- Abordar los mecanismos basicos de la Biologia Molecular en la homeostasis del
organismo humano para el entendimiento de algunas lesiones orales.

Especificos

- Promover la discusion y el conocimiento sobre la tematica del esmalte normal,
amelogénesis imperfecta, asi como otras lesiones tanto congénitas como adquiridas del
esmalte.

- Distinguir las mutaciones especificas presentes en las familias costarricenses
afectadas con amelogénesis imperfecta.

- Indicar la forma en la cual el dafio molecular afecta las condiciones analizadas en
este Seminario de Graduacion

- Conocer los mecanismos genéticos que presentan asociacion con las lesiones

estudiadas.

Antecedentes del problema

El siguiente Seminario de Graduacion se deriva de la linea de investigacion de Amelogénesis
imperfecta en familias costarricenses y sus determinantes genéticos, cuyas investigadoras
principales han sido la doctora Gina Murillo Knudsen y la doctora Sandra Silva de la Fuente.
Anteriormente en Costa Rica, la amelogénesis imperfecta era una enfermedad que no

contaba con una linea de investigacion real y consistente; por consiguiente, surge la



necesidad de estudiar la amelogénesis imperfecta en las familias costarricenses con un
enfoque genético.

Esta linea de investigacion ha permitido la recopilacion y documentaciéon de casos de
amelogenésis imperfecta en las familias costarricenses, que han permitido un mayor
conocimiento de la enfermedad tanto a nivel nacional e internacional con el fin de tener un
mejor criterio diagnostico, desarrollar un mejor plan de tratamiento y finalmente realizar el

tratamiento mas idéneo.



MARCO TEORICO

Acidos Nucleicos

Historia del descubrimiento de los acidos nucleicos:

La historia de los acidos nucleicos dio inicio en el afio 1869, con los estudios del bioquimico
sueco Friedrich Miescher, a través de andlisis de pus. Veinte afios mas tarde Richard
Altmann obtuvo el primer material libre de proteina, al cual dio el nombre de acido nucleico.
Jules Piccard, compafiero de Miescher hizo mas estudios con la nucleina y encontré que
también contenia guanina e hipoxantina *.

Albrecht Kossel y A. Neumann aislaron la adenina (A) y la timina (T) de la glandula del timo.
Ascoli y Steudel descubrieron la citosina (C) y el uracilo (U). En 1909 y 1930 Levene aislo la
ribosa y la desoxirribosa fueron aisladas, ademas determiné que en todos los nucledsidos la
pentosa era una ribosa y nombré al acido original como acido ribonucleico (ARN) *.

Los nucleosidos fueron identificados como derivados de las bases A, C, G y U. En 1929,
Levene identifico la desoxirribosa del acido nucleico aislado del tejido de la pantorrilla y a
este lo denominé acido desoxirribonucleico (ADN)?.

En 1953, James Watson y Francis Crick descifraron la estructura del ADN; Watson propuso
gue el numero de nucleétidos en la célula unitaria favorecia una hélice de doble cadena.
Crick dedujo de los datos del patrén de difraccion que la estructura tiene una asimetria tal
que las cadenas equivalentes corren en direcciones opuestas a lo largo del eje longitudinal *.

Watson manipulé modelos de las bases, apareando la A conla Ty la G con la Cy encontré

una relacion simple y convincente que involucraba dos puentes de hidrogeno para una pareja



A=T y tres puentes de hidrogeno para una pareja G=C. J. Gulland postul6 que los puentes de
hidrogeno que unian a los grupos hidroxilo de cada nucleotido, estan unidos por un enlace
fosfodiéster del hidroxilo 5” al hidroxilo 3" de su otro vecino?.

Alexander Dounce, en 1950, postul6 que el ARN era el templado que dirigia la sintesis de
proteinas celulares y que una secuencia de tres nucleodtidos especificaba solo un
aminoécido.*

El bioguimico Erwin Chargaff analiz6 la composicién de los nucle6tidos del ADN por medio
de la cromatografia en papel, con lo cual mostré que los nucleétidos no se presentan en
cantidades iguales y que las proporciones exactas de los cuatros nucleotidos podrian variar
de una especie a otra. Gracias a estos hallazgos se conoce la posibilidad de que la
organizacion precisa de los nucleotidos dentro de una molécula de ADN genere a ésta la
especificidad genética 2.

Con los experimentos de Chargaff se demostré que la cantidad de residuos de adenina en
las muestras de ADN era igual a los residuos de timina, mientras que la cantidad de residuos
de guanina era igual a la cantidad de residuos de citosina. La proporcién de las purinas
respecto a las pirimidinas era de alrededor de 1:1 2.

Las moléculas analizadas procedieron del ser humano, buey, salmén, gallina, trigo, levadura
y ciertas bacterias. La informacion aportada por Erwin Chargaff se torné obvia cuando se

analizo seriamente la estructura tridimensional del ADN 2.

Estructura y funcién de los acidos nucleicos
El nucleo celular es un compartimiento limitado por una membrana que contiene el genoma

en las células eucariotas, junto con la maquinaria para la duplicacion del ADN y para la



transcripcion y procesamiento del ARN. En el ndcleo celular se encuentran los &cidos
nucleicos que forman el ARN y ADN (3).

Los acidos nucleicos son macromoléculas construidas con series de largas cadenas de
monomeros llamados nucledtidos. Los acidos nucleicos sirven sobre todo para el
almacenamiento y la transmision de informacion genética, aunque también pueden tener
funciones estructurales o cataliticas. Existen dos tipos de acidos nucleicos en los organismos
vivos: el acido desoxirribonucleico (ADN) y el acido ribonucleico (ARN). El primero es el
material genético de todos los organismos celulares, aunque el segundo tiene esa funcion en
muchos virus. En las células, la informacion almacenada en el ADN se usa para gobernar las

actividades celulares a través de la formacién de mensajes de ARN (4).

ADN

Esta formado por dos cadenas de nucleotidos extremadamente largas que contienen las
bases adenina (A), guanina (G), timina (T) y citosina (C). Las cadenas se mantienen unidas
por puentes de hidrogeno entre las bases; la adenina se une con la timina y la guanina con la
citosina. Esta asociacion estable forma una estructura helicoidal doble. La estructura
helicoidal doble del DNA se compacta en la célula por la asociacidon con histonas y se
compacta aun mas en los cromosomas.

Una célula diploide humana contiene 46 cromosomas. La unidad fundamental del ADN es un
gen, que puede definirse como la secuencia de nucleétidos de ADN que contiene la
informacion para la produccion de una secuencia ordenada de aminoacidos para dar origen a
una cadena polipeptidica. Las proteinas codificadas por un gen unico pueden dividirse mas
tarde en varias proteinas con actividad fisiologica diferente. Se esta acumulando informacion

a tasas aceleradas con respecto a la estructura de los genes y de su regulacion (5).



ARN

El ARN es un polinucleétido compuesto por ribonucleotidos de adenosina, guanina, citosina y
uracilo. EI ARN difiere del ADN porgque es una molécula monocatenaria, tiene uracilo en lugar
de timina y su fraccidon de carbohidrato es ribosa en lugar de 2'-desoxirribosa.

Su estructura primaria es una cadena de nucleotidos, sin embargo, puede que se enrolle en
doble hélice para formar una estructura secundaria y su estructura terciaria se presenta
cuando se asocia a proteinas. Su capacidad de enrollarse en si mismo o formando lazos se
debe a la secuencia de las bases nitrogenadas

La produccion de ARN a partir de DNA se denomina transcripciéon. La transcripcion puede
conducir a la formacion de varios tipos de ARN lo que incluye: ARN mensajero (MARN), ARN
de transferencia (tARN), ARN ribosémico (rARN) y otros tipos de ARN. La transcripcion es
catalizada por varias formas de ARN polimerasa (5).

En todos los organismos procaridticos y eucariéticos, hay cuatro clases principales de
moléculas de ARN: mensajero (mARN), de transferencia (tARN), ribosomico (rARN), y ARN
pequefios. Cada uno difiere de los otros en su abundancia, tamafio, funcién y estabilidad
general:

e ARN mensajero (MARN): Todos los miembros de la clase funcionan como mensajeros
gue transmiten la informacién en un gen hacia la maquinaria sintetizadora de proteina,
donde cada mARN sirve como una plantilla para una secuencia especifica de
aminoacidos que se polimerizan para formar una molécula de proteina especifica,

llamado gen.



¢ ARN de transferencia (tARN): Las moléculas de tARN sirven como adaptadoras para
la traduccion de la informacién en la secuencia de nucle6tidos del mARN hacia
aminoécidos especificos. Hay al menos 20 especies de moléculas de tARN en cada
célula, y por lo menos una (y a menudo varias) corresponde a cada uno de los 20
aminoacidos requeridos para la sintesis de proteina.

e ARN ribosémico (rARN): Un ribosoma es una estructura nucleoproteinica citoplasmica
gue actia como la maquinaria para la sintesis de proteinas a partir de las plantillas de
MARN. En los ribosomas, las moléculas de mARN y tARN interactian para traducir la
informacion transcrita desde el gen durante la sintesis de mARN hacia una proteina
especifica. Durante periodos de sintesis activa de proteina, muchos ribosomas
pueden asociarse con cualquier molécula de mARN para formar un montaje llamado el

polisoma (6).

Sintesis de proteinas

Cuando el ADN ha de trasladar el mensaje necesario para que en el citoplasma se forme una
proteina, las 2 cadenas del ADN se separan en la zona que codifica el tipo y orden de los
aminoacidos de esa proteina. Ese mensaje va codificado en una de las dos cadenas, y ese
mensaje se va a transcribir al ARNm, que lo trasladara al citoplasma para formar la proteina
que codifica ese gen (7).

El primer paso en la sintesis de proteinas es la sintesis de una molécula de ARN usando
como molde un segmento de una de las cadenas del ADN. Este proceso esta mediado por la
enzima ARN polimerasa y siempre ocurre en la direccion 5'a 3' (7).

En las células procariotas las moléculas de ARN que se transcriben de los genes son
inmediatamente traducidas a nivel de los ribosomas para sintetizar las proteinas, mientras

gue en los eucariontes, los ARN transcritos son transportados del ndcleo al citoplasma, a

-8-



través de la membrana nuclear. La molécula de ARN se procesa para dar lugar al ARNm
maduro que se exporta del nacleo de la célula al citoplasma y donde luego se traduce en
proteina.

La informacién genética contenida en cada molécula de ARNm se traduce en proteinas a
través de un proceso enzimatico que se realiza en los ribosomas. En la traduccién participan
el ARNr que como se ha mencionado produce ribosomas con varias proteinas; el ARN
mensajero acarrea la informacion genética contenida en genes especificos del ADN y los
ARN de transferencia, estos Ultimos sirven como adaptadores especificos para cada
aminoacido durante el ordenamiento lineal de éstos en la sintesis de proteinas, conforme la
secuencia del ARN mensajero (7).

La sintesis de proteinas es la traduccion de la secuencia de nucledtidos presentes en el
ARNmM, donde su secuencia es la responsable de realizar la codificacién en forma de tripletes
de bases de acuerdo con el cbédigo genético, incorporando en cada paso de lectura un
aminodacido de la proteina. Cada ARNTt tiene una secuencia complementaria o anticodon para

el codon del aminoécido, que le permite reconocer el coddn correcto sobre el mMARN.

Genética Mendeliana

Los principios fundamentales de la genética fueron descubiertos por Gregorio Mendel, quien
inicié sus investigaciones hacia el afio de 1856 utilizando el guisante (Pisum sativum) con la
finalidad de observar como los caracteres individuales eran heredados (8).

Mendel pensaba que con el control del tipo de cruzas entre los diferentes individuos, se
podria rastrear la herencia de ciertas caracteristicas durante varias generaciones y, con esto,
establecer los principios que explican su herencia o transmision. Eligié deliberadamente

caracteristicas simples con formas claramente perceptibles y no intermedias, por ejemplo:



forma, coloracion del albumen de la semilla, coloracion de tegumento asociado al color de la
flor, la forma de la vaina madura, color de la vaina madura, posicién de las flores y longitud
del tallo (8).

Para cada uno de los caracteres escogidos, Mendel obtuvo lineas de plantas que habia
cultivado durante dos afios, para asegurar que fueran lineas puras. Una linea pura es una
poblacién que produce descendencia homogénea para el caracter particular en estudio (10).
Estos experimentos causaron un gran impacto en la comunidad cientifica, y le permitieron
deducir que las caracteristicas del organismo estan determinadas por un par de factores,
aportados por cada progenitor. Estas “unidades hereditarias” (genes) no se mezclan sino que
se transmiten con toda la informacion, y uno de los factores resulta dominante sobre el otro
recesivo, lo que da origen a la formulacién de las leyes fundamentales de la herencia (11).

Es importante destacar que los genes son unidades de informacién sobre rasgos especificos,
estos se trasmiten de los progenitores a todos los descendientes; cada gen tiene una
localizacion especifica en un cromosoma, lo cual se denomina locus.

Las distintas formas moleculares de un mismo gen se conocen como alelos. Si los alelos de
un par son idénticos se conocen como homocigotos y si son diferentes se habla de una
condicion heterocigota (12-13).

Los alelos, pueden presentarse como unidades dominantes (A) o recesivos (a), de modo que
cuando se unen 2 alelos se define el genotipo, y se pueden encontrar 3 diferentes
combinaciones (CAM): AA (homocigoto dominante), Aa (heterocigoto) y aa (homocigoto
recesivo). Los rasgos estudiados en los experimentos de Mendel dejaban ver que uno de los
dos alelos era dominante con respecto al otro. Si ambos aparecian juntos en la misma

planta, el alelo dominante enmascaraba la existencia del recesivo (14).
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Las Leyes de la herencia son tres que se pueden resumir de la siguiente manera: “Primera
ley de Mendel o de la uniformidad” dice: si se cruzan dos razas puras para un caracter
determinado, los descendientes de la primera generacion son todos iguales entre si; igual
fenotipo, igual genotipo; e iguales, en fenotipo, a uno de los progenitores. Esta primera ley de
Mendel escrita de otra forma puede esclarecer su significado: “los individuos son portadores
de un par de alelos para cada gen. Los mismos se separan durante la formacién de gametos
(meiosis); con la fecundacién, el nuevo individuo heredara un alelo de cada progenitor” (15-
16).

“Segunda ley de Mendel o de la segregaciéon.” Los caracteres recesivos, al cruzar dos razas
puras, quedan ocultos en la primera generacion, reaparecen en la segunda generacion en
proporcion de 1:3 respecto a los caracteres dominantes. Los individuos de la segunda
generacion que resultan de los hibridos de la primera generacion son diferentes
fenotipicamente unos de otros, esta variacion se explica por la segregacién de los alelos
responsables de estos caracteres, que en un primer momento se encuentran juntos en el
hibrido y que luego se separan entre los distintos gametos.

“Tercera ley de Mendel o ley de la independencia de caracteres.” Los caracteres son
independientes y se combinan al azar. En la transmision de dos o mas caracteres, cada par
de alelos que controla un caracter se transmite de manera independiente de cualquier otro
par de alelos que controlen otro caracter en la segunda generacién, combinandose de todos

los modos posibles (15).

Aplicacién de las leyes de Mendel a la herencia humana
Se dice que la teoria de la segregacion de Mendel es valida en la actualidad, sin embargo, la

teoria de la asociacion no es aplicable para todas las combinaciones de genes. Mendel
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estudio rasgos con formas dominantes o recesivas; pero la expresion de otro tipo de rasgos
no es tan sencilla (17).

Un alelo del par puede no ser totalmente dominante sobre su compafiero, por lo cual el
fenotipo del heterocigoto es de tipo intermedio entre los fenotipos de los dos homocigotos;
esto se conoce con el nombre de dominancia incompleta. Ademas un alelo puede ser
codominante y esto implica que un par de alelos no idénticos especifica dos fenotipos y se
expresan de manera simultanea en los heterocigotos (11-17).

De acuerdo a las leyes de Mendel, los rasgos dominantes se expresan tanto en individuos
heterocigotos como en homocigotos. En la herencia autosémico dominante tiene lugar
cuando un gen anormal de uno de los padres es capaz de causar enfermedad, aunque el
gen compatible del otro padre sea normal. El gen anormal domina el resultado del par de
genes y origina la alteracion, este es un gen autosomico dominante. Las enfermedades
autosomico dominantes se presentan en heterocigotos, por lo que al menos uno de los
padres debe tener la enfermedad. Puede afectar tanto a hombres como a mujeres y ambos
padres pueden transmitir el defecto genético. La probabilidad de que uno de los hijos de la
pareja padezca la enfermedad es de 50% (19).

La herencia autosémica recesiva requiere que el gen esté presente en uno de los
autosomas, o pares de cromosomas 1 a 22. Afecta a hombres y mujeres por igual. En esta
condicion son necesarias dos copias del gen para que se presente una caracteristica
determinada, uno heredado de la madre y el otro del padre. Cuando una persona tiene sélo
un gen recesivo es “portadora” del rasgo o enfermedad; sin embargo, el hecho de “portar”
una copia del gen no le ocasiona padecer la enfermedad (15).

Las enfermedades ligadas al sexo se heredan a través de uno de los cromosomas sexuales

(el cromosoma X o Y). Para un trastorno dominante ligado al cromosoma X: si el padre porta
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el gen anormal X, todas sus hijas heredaran la enfermedad y ninguno de sus hijos varones la
padecera. Si la madre porta el gen anormal X, la mitad de sus hijos, masculinos o femeninos,
heredara la tendencia a la enfermedad.
En otras palabras, si hay cuatro hijos (dos varones y dos mujeres) y la madre esta afectada
(un X anormal y tiene la enfermedad), pero el padre no, la expectativa estadistica es de:

¢ Dos hijos (una mujer y un varon) con la enfermedad.

e Dos hijos (una mujer y un varén) sin la enfermedad.

Si hay cuatro hijos (dos mujeres y dos varones) y el padre esta afectado (un X anormal y
tiene la enfermedad), pero la madre no, la expectativa estadistica es de:
e Dos nifas con la enfermedad.

e Dos nifos sin la enfermedad.

En general, el término “recesivo ligado al sexo” se refiere al caso mas especifico de recesivo
ligado al cromosoma X. Las enfermedades ligadas al cromosoma X se presentan por lo
general en hombres. Estos sélo tienen un cromosoma X, por lo que un solo gen recesivo en
el mencionado cromosoma causara la enfermedad. Aungque el cromosoma Y es la otra mitad
del par de genes XY del hombre, el cromosoma Y no contiene la mayoria de los genes del
cromosoma X y, por tanto, no protege al hombre. Lo anterior se observa en enfermedades

como la hemofilia y la distrofia muscular de Duchenne (15).

Proyecto del Genoma Humano
En 1983 el conocimiento del genoma humano era tan escaso que resultaba imposible en la
practica establecer un diagnéstico genético. Pronto surgio el proyecto del genoma humano,

cuyo principal objetivo era obtener un mapa fisico de nuestro genoma y conocer su
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secuencia. En 1984 se iniciaron los contactos, pero hasta 1990 no se lanza el Proyecto
Genoma Humano (PGH). Paralelamente se promueve también el programa ELSI para
analizar las implicaciones éticas, sociales y legales del PGH. Como resultado de este
programa se prohibe la discriminacion por razones genéticas y la propiedad privada de la
informacion derivada del PGH. En febrero del 2001 se publica de forma independiente el
primer gran borrador del genoma humano, resultado de la actividad de una empresa privada,
el grupo Celera Genomics, dirigido por Craig Venter, y el consorcio publico (HGP) liderado,
entre otros, por Francis Collins. Los resultados de este proyecto tuvieron una gran
repercusion en la opinion publica mundial. No obstante, adn falta mucho para que la
informacion obtenida del PGH se “digiera” por completo. Hasta la fecha esta secuenciado el
92% del total del genoma; el 8% sin secuenciar, corresponde a regiones de heterocromatina.
Todos los cromosomas han sido ya secuenciados.

El genoma humano consta aproximadamente de 3 000 millones de pares de bases (pb); se
calcula que existen entre 20 000 y 30 000 genes, aunque el numero sigue oscilando y sera
necesario esperar bastante tiempo hasta llegar a una cifra definitiva (probablemente el
namero de proteinas de nuestro organismo duplique o triplique el nimero de genes, debido a
gue un gen puede dar lugar a diferentes proteinas mediante mecanismos tales como el
splicing alternativo, que permite obtener, a partir de un mismo gen, diferentes ARNm vy, por
tanto, diferentes proteinas). Hoy son muchas las especies cuyo genoma ha sido
completamente secuenciado, lo que permite compararlos con el del hombre.

El genoma humano es mucho mas complejo de lo que se podia prever pero,
paradodjicamente, su grado de complejidad no afecta a la parte del genoma que en principio
se penso que debia ser la mas compleja: los genes que codifican proteinas. Asi, la hipotesis

de que a mayor complejidad de un organismo mayor seria el nimero de genes codificantes,

-14 -



resultdé ser falsa. Por ejemplo, el protozoo Trichomonas vaginalis, responsable de la

tricomoniasis, tiene cerca de 60 000 genes, casi tres veces mas que el hombre (15).

Técnica de Reaccidon en Cadena de la Polimerasa

En Abril de 1983, Kary Mullis dio a conocer la Técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa o PCR, que es una técnica para la sintesis "in Vitro" de secuencias especificas
de ADN (20).
La PCR emula en un tubo de ensayo el proceso de sintesis de ADN, que tiene lugar en la
naturaleza amplificando fragmentos de &cidos nucleicos de forma exponencial en horas, de
tal manera que cantidades pequefias de ADN pueden ser sintetizadas y copiadas fielmente
para analizarse con diferentes fines (21).
La técnica se basa en la replicacion del ADN en los organismos eucariotas realizada por la
DNA polimerasa. Estas enzimas realizan la sintesis de una cadena complementaria de DNA
en el sentido 5°-> 3" usando un molde de cadena sencilla, pero a partir de una regién de
doble cadena. Para crear esta region doble cadena se usan los denominados iniciadores
(primers) (20).
La técnica de PCR los elementos importantes en la reaccién son: el templado o molde (ADN
o ADNCc), la enzima, los oligonucle6tidos o primers, los desoxirribonucle6tidos trifosfatados
(dNTPs: adenina, timina, citosina y guanina), el iébn magnesio (Mg +), una solucion
amortiguadora o buffer y H20: (22)
e El elemento principal en la PCR es el ADN, cuya naturaleza quimica ofrece ventajas
para su manipulacion. Se debe recordar que las bases nitrogenadas son
complementarias de tal forma que el ADN se estructura en una doble hélice. En la

PCR, el templado son las cadenas de ADN que se separan y funcionan como molde
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para que la enzima sintetice las nuevas cadenas que llevan la secuencia blanco de
interés.

La ADN polimerasa se encarga de la catdlisis de la reaccion, sintetizando las nuevas
cadenas de ADN que llevan la secuencia blanco. La enzima mas usada con
frecuencia se llama Tag ADN polimerasa, que proviene de una bacteria termdfila
llamada Thermus aquaticus, la cual vive en condiciones de temperatura muy altas y
por eso su ADN polimerasa es capaz de soportar ese tipo de temperaturas. También
hay otras enzimas que se utilizan como la Vent, obtenida de la bacteria Thermococcus
litoralis. Para que la enzima funcione con alta especificidad y la reaccion transcurra
exitosamente, también se necesita de los elementos ya mencionados como primers,
dNTPs, Mg +, buffer y H20.

Los primers son secuencias de oligonucleétidos que flanquean y delimitan la
secuencia blanco que se desea amplificar y son complementarios a ésta.
Generalmente su tamafo oscila entre 15-25 pares de bases y la cantidad de G-C no
debe ser mas del 55% de la secuencia. Si no se respetan estas reglas, existe la
posibilidad de la formaciébn de dimeros de primers, es decir, de productos
inespecificos. Esto repercutiria en el rendimiento de la reaccion, asi como en la
especificidad del producto esperado. Son dos secuencias diferentes de primers las
gue se utilizan en la PCR, una denominada «forward» o sentido y otra «reward» o
antisentido; ambas deben estar disefiadas para que hibriden con el templado y las
cadenas de ADN puedan ser extendidas por la Taq polimerasa en direccién 5’-3
(como sucede enddgenamente). Con la finalidad de garantizar la formacion de un

complejo estable entre el templado y los primers.

-16 -



e Los dNTP’s son los ladrillos o bases nitrogenadas con los que la Taq polimerasa
construye las nuevas cadenas de ADN. Son factores importantes que contribuyen a la
especificidad de la reaccion, comunmente se utilizan a una concentracion que oscila
entre 0.2 a 1.0 mM.

e El buffer es la solucion amortiguadora que se usa en la reaccion y generalmente esta
compuesta de Tris-HCL (pH = 8) cuya concentracion final de trabajo debe ser 1X.
También se usan otros buffers de composicion distinta que son facilmente comprados
en el mercado.

e El magnesio es un cofactor enzimatico que influye en la especificidad de la reaccion,
regularmente su concentracién oscila entre 0.5y 2.5 mM.

e El agua es el disolvente en la reaccion y se usa en su forma destilada libre de
nucleasas, enzimas que degradan a los acidos nucleicos (22).

Todos estos elementos interactian en tres etapas principales de las que se compone la
PCR:

1. Desnaturalizacion: la muestra de ADN se calienta a 95-98° C durante 30-90 segundos,
de tal modo que por la sensibilidad del ADN a temperaturas elevadas se rompen los
puentes de hidrégeno que mantienen unidas las dos hebras del ADN y éstas se
separan. La renaturalizacion se producira cuando la temperatura disminuya. (reaccion
en cadena, fundamentos).

2. Hibridacion de los iniciadores a la zona 3" especifica de cada una de las hebras: los
cebadores se unen a las zonas 3° complementarias que flanquean el fragmento que
gueremos amplificar. Se realiza gracias a la bajada de la temperatura (50-65° C).

3. Extensién del cebador por actuacion de la DNA polimerasa: se produce la sintesis de

una cadena sencilla (produciéndose un fragmento de doble cadena por la

-17 -



complementariedad) en la direccién 5°-> 3" mediante la enzima DNA polimerasa, la
cual incorpora los desoxinucleétidos fosfato presentes en el medio siguiendo la

cadena molde (20).

Pasos del proceso de la PCR:

Inicio de la desnaturalizacion

Es necesaria una temperatura de 95°C para la desnaturalizacion de la doble cadena de DNA,
en el caso del DNA gendmico, o el rompimiento de estructuras secundarias, en el cDNA.

Esta temperatura se mantiene por 5 min al inicio de la PCR (23).
Ciclos de amplificacion:

Un ciclo tipico de PCR convencional consta de las tres temperaturas siguientes:

e 95°C: desnaturalizacién por unos 30 segundos.
e 55 a60°C: alineacion por 30 a 40 segundos.
e 72°C extension, segun la longitud del producto que se va amplificar, considerando la

adicién de 1 000 nucledtidos en 60 segundos.

Este ciclaje de temperatura se repite de forma continua por 30 a 35 ocasiones. Cada
temperatura cumple con una funcion especifica (23).
Desnaturalizacion

Se realiza a 95°C y tiene como objetivo desnaturalizar la doble cadena de DNA, lo que
permite el acceso de los primers a la cadena molde en sus secuencias complementarias.

Esta temperatura se mantiene por 30 segundos (23).
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Alineacion

En esta fase, la temperatura se encuentra en un rango entre 55 y 65°C, en el cual la mayoria
de los iniciadores hibridan; asi, se genera la energia cinética necesaria para que los
iniciadores busquen en las cadenas de DNA su secuencia complementaria y formen los
puentes de hidrégeno con la cadena molde, dejando el extremo 3'OH disponible y listo para

la adicion de los nucleotidos consecutivos por la DNA polimerasa (23).

Extension

Se produce a la temperatura Optima para el funcionamiento de la DNA polimerasa empleada,
por lo que la temperatura para la PCR dependera de la enzima a utilizar. En el caso de la

Tag polimerasa, la temperatura optima es de 72°C (23).

Amplificacion final

Una vez terminados los ciclos designados para la PCR, la reaccién se somete a un ciclo mas
de temperatura de extension (72°C) y se mantiene por 5 min, lo que permite que la

polimerasa termine la extension de los productos de PCR que quedaron incompletos (23).

Almacenamiento temporal

Durante la programacion de los ciclos de la PCR se programa también un ciclo final de 4°C
por varias horas, lo que permite conservar los productos de PCR a baja temperatura hasta

gue se retiren los tubos de reaccion del equipo evitando asi su posible degradacion (23).

Los equipos en donde se realiza la reaccion son llamados termocicladores, los cuales estan
disefiados para establecer un sistema homogéneo en donde las condiciones de temperatura

y tiempo necesarios no se modifiquen en cada uno de los ciclos. Al final de la reaccion, para
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corroborar si se amplifico la secuencia blanco de interés, los productos de la PCR o también
llamados amplicones son analizados a través de una electroforesis en geles de agarosa (23).
La electroforesis consiste en la separacion de grandes moléculas como los acidos nucleicos
a través de una matriz solida que funciona como un filtro para separar las moléculas en un
campo eléctrico de acuerdo a su tamafo y carga eléctrica. Esta separacion se hace bajo un
buffer o tampdn que puede ser TAE o TBE. En el caso de los acidos nucleicos, el grupo
fosfato les proporciona la carga negativa, por lo que durante la electroforesis migran hacia el
polo positivo. Para ello, se prepara un gel diluyendo una cantidad de agarosa en el buffer, se
calienta hasta que la agarosa hierva lo suficiente y posteriormente se vacia a un recipiente
gue sirve de base para que solidifique. Generalmente el porcentaje al que se prepara el gel
es al 1.2% aunque, dependiendo del tamafio de las moléculas, puede ser de hasta el 2%.
Otro ingrediente que se agrega al gel es o bromuro de etidio, una molécula intercalante
capaz de unirse al ADN de doble cadena. Cuando es excitado con luz ultravioleta emite una
sefial que permite la visualizaciébn de los amplicones en forma de bandas. Cuando los
amplicones son corridos en el gel, éstos deben ser cargados junto con un marcador
molecular que contenga un nimero determinado de segmentos de ADN conocidos, lo que
facilita la identificacion de los amplicones y si su tamafio corresponde con el esperado. El
tamafio esta dado por el nimero de pares de bases del amplicon. Finalmente, la
visualizacion de los amplicones se lleva a cabo tomando una foto digital al gel de agarosa
expuesto a luz ultravioleta adicionalmente un procesador de imagenes se encarga de
analizar las bandas observadas. La combinacién adecuada de todos los elementos quimicos
mencionados hacen posible la sintesis in vitro del ADN utilizando la PCR (22).

Existen distintas variantes de la PCR tales como:

e PCR convencional o PCR en punto final: Se basa en la detecciéon del producto de
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amplificacion mediante una electroforesis en gel de agarosa o acrilamida. El producto
amplificado se visualiza mediante una banda. El analisis de imagen de la banda del
producto de PCR permite medir su intensidad mediante programas de computo y
realizar una medicion semicuantitativa de las bandas de los productos de PCR
obtenidos en diversas muestras (23).

PCR semicuantitativa: Permite conocer los niveles de expresion de un gen (mMRNA) en
particular (4), esto permite su comparacién con otras muestras analizadas.

PCR cualitativa: Esta modalidad de PCR permite detectar la presencia o ausencia de
un fragmento de DNA determinado; es decir, s6lo informa si una muestra es positiva o
negativa ante la presencia de un determinado DNA. Se emplea para el diagnostico de
enfermedades infecciosas y s6lo permite confirmar la presencia o ausencia de un
determinado agente patdgeno, esto es, si una persona esta o no infectada (23).

PCR cuantitativa: En esta modalidad de PCR, el producto obtenido es cuantificable, lo
gue permite notificar en nimeros absolutos la cantidad de un microorganismo o de un
gen en una muestra.

PCR selectiva: Para la PCR selectiva se pueden detectar genes con una mutacion.
PCR in situ: Se realiza en una muestra de tejido embebida en parafina (laminilla) o
congelada y cortada en criostato. No requiere extraccion del DNA del tejido. Esta
modalidad de PCR permite saber qué tipo celular presente en un tejido expresa un
determinado gen o cudl célula esta infectada por un patogeno (23).

PCR anidada (nested-PCR): Proporciona mayor sensibilidad a la técnica, al amplificar
las secuencias de DNA en dos rondas de amplificacion (23).

PCR en tiempo real: Actualmente, la PCR en tiempo real es el método mas sensible

para detectar y cuantificar los acidos nucleicos. Aun teniendo una cantidad muy
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pequefia de templado, el sistema garantiza una alta sensibilidad, especificidad y
eficiencia (22).
Los sistemas de deteccion por fluorescencia empleados en la PCR en tiempo real pueden
ser iniciadores marcados por fluoréforos (primers LUX, light upon-extension), sondas

especificas marcadas con fluorocromos o bien agentes intercalantes fluorescentes (23).

Aplicaciones de la técnica PCR en el area de odontologia

La Técnica Reaccion en Cadena de la Polimerasa ha revolucionado la investigacion
cientifica, desde sus inicios, y en el area de odontologia no es la excepcion. Ha permitido una
variedad de estudios en temas relacionados con la microbiologia oral con objetivos en el area
de endodoncia, periodoncia y quirargicos; también se ha utilizado en el estudio de virus,
hongos y parasitos de dificil cultivo y en el area de diagnéstico de enfermedades y en
oncologia bucodental.

A nivel de microbiologia oral, la técnica de PCR ha contribuido enormemente en el estudio de
bacterias en la placa bacteriana e infecciones bucodentales; puesto que, es una técnica de
bajo costo, rapida, confiable y permite la reproducibilidad en comparacion con otras técnicas.
Por ejemplo, se ha utilizado para deteccion de bacterias de dificil cultivo en cavidad oral,
como por ejemplo, la técnica AP-PCR se ha utilizado en diversos estudios para tipificar
bacterias como Staphylococcus aureus resistente a meticilina, enterobacterias,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Legionella pneumophila, entre otras
(24). También se utiliza en estudios epidemioldgicos de brotes infecciosos.

En el area de diagndstico de enfermedades se ha empleado la técnica del PCR para la
evaluacion del riesgo de padecer trastornos autoinmunes, tales como diabetes de tipo |,

pénfigo vulgaris, miastenia gravis y esclerosis multiple. También para el diagnostico de
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enfermedades hereditarias como hemoglobinopatias (talasemias y anemia falciforme), la
fenilcetonuria, las hemofilias A y B, la deficiencia de alfa 1 antitripsina, la distrofia muscular y
la fibrosis quistica. Y finalmente se ha empleado para el diagnostico de agentes infecciosos
como los virus de las hepatitis B y C, del papiloma humano, de Epstein Barr y citomegalico.

En el area de oncologia se ha utilizado el PCR para poder subclasificar tumores orales
identificados histologicamente. Chung et al, describieron un subtipo de Céancer Oral de
Células Escamosas asociado al EGFR (receptor del factor de crecimiento endotelial), otro
con un mesénquima enriquecido, un tercer tipo similar al epitelio normal y un dltimo
subclasificado en base a sus altos niveles de enzimas antioxidantes. Estos grupos mostraron
diferencias estadisticamente significativas en la tasa de supervivencia sin recurrencia del
tumor, y una exactitud del 80% en la prediccién de metastasis linfaticas (25). Ademas se ha

utilizado el PCR como herramienta para el diagndstico y pronéstico molecular del cancer.

Enfermedades hereditarias en odontologia

Amelogénesis

El esmalte dentario es un tejido de origen ectodérmico y es la estructura mas mineralizada en
el cuerpo humano; pero este no sufre los procesos de reabsorcion y remodelacion. El
esmalte dental esta conformado por cristales altamente organizados de hidroxiapatita que
ocupan el 95% del volumen de la matriz (26). Es sintetizado en el periodo de odontogénesis,
durante la sexta semana de gestacion y continta por afios después del nacimiento (27).

La Odontogénesis es el crecimiento, desarrollo y proceso de erupcion de cada diente; es
decir, es el proceso desde que se estd formando a nivel intrauterino hasta que el diente

termine su erupcion.
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Las etapas de la Odontogénesis son cuatros: crecimiento, calcificacion, erupcién y atricion.
La primera etapa se divide en iniciacién, proliferacion, histodiferenciacion,
morfodiferenciacion y aposicion. Se destaca que en la fase de histodiferenciacion se inician
las alteraciones de amelogénesis imperfecta y dentinogenesis imperfecta; y en la fase de
aposicion se inician las alteraciones como hipoplasias del esmalte e hipomineralizacion
inciso-molar. Y en la fase de calcificacion se dan los problemas que van a dar lugar a las
hipocalcificaciones, hipercementosis, concrescencias y dislaceraciones.

Cerca de las seis semanas de gestacion, la capa basal del epitelio bucal del feto presenta
zonas de mayor actividad y agrandamientos en las regiones de los arcos dentales futuros.
Se destaca que el ectodermo se encarga de formar el futuro esmalte, mientras que el
mesodermo de la formacion de la pulpa y la dentina. El germen es la causa del desarrollo de
los tres tejidos de formacién: érgano dental, papila dental y saco dental (28).

La formacion del esmalte comienza a partir de células que se derivan del epitelio interno del
organo del esmalte después del inicio de la dentinogénesis.

La formacion del esmalte esta controlada por los ameloblastos y su interaccién con proteinas
de matriz organica que juegan un papel esencial en el modulado, depdsito mineral y
crecimiento; las principales proteinas involucradas en la formacion del esmalte son la
amelogenina, enamelina y ameloblastina (29).

Los ameloblastos controlan la secrecion, la formacion y la maduracién de la matriz del
esmalte usando moléculas de matriz tales como se ha mencionado, la amelogenina,
ameloblastina, y ademas, la tuftelina, amelotina, sialofofoproteina dentinaria. Asimismo utiliza
enzimas matriciales tales como calicreina-4 y metaloproteinasa de matriz. Los ameloblastos
secretan proteinas matriciales y son responsables de crear y mantener un ambiente

extracelular favorable para la deposicion del mineral.
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El proceso por el cual se forma el esmalte mediante la secrecion inicial de la fase organica de
la matriz extracelular y su mineralizacion a través del depdsito de calcio y fosfato se conoce
como amelogénesis (27). Cuando el esmalte se forma, en primera instancia, Unicamente se
mineraliza parcialmente (aproximadamente un 30%). Subsecuentemente, cuando la matriz
organica se rompe y es removida, los cristales crecen mas anchos y de mayor espesor. El
proceso en el cual la matriz organica y el agua se pierden y el mineral es afiadido se acentla
después de que se forma todo el espesor de la capa de esmalte, para llegar a mas de 96%
de contenido mineral.

La amelogénesis se ha descrito en hasta seis etapas, pero generalmente se subdivide en
tres etapas funcionales: presecretoria, secretoria y de maduracion. La amelogénesis tiene
tres etapas de desarrollo contiguas que finalmente resultan en el tejido de mamifero mas
altamente mineralizado, con estructura distintiva, alta resistencia mecéanica y la capacidad de
mantener la funcion durante toda la vida sin reparacion celular. Estas etapas son: la
secrecion de una matriz extracelular por ameloblastos, la mineralizacion de la matriz y la
remocién de la matriz y maduraciéon del esmalte o crecimiento de los cristales.

Durante la etapa presecretoria, los ameloblastos adquieren su fenotipo, cambian su polaridad
y desarrollan un extensivo aparato de proteina sintética. Ademas, se preparan para secretar
la matriz organica de esmalte.

Durante la etapa secretora, una matriz extracelular proteindcea, se deposita de forma
incremental por ameloblastos derivados epitelialmente a través de extensiones celulares
especializadas denominadas procesos de Tomes. Esta matriz se mineraliza parcialmente
para delinear la arquitectura del esmalte que se caracteriza por haces de cristales de esmalte
(prismas o varillas de esmalte) entrecruzados con cristales de esmalte interprismaticos. En

esta etapa los cristales de hidroxiapatita se separan por contenido organico y agua. Es decir,
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en la etapa secretoria o formativa, los ameloblastos elaboran y organizan la totalidad del
espesor del esmalte, resultando en la formacion de un tejido muy ordenado.

A medida que la capa de esmalte se aproxima al espesor total, el proceso de Tomes se
retrae y la capa final de esmalte exterior es aprismatica. Los ameloblastos entran entonces
en la etapa de transicion, caracterizada por una secrecion reducida de la proteina de la
matriz y una reorganizacion interna.

Las células entran entonces en la etapa de maduracion y comienzan a secretar la proteasa
de serina KLK4 que degrada completamente la matriz proteica, dejando los cristales de
esmalte inmaduros bafiados en fluido de tejido de esmalte.

Concomitantemente, las células de la etapa de maduracion circulan entre los llamados
ameloblastos rugosos y de terminacién lisa; el primero asociado con la acidificacion del
microambiente del esmalte y el transporte activo masivo de iones minerales al esmalte y el
segundo asociado con la alcalinizacién del microambiente del esmalte y la reabsorcion de la
proteina. ElI aumento significativo del transporte activo de iones minerales en la matriz
durante esta etapa acelera el crecimiento del cristal de esmalte tanto en anchura como en
espesor hasta que el volumen de tejido es finalmente ocluido por el mineral (30).

Los ameloblastos permiten que los iones inorganicos sean secretados e intercambiados por
el agua y los contenidos organicos, lo que genera un aumento del contenido inorganico, tanto
de la longitud como de la anchura de los prismas de esmalte (26). Por ultimo, los
ameloblastos se reducen, sufren apoptosis y en la erupcién de los dientes, se pierden por
completo (30).

Cuando se dan mutaciones especificas en los genes que codifican a las proteinas

mencionadas, se da la aparicion de diferentes alteraciones en el esmalte, condicion conocida
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como Amelogénesis Imperfecta. J. P. Weinmann lo definio en 1945 como una anomalia de

desarrollo del esmalte dental de origen ectodérmico (31).

Amelogénesis imperfecta

La Amelogénesis imperfecta es el término empleado para describir un grupo desordenes
hereditarios que afectan el desarrollo del esmalte de tal forma que se ve comprometida su
cantidad (macro-estructura anatémica) y calidad (micro-estructura histolégica) debido a
agenesia, hipoplasia o hipocalcificacién del mismo, afectando el aspecto clinico de todos o
casi todos los dientes, tanto temporales como permanentes, de forma irregular.

La Amelogénesis Imperfecta ha sido descrita como una alteracion dominante o recesiva,
tanto autosémica como ligada al cromosoma X, por lo que es considerada como un desorden
genético heterogéneo, en el que estan envueltas diferentes mutaciones en uno o en
diferentes genes.

Investigaciones indican ademas, que los defectos en la amelogénesis pueden estar
asociados con defectos de desarrollo o anomalias en otros componentes del diente en
desarrollo, asi como en el desarrollo dental y esquelético; por ejemplo: taurodontismo,
agenesia de los dientes, erupcion retardada y mordida abierta frontal (32).

Estudios han reportado que las mutaciones en el gen AMELX, en los exones 1-7 causan
Amelogénesis Imperfecta ligada al cromosoma X, mientras que mutaciones en el gen de
enamelina (ENAM) provocan Amelogénesis Imperfecta autosomica dominante, de tipo
hipoplasico (31).

Igualmente se ha conocido que las mutaciones en el gen FAM83H pueden asociarse con
genes autosémico dominante hipo-calcificado. De los genes descubiertos, FAM83H ha sido

asociado con la mas alta prevalencia de enfermedad y de alteracibn mas severa de esmalte.
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La mayoria de estas mutaciones resulta en involucrar sobre toda la corona, donde se pueden
generar areas de hipocalcificacién que localizan en la mitad cervical de la corona.

Otro de los genes involucrados es el WDR72, el cual presenta una funcion
desconocida pero se cree que es una matriz para interacciones proteina-proteina, y las
mutaciones en este gen han sido asociadas con patrones autosémicos recesivos de
hipomaduracion.

El gen C40f26, codifica una matriz de proteina extracelular en el 6rgano del esmalte y ha sido
asociado con patrones autosémico recesivo de Al hipomineralizada. La mutacion fue
descubierta inicialmente en una familia Omani y esto promovié a que los investigadores
secuenciaran 57 individuos no relacionados quienes presentaron patrones recesivos de Al.

El gen DLX3 pertenece a un grupo de genes que codifican por un nimero de proteinas que
son criticos para el desarrollo craneofacial, dental, cerebral y neural. Las mutaciones de este
gen han sido ligadas con variantes hipoplasico-hipomadurados de la amelogénesis
imperfecta con taurodontismo. Algunos investigadores han removido el gen de la lista de los
gue estan asociados a amelogénesis imperfecta, esto debido a la creencia de que este
patron es una variante del sindrome tricho-dento-6seo, mientras que otros investigadores
han documentado patrones idénticos de esmalte anormal en pacientes con una mutacién
DLXS3, pero no otras caracteristicas del sindrome tricho-dento-6seo (33).

Asimismo se ha mencionado que la Amelogénesis Imperfecta autosdmica recesiva se da por
una alteraciéon que se produce en el gen de la Enamelisina, en la MMP20, que es una
proteasa que participa con la Amelogenina en la etapa secretora y en la etapa temprana de
maduracion. También se puede dar una mutacion en el gen de la Calicreina KLK4, el cual es
el responsable de eliminar proteinas de la matriz para permitir el crecimiento final de los

cristales en la maduracion (27).
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La Amelogénesis Imperfecta también puede estar ligada a las mutaciones de estos genes:
Cdorf26, SLG24A4, ITGB6, LAMB3, LAMA3, COL17A1, DLX3, STIM1, entre otros.
Dependiendo de los genes afectados se ha logrado correlacionar algunas manifestaciones a
nivel de sindrome como por ejemplo, la afectacion en CNNM4 tiene el sindrome de Jalili,
afectacion en el gen ROGDI se presenta el sindrome de Kohlschutter-Tonz y entre otras
afectaciones (34).

Cabe mencionar que se pensaba que esta anomalia no estaba asociada a desoérdenes
morfolégicos 0 metabdlicos en otros tejidos del organismo, ya que involucra la mutacién de
genes especificos que solo regulan la formacién del esmalte. Sin embargo, actualmente se
considera que puede estar asociada a alteraciones en la cavidad bucal como mordida
abierta, agenesias 0 supernumerarios, o en otras partes del cuerpo como nefrocalcinosis o
epidermolisis bulosa entre otras.

La clasificacion mas comunmente aceptada es la que esta siendo propuesta por Carl Witkop
1988 que clasificd Al principalmente 4 tipos, es decir, hipoplasicos, hipomaturativos y tipo
hipocalcificado basado en etapas de desarrollo de esmalte e hipoplasico-hipomaturacion con
taurodontismo; el mismo considera el fenotipo, mecanismo de desarrollo y la forma de
herencia (27).

Amelogénesis Imperfecta Hipoplasica, la cual es la mas frecuente, se basa en un defecto
cuantitativo del esmalte pues resulta de una falla en la etapa secretora durante la formacion
de la matriz del esmalte.

La Al hipoplasica se produce por defecto en la deposicién de la matriz del esmalte, es decir,
la primera etapa de formacion de esmalte, la etapa secretora. Se genera una disminucién
local o generalizada del espesor del esmalte, este es delgado, hay espacios interdentales;

por lo general los individuos afectados presentan sensibilidad ante los cambios térmicos y se
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da un aumento en la tendencia a la mordida abierta anterior (35). Clinicamente el paciente
presenta un esmalte delgado o que no alcanza su espesor completo, color pardo amarillento,
puede tener una superficie lisa o rugosa con areas hipoplasicas; sin embargo, la superficie
rugosa es la mas comun; y generalmente hay una erupcion retardada. Las superficies
oclusales de los dientes posteriores son planas debido al desgaste, y con/sin ranuras y
pitting.
A nivel radiografico se observa un esmalte fino o delgado, pero con la radiodensidad normal
y un buen contraste de esmalte y de dentina (36).
A continuacion tiene las siguientes variaciones

* 1A: es autosomico dominante

» IB: es autosémico dominante

« IC: es autosdmico recesivo

» ID: es autosomico dominante

« |E: es gen dominante ligado al cromosoma X

* |F: es autosbmico dominante

IG: es autosémico recesivo

La Amelogénesis Imperfecta de tipo Hipocalcificada es un defecto cualitativo del esmalte,
por consiguiente, hay una cantidad normal de esmalte; pero con baja inclusion de minerales.
Esta es causada por un defecto en la incorporacién inicial de los cristalitos quedando el
espesor normal previo a la erupcién, pero este es perdido rapidamente después de la
erupcion, hay un contenido mineral deficiente; esto forma un esmalte débil, muy suave,
friable, con baja resistencia al desgaste y decolorado.

Clinicamente se observa con una apariencia moteada similar a la fluorosis, puede ser de

color marrén amarillento o naranja, pero a menudo se tifie de marrén a negro con deposicion
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de célculo. Con el tiempo, el esmalte coronal se deshace mas que una porcién cervical.
Radiograficamente puede haber contraste entre esmalte y dentina, porque el esmalte no se
va a ver tan radiopaco por la menor cantidad de minerales. Presenta las siguientes
variaciones

+ 1llA: es autosoémico dominante

« |lIB: es autosémico recesivo

En la Amelogénesis Imperfecta de tipo Hipomaduracién se da una alteracion en el estado de
maduracion; esto se refleja en un esmalte de grosor y dureza normal, con manchas opacas
de color amarillo-café o rojo-café. EI esmalte no posee la maduracion adecuada por lo que la
atricion prolongada puede generar fracturas localizadas.

En el esmalte hipomaduro, la proteina de la matriz es normal, pero hay un defecto en el
proceso de maduracion de la estructura cristalina del esmalte, se da una alteracion en la
remocién de la proteina extracelular, hay una disminucién de la deposicién de minerales; por
lo que la matriz del esmalte es inmadura. Al no poseer la maduracion adecuada se puede
observar que la atricion prolongada puede generar fracturas localizadas.

Se puede observar marrén amarillento moteado clinicamente con una corona opaca
descolorida / coloreada en nieve, pero normal en tamafio y forma de la corona con esmalte
suave, mal mineralizado y descolorido que es facil de penetrar por la sonda dental. El
espesor del esmalte puede ser normal, pero la radiodensidad es menor que la de la dentina
radiograficamente. Las alteraciones microscopicas en las estructuras de la varilla del esmalte
y de la vaina del vastago seran de color marrén a negro con la deposicion del calculo. Con el
tiempo, el esmalte coronal se deshace mas que una porcion cervical (34).

Tiene las siguientes variaciones

* |lA: es autosémico recesivo.
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« 1IB: es gen dominante ligado al cromosoma X.
« 1IC: es un gen recesivo/dominante ligado al cromosoma X

« |ID: es autosémico dominante.

De los tipos anteriores se ha conocido que de la autosémica dominante (AD) y autosoma
recesivo (AR), la de mayor gravedad puede presentarse en la Autosdmica Recesiva.
Radiograficamente es menos radiopaca que la dentina.

En la hipoplasica-hipomaduracién con taurodontismo, el esmalte es delgado, moteado de
amarillo a marrén, los molares muestran taurodontismo y otros dientes tienen las camaras
pulpares grandes. Tiene dos variaciones:

e [VA: es autosémico dominante. La hipomaduracién tiene mayor defecto que la
hipoplasia, es decir, el esmalte tiene una radiodensidad similar a la dentina y hay
presencia de piezas con taurodontismo o camaras pulpares amplias.

e |VB: es autosémico dominante. La hipoplasia se caracteriza mas en esta variante; por

consiguiente disminuye la capa de esmalte (37).

Dentinogénesis:

La dentina contiene gran cantidad de tubulos en su interior alberga unas fibras nerviosas
capaces de transferir sensaciones. Posee dos proteinas en su composicion, la
dentinofosfoproteina y la dentinasialoproteina. La primera de estas es expresada algunos
tejidos como el hueso, rifidn, glandulas salivares, pulmones pero su expresion en la dentina
es cien veces mas alto (38).

Durante la formacion de la dentina primaria, se da el retiro de los odontoblastos desde el
frente de la mineralizacion, dejando los procesos que permanecen atrapados en los tubulos

dentinarios. Los odontoblastos activos estan bajo regulacién hormonal.
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Se ha reportado que los odontoblastos revelan la expresion de genes relacionados con la
mineralizacion, incluyendo la sialofosfoproteina de dentina y la proteina de la matriz de los
odontoblastos se dividen en el diente permanente alargado hasta el cierre del apice de la
raiz.

Los odontoblastos se dividen en el diente permanente alargado hasta el cierre del apice de la
raiz. Después del cierre apical, los odontoblastos o odontocitos antiguos contindan
manteniendo sus funciones vitales durante la dentinogénesis secundaria, lo que mantiene el
papel de mecano-modulador en la dentina adulta con una tasa muy baja de formacion de
dentina pero contraria al hueso, sin resorcion dentinaria.

En los dientes humanos adultos la division celular de los odontoblastos o odontocitos
antiguos es cero y su actividad secretora es limitada, dando lugar a una formacion de dentina
secundaria que es muy lenta en comparacion con la de la aposicion dentinaria primaria.

Los odontoblastos comienzan como células poligonales que dejan atras procesos en la
matriz dentinaria con numerosas ramas. Los cuerpos celulares migran de forma centripeta y
el proceso muestra una longitud creciente. Las ramas se reducen cerca de la union dentina-
esmalte. No son una reminiscencia de numerosas ramas laterales de los osteocitos dentro de

la matriz 6sea (39).

Dentinogénesis Imperfeta

La Dentinogénesis Imperfecta es uno de los desérdenes hereditarios mas comunes que se
dan en la formacion de la dentina. Este sigue un patron de transmision autosémico
dominante que afecta la formacién y la mineralizacion de la dentina; se puede dar en

denticiones temporales y permanentes, de manera localizada o generalizada.
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Es una displasia localizada en el mesodermo que se caracteriza por la presencia de dentina
formada irregularmente y desmineralizada la cual es opalescente, hay una coloracién de gris
a azul- café en el diente. Tiene una prevalencia de 1 en 1800 personas, fue reconocida por
Barret en 1882 (32).

Clinicamente las coronas presenta forma bulbosa, estas se deterioran rapidamente,
presentan un excesivo desgaste. Es importante destacar que una estructura anormal de
dentina puede ser la primera razén de las fracturas del esmalte. Radiograficamente los
dientes poseen un espesor y densidad normal del esmalte, se aprecia obliteracién de la
camara pulpar y conductos pequefios (40). Ocurre igualmente en ambos sexos y puede
afectar tanto la denticion primaria como permanente. La incidencia de la enfermedad es de 1:
8000.

La dentinogenesis imperfecta tipo | es una forma sindrémica clasificada osteogénesis
imperfecta. Se recuerda que la osteogénesis imperfecta es una condicion autosdmica
dominante que suele ser el resultado de mutaciones erréneas que afectan a cualquiera de
los dos genes que codifican el colageno tipo | (COL1A1 y COL1A2) y muchas veces la
dentinogénesis imperfecta es la caracteristica mas penetrante en esta condicion.

La dentinogénesis imperfecta tipo Il no presenta osteogenésis imperfecta, sin embargo, sus
caracteristicas clinicamente se parecen a la dentinogénesis imperfecta tipo I. Se caracteriza
por las coronas con constreflimiento cervical marcado y nunca presenta dientes sin la
patologia. Se ha reportado que algunos pacientes manifiestan una pérdida auditiva
sensorineural (41).

Clinicamente, en DI, los dientes son de tamafio normal, pero las coronas tienen forma de
bulbo. Cuando el esmalte no tiene suficiente soporte, se rompe y se quita facilmente, y los

dientes aparecen opalescentes, cambiando en color de marron a azul y a veces ambar o gris.
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Radiograficamente, las camaras de pulpa y los conductos radiculares estan estrechados o
completamente mineralizados. Las raices pueden ser mas cortas que de costumbre. El
esmalte es normal o mas delgado de lo normal. Hay defectos hipoplasticos o hipocalcificos
en el esmalte en un tercio de los pacientes con DI (42).

La dentinogénesis imperfecta tipo Ill solo se ha observado en una poblacion en especifico:
triracial de Maryland y Washington DC conocida como el aislamiento de Brandywine. Las
caracteristicas clinicas son variables y se asemejan a las observadas en DGI-1 y Il, pero los
dientes primarios muestran multiples exposiciones de pulpa y radiograficamente, se pueden
ver coronas bulbosas cortas y estrechas, y las camaras pulpares pueden ser inicialmente
anormalmente grandes, formando "dientes de la cascara”, dientes que parecen huecos
debido a la hipotrofia de la dentina (41).

El sistema del conducto radicular se obstruye con el tiempo. Aunque la estructura del esmalte
es histologicamente normal, tiende a romperse.

La union dentina-esmalte no esta entretejida a la extension normal. Aunque la estructura de
la dentina del manto es normal en la mayoria de los casos, los tubulos dentinarios
ambientales son irregulares y disminuyen en numero. La mineralizacién intertubular de la
dentina y el nimero de odontoblastos disminuyen. Existe un trastorno de colageno de la
dentina y defectos primarios en la matriz calcificada. EI cemento, la membrana periodontal y
el hueso de soporte son normales en apariencia. (42)

Familia con similitud de secuencia 20-C (FAM20C) es una molécula evolutivamente
conservada altamente expresada en osteoblastos / osteocitos, ameloblastos y odontoblastos.
Estudios previos demostraron que la inactivacibon omnipresente de FAM20C en ratones

condujo a severos defectos de dentina y esmalte y raquitismo hipofosfatemico.
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Se identificaron defectos similares en algunos pacientes humanos con mutaciones de
pérdida de funcibn en FAM20C, mientras que la mayoria de los pacientes presentaron
displasia 6sea osteosclerética. A pesar del mecanismo elusivo subyacente a estos defectos
controvertidos, los hallazgos genéticos pusieron de relieve el papel crucial de FAM20C en los
tejidos mineralizados.

Estos hallazgos sugieren que los defectos del tejido mineralizado en los sujetos deficientes
en FAM20C pueden estar asociados con el fallo de fosforilacién de las proteinas SCPP.

El desarrollo del diente se rige por las interacciones entre el epitelio dental y el mesénquima
dental. Asi, la interrupcién de la sefalizacion en un tejido puede causar anormalidades en el
otro. El analisis de nuestros datos anteriores indicé que FAM20C se expresa tanto en
ameloblastos como en odontoblastos (43).

Tal como se ha hecho mencién, un individuo con Amelogénesis Imperfecta puede mostrar en
el esmalte de sus dientes decoloracién, disminucién del espesor normal y desintegracién pre,
peri o post-eruptiva, lo que predispone a una mayor retencién de placa y por ende a una
mayor susceptibilidad al desarrollo de caries. Estos pacientes se perciben con una estética
deficiente, sensibilidad excesiva, extenso desgaste dentario, caries secundaria, decoloracion
dentaria, maloclusion, pues se puede dar perdida de la dimension vertical por desgaste de
los dientes, por la destruccion de las cuspides y molestias periodontales e incluso problemas
de tipo psicosocial en pacientes jovenes afectados por fenotipos mas severos (44).
Radiograficamente, en los casos de Amelogénesis Imperfecta con alteraciones del tipo
hipoplasia e hipocalcificacion, no se observa la banda radiopaca de esmalte en la superficie
de la dentina, y cuando esta se presenta, se observa discontinua y falta de contraste
respecto a la dentina subyacente. Del mismo modo pueden observarse las camaras y los

conductos pulpares amplios, y el cierre apical tardio en la mayoria de los casos. No obstante,
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todas las caracteristicas, tanto radiograficas como histologicas del esmalte, dependen del

tipo de amelogénesis que se diagnostique (31).

Otras afecciones en la estructura dental

Fluorosis dental

La fluorosis dental es una hipomineralizaciéon (anomalia cualitativa) del esmalte producida
como respuesta a la ingesta de fldor por un periodo prolongado de tiempo durante la
formacion del mismo, provocando una alta porosidad en su estructura (45).

Afecta a la poblacién infantil y adolescente causando afectaciones irreversibles de la
estructura dentaria a lo largo de su vida; de acuerdo a la severidad de la fluorosis, ocasiona
pérdida de estructura dentaria, mayor susceptibilidad a la caries dental y afectacion de la
apariencia estética de la sonrisa; esta alteracion se puede observar desde manchas que van
de un color blanquecino hasta manchas de color café oscuro y en casos graves existe
perdida del esmalte dentario (45).

La fluorosis dental es la Unica manifestacion visible del resultado de una exposicién crénica
al flior que no se puede limitar solamente al componente estético, sino también a los efectos
sistémicos como debilitamiento de los huesos, problemas renales, cancer de los huesos,
problemas de desarrollo mental, infertilidad, fatiga cronica, disminucion en la funcion tiroidea,
ademas de problemas de neurotoxicidad, incluyendo la funcidon glandular general y sus
respectivas hormonas (45).

Afecta en mayor medida a los dientes permanentes en comparacion a denticion decidua, ya
gue la mayor mineralizacién en la denticion temporal se lleva a cabo durante la gestacion,

donde la barrera placentaria juega un importante papel (46).
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El riesgo de fluorosis del esmalte incrementa cuando la exposicion al flior se produce en las
etapas de secrecion y de maduracion; y disminuye cuando la exposicion tiene lugar
Unicamente en la fase secretora.

Existen reportes de este defecto de desarrollo del esmalte desde principios del siglo XX, sin
embargo no hay acuerdo internacional sobre los niveles de ingestion que ocasionan esta
patologia, pero si hay acuerdo en que el incremento y la variabilidad en la severidad de la
fluorosis en una poblacién se explica por la condiciébn de dosis-respuesta, es decir, por la
edad durante la cual ocurre la ingestidn, la duracién de la misma, la etapa de desarrollo del
diente y la susceptibilidad individual (48).

La fluorosis dental es frecuente en dientes que calcifican despacio: caninos, premolares,
segundos y terceros molares. Es poco frecuente en los incisivos, pero normalmente es visto
en seis u ocho dientes homélogos; sumamente raro e dientes deciduos pero cuando se
presenta es severa.

En un estudio realizado en la poblacion costarricense se reportd que las piezas con mayor
prevalencia son los segundos molares derechos, seguidos de los izquierdos, luego las
segundas premolares derechas después las izquierdas, y por ultimo las primeras premolares
(54).

La severidad varia de un grupo dentario a otro, segun investigaciones los premolares son los
mas afectados, seguidos de los segundos molares, incisivos maxilares, caninos y primeras
molares. Los incisivos mandibulares son los menos afectados (46).

Los aspectos clinicos de la fluorosis varian dependiendo del grado de exposicion al fldor
como se ha mencionado. El grado mas leve de esta anomalia del desarrollo puede incluso

pasar inadvertida y presentar un color blanco mate que afecta los bordes incisales o las
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cuspides de los molares y premolares conocido como casquete de nieve; estas porciones
blancas pueden ser desde unas pequefas nubes hasta verdaderas manchas dispersas.

En el caso moderado el color de las manchas varia en tonos desde café hasta casi negro. En
los grados severos, pueden presentarse fositas de 1 a 2mm, que a veces confluyen entre
ellas. En los casos mas graves, las superficies se encuentran picadas, lo cual resulta en una
mayor dificulta en la higienizacién y posteriormente la posibilidad de formacion de caries (48).
Dentro de las caracteristicas mas importantes de la fluorosis dental encontramos:

« Enlafluorosis leve se presentan pequefas nubes blanquecinas (como veteado)

« Las lineas incrementales de crecimiento del diente (estrias de retzius o periquimatas)
son visibles a lo ancho de la pieza dental, especialmente en los incisivos
superiores.

« Las puntas de las cuspides, bordes incisales y rebordes marginales pueden verse de
color blanco opaco (snowcap).

« Las lineas y manchas se unen y forman masas mas densas facilmente
diagnosticadas.

« Se unen las manchas blancas y aparece toda la superficie del esmalte de color blanco
tiza.

» Presenta pequeiias fositas, zonas desmoronadas.

« Se unen las fositas y forman bandas sin esmalte.

« Los pigmentos de las comidas son facilmente absorbidos por las proteinas del esmalte
poroso y aparecen manchas en diferentes tonos. Es una captacion posteruptiva de
colorantes exdgenos.

« Enlos bordes de los dientes o en oclusal se inicia la pérdida de esmalte. Puede llegar

a haber una pérdida total del esmalte del diente.
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» Por causa de las fracturas, puede haber pérdida de la forma del diente.
» El esmalte del cuello del diente puede aparecer mas opaco.
« La parte incisal o angulo mesio-incisal puede aparecer color café claro, causado por el

aire que se respira por la boca (48).

Una de las caracteristicas mas relevantes de esta condicion es que hay distribucién simétrica
y bilateral, esto se debe a que el desarrollo de los dientes homologos se produce al mismo
tiempo, y que la presencia de fluoruro sistémico es igual para todas las piezas dentales en
formacion. Conjuntamente la fluorosis tiende a presentar un patron estriado de una parte a

otra del diente y todos los dientes se afectan por igual (49).

Diagnostico diferencial

Es esencial realizar un buen diagndstico diferencial, en especial si se decide realizar
tratamientos dentales par que éstos sean los mas Optimos. Es importante aclarar que las
opacidades no fluoréticas del esmalte incluyen todas las categorias de opacidades no
definidas como fluorosis (50).

Asimismo a nivel dental se pueden encontrar varias alteraciones que ocurre en distintas
etapas de formacién y que se deben distinguir de la fluorosis tales como: la amelogénesis
imperfecta que ocurre durante la etapa de histodifereciacion; la hipoplasia que suscita en
etapa de aposicion y por ultimo la hipocalcificacion que se da en la etapa de calcificacion del
esmalte (51).

Cuadro N°1. Diagndstico diferencial entre fluorosis y otras opacidades del esmalte

Fluorosis dental Opacidades no fluoréticas

Se presenta en mayor frecuencia en = Mas frecuente en incisivos inferiores

=40 -



incisivos  superiores, poco en

inferiores

En bordes incisales, cuspides y Caras labiales en el centro

rebordes de molares y premolares

Lineas horizontales incrementales | Manchas bien definidas.

(sigue perequimates)

Manchas blanquecinas Manchas mas amarillentas.

Bordes indefinidos con limites Bordes bien delimitados.

imperceptibles

Manchas e formas de nubes Manchas ovales o redondas.

En dientes homdlogos Rara vez son simétricas

Manchas que se ven bien con la luz Se ven bien de frente con luz

no muy fuerte en forma tangencial. brillante.

En sus formas leves solo afecta Fuertesy profundas que penetran en

caras externas esmalte
Fuente: Gonzalez L, Bolafios V. Prevalencia y Severidad de la Fluorosis Dental. Odovtos.
2003;1(5):48-53.
La caries dental es una enfermedad en la cual hay una desmineralizacion del esmalte a
causa del efecto del medio acido producido por bacterias. En sus estadios iniciales se
observa una lesibn de mancha blanca que a diferencia de la fluorosis dental se presenta
generalmente en las caras oclusales en fosas y fisuras, ademas se toma en cuenta la
trayectoria de la pieza dental, el estado general del paciente asi como restauraciones e
higiene. En superficies vestibulares la mancha blanca de la lesion cariosa sigue el contorno

de la encia, y al mover la encia, vemos como la lesion no se extiende hasta el fondo del
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surco. La fluorosis presenta manchas blanco tiza en superficies lisas, abarcando hasta el
fondo del surco gingival, en cuspides y superficies lisas, formando estrias debido a las lineas
del desarrollo (52).

La amelogénesis imperfecta representa un conjunto de afecciones de origen genémico que
afectan la estructura y el aspecto clinico del esmalte de todos o casi todos los dientes de una
manera mas o0 menos igual y que puede estar asociada con cambios morfolégicos o
bioquimicos en otras partes del cuerpo. La amelogénesis imperfecta es una condicion de
desarrollo del esmalte dental (caracterizado por hipoplasia y / o hipomineralizacion) que
muestra patrones de herencia autosémica dominante, autosomica recesiva, ligada al sexo y

esporadica, asi como casos esporadicos (53).

Fuentes y dosis de flaor.

Se puede encontrar altas concentraciones de flior en el agua de consumo humano, la sal,
algunos alimentos como el arroz, maiz y platano, el uso de agroquimicos fluorados, la
ingesta de crema dental, aplicaciones profesionales de fluor entre otros.

El flior se puede administrar a las personas en diferentes formas, ya sean tdpicas, o
sistémicas pero se ha demostrado que la segunda es la mas efectiva y dentro de ellas la
fluoraciéon del agua y de la sal por ser mas masivas en su cobertura y mas eficientes.

La ingesta excesiva de fluor puede provenir de una sola fuente con altas concentraciones del
ion o de multiples fuentes con concentraciones medias o bajas pero que al sumarse exceden
los niveles hasta ahora considerados aceptables (0,05 a 0,07 mg/kg de peso corporal). Por
esta razén, cuando se evalla la seguridad de los niveles de ingestion de fldor es importante

considerar las diferentes fuentes a las que accede la poblacién, se debe suponer que la
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concentracion de fluoruro natural presente en la dieta también puede constituirse en un
riesgo de fluorosis en nifios pequenios.

En este contexto se debe considerar que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) refiere
una dosis maxima de flior en el agua en un rango de 0.5-1ppm, mientas que en la sal

fluorada el rango es de 180-220ppm (51).

Efecto del fluoruro en diferentes etapas de la Amelogénesis.

-Proliferacion y diferenciacion de ameloblastos: No hay evidencia que la exposicion de piezas
dentales en desarrollo a niveles de fluoruro fisioldgicos in vivo y en el cultivo de érganos,
afecte la morfologia dental, proliferacién celular o la diferenciacion de ameloblastos, aun en
piezas altamente fluoradas, el tamafio y forma del diente no cambian.

Segun estudios realizados, a nivel de laboratorio la exposicién de las células primarias del
organo del esmalte a niveles de fluoruro en concentraciéon de 5 pmol/L reducen la expresiéon
de MMP-20 enamelisina, pero esto no se da in vivo ya q estos niveles son altos comprados
con el fluoruro en plasma.

SV40 no mostro efectos en la proliferacion celular, pero a niveles altos se observo que
causaba una respuesta al estrés en reticulo endoplasmico.

Ameloblastos presecretores: Pruebas desarrolladas en laboratorio, al hacer inyeccion de
dosis moderadas de flaor (3-7 mg F/kg), se puede ver la afectacion de la estructura celular de
los ameloblastos pre-secretores, por otro lado, también se observa la reduccion de la sintesis
de proteinas transitoriamente.

De igual forma, una dosis de flaor unica (9 mg F/kg) en ameloblastos pre secretores en el
asa cervical, induce la formacion cistica en dientes en desarrollo de hamsters, lo que,

ademas, afecta la estructura de estos ameloblastos. El esmalte aprismatico que producen es
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altamente hipermineralizado. La matriz del esmalte secretada durante la exposicion al
fluoruro falla al mineralizar.

Lo mismo se observa en cultivos de 6rganos dentales expuestos a fluoruro, in vitro estos
efectos son mas severos cuando los niveles de calcio son bajos. A niveles altos de calcio los
efectos del fluoruro en la matriz y en la estructura celular son mucho mas bajos o ausentes.
Se puede sugerir que en condiciones in vivo, la caida de la concentracion de calcio
plasmatica, asociada con altas dosis de fluoruro podria aumentar la severidad de lesiones
flurgticas.

En este mismo estudio, en un ambiente in vitro se puede observar las lesiones en esmalte
erupcionado en piezas expuestas al fluoruro, ya sea en niveles bajos pero crénicos durante
la amelogénesis, 0 niveles altos agudos durante etapas pre eruptivas del desarrollo dental.
En este Ultimo caso, las lesiones mas severas pueden ser fosas de tipo superficial
hipoplasicas, también se encuentran defectos cervicales como zonas opacas color blanco
tiza.

Ameloblastos secretores: Los ameloblastos secretores son relativamente resistentes a los
efectos de la exposicién aguda del fluoruro en comparacion con las células pre secretora y
post secretoras, y los cambios celulares en ameloblastos secretores in vivo s6lo se han
reportado después de exposicion a altos niveles de fluoruro.

Ameloblastos transitorios: En esta etapa de la amelogénesis, las células parecen ser mas
sensibles a los niveles maximos de flior que los ameloblastos pre secretores y secretores.
No todos los ameloblastos transitorios son sensibles en el mismo grado, aparentemente solo
algunos grupos aislados son afectados (55).

Ameloblastos de maduracion: La etapa de maduracion del esmalte parece ser la mas

sensible al fldor, sin embargo, hay muy pocos cambios estructurales en los ameloblastos de
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maduracion expuestos al fluoruro. Segun estudios realizados, no hay cambios estructurales
importantes que se hayan encontrado en ameloblastos de maduracion de gérmenes de
piezas dentales después de una exposicion de una dosis alta unica de flaor, que tiene a
dafar severamente a ameloblastos pre secretores y transitorios en los mismos dientes (56).
Segun estudios realizados en piezas dentarias de ratas, incisivos particularmente, solo con la
entrada constante de fluoruro durante varios dias, se puede cambiar significativamente la
estructura de ameloblastos de maduracion (57).

Otros resultados sugieren que la exposicion cronica al fluoruro reduce o suprime la tipica
pigmentacién naranja, disminuye ligeramente el nimero de lisosomas y fagosomas, reduce
la actividad lisosomal e induce la expresion de proteinas de estrés del reticulo endoplasmico
en incisivos de ratén. Esto sugiere que los cambios celulares en la etapa de maduracion son
graduales, y la actividad de las células en general esta disminuida en presencia de fluoruro,
lo que sugiere un efecto toxico general del fluoruro. También se encuentra que el fluoruro
interrumpe la modulacion de la maduracion ameloblastos.

Se pueden encontrar defectos de la mineralizacion del esmalte durante la etapa de
maduracion, con una exposicién prolongada a agua fluorada, incluso a niveles bajos de
fluoruro de 9-10 ppm, y se caracterizan por el desarrollo de una superficie porosa
hipomineralizada generalizada a lo largo de todo esmalte de la corona.

Este tipo de defecto se relaciona con las opacidades blancas y porosas que se pueden
observar clinicamente. Con un aumento a la exposiciéon de fluoruro, la extension y el grado
de la zona hipomineralizada aumentan desde la parte mas interna hacia la union esmalte-

dentina, particularmente en la porcion cervical de los dientes.
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Algunos de estos defectos producidos por el flior son resultado probable de los efectos en
ameloblastos previamente afectados. Por otro lado, la hipomineralizacion de la sub superficie
inducida por el flior, puede ocurrir independientemente, en la etapa de maduracion.

En condiciones normales, se sabe que la matriz de esmalte controla el tamario y la forma de
los cristales durante la mineralizacion.

Esta comprobado que el flior causa defectos de mineralizacion y disminuye la dureza del
esmalte. Esto sugiere que el fluoruro puede cambiar el tamafio de los cristales, numero,
forma o calidad al interferir con su formacién (58). Pero los estudios presentados no son
suficientes para comprobar esta hipotesis (55).

Se destacan diversos mecanismos de la accion del fluoruro en la formacion de esmalte:
-Composicion de la matriz: Durante mucho tiempo se ha asumido que el fluoruro altera la
composicién de la matriz del esmalte, dando por resultado una alteracion en el desarrollo de
los cristales. La matriz secretada después de la exposicion de flior aparece mas amorfa y
punteada, con cristales distribuidos escasamente y un aumento de espacios de inter
cristalinos, en comparacion con la matriz de esmalte normal, segun estudios realizados.

Los analisis bioquimicos en la matriz del esmalte no han identificado cambios en la
composicién o calidad de la matriz proteica bajo la exposicién al flior. Por otro lado, estudios
han demostrado que el flior no se enlaza directamente a la amelogenina, pero que el
fluoruro probablemente estéa enlazado al calcio contenido dentro de la matriz proteica.
-Degradacion de la matriz: La ingestion cronica de flior produce mayores efectos durante la
etapa de maduracion, dando como resultado un esmalte sub superficial hipomineralizado,
gue contiene menos minerales y conserva la matriz. Muchos estudios han propuesto que el
flor impide la degradacion de las proteinas de la matriz, con una inhibicion resultante del

crecimiento cristalino (55).
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En resumen se propone:

1. El fldor reduce la degradacion de las proteinas de la matriz reduciendo la produccion de
proteasas por los ameloblastos (54).

2. También se propone que actua directamente sobre la actividad de las proteasas de la
matriz extracelular e inhibe la degradacion de la matriz (55). Algunos estudios no muestran
ningun efecto (56).

3. Se dice que el flior cambia las caracteristicas de adsorcion, area superficial o propiedades
de superficie de los cristales de esmalte a la cual se adhieren las proteinas de la matriz. Esto
podria influir en su degradacién proteolitica y causar retencion de matriz (58).

4. Reduce el calcio en la matriz del esmalte necesario para la actividad de la proteasa (62).

5. Deteriora la endocitosis y la degradacion intracelular de la matriz por la modulacién de los
ameloblastos.

6. Aumenta la apoptosis o estimula a algunos de los ameloblastos de maduracion para
migrar desde la capa ameloblastica. (63).

Las capas hipermineralizadas podrian actuar como una barrera fisica, afectando el
suministro de iones minerales a capas mas profundas del esmalte. La capa externa de la
superficie del esmalte fluorotico aprismatico acumula flior y se hipermineraliza durante la
etapa de maduracion, mientras que la superficie se vuelve porosa. Tal vez la
hipermineralizacién de la capa superficial que se forma en presencia de flior, especialmente
en lugares donde se forman los quistes, impide la transferencia de iones minerales y
proteasas en la sub superficie del esmalte y previene que las proteinas de la matriz de
esmalte dejen el compartimiento de esmalte (55).

El analisis de estos datos sugiere que el calcio actia en los ameloblastos secretores de dos

maneras.
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1. Por medio de la modulacion de la sintesis y secrecion de amelogeninas por los
ameloblastos, hay una correlacion entre el aumento de sintesis de amelogenina con altas
concentraciones de calcio.

2. El calcio también mejora la afluencia del calcio trans celular, para proporcionar iones
minerales para el crecimiento de cristales en la capa que se deposita.

Con base en esto, podemos inferir que la amelogenina protege contra la formacion de matriz
fluorotica no mineralizante, de modo que permite la mineralizaciéon en la matriz, incluso en
presencia de fluoruro. Estas observaciones sugieren que el calcio y su efecto sobre los
ameloblastos, incluyendo la secrecion de matriz, pueden ser un factor que influye en los
efectos del fldor, y ademas, la relacién entre calcio, flior y amelogenina parece ser clave en

la formacion de esmalte fluorado (55).

Fluoracion del agua
Es la adicion de algun compuesto que tenga flior, segun los reglamentos estatales, los
cuales tienen el objetivo de prevencion de caries. La medida se puso en practica en Estados
Unidos y Canada a partir de 1945, con el pasar de los afios muchos paises la han
implementado. Entre los compuestos mas utilizados estan (64):

e Fluoruro de sodio (NaF)

e Fluorsilicato de Sodio

e Silicofluoruro de Sodio (Na2SiF6)

e Acido Fluorsilicico (H2SiF6)

La seleccidon del compuesto depende del costo, siendo los mas utilizados los dos ultimos, ya

gue el Fluorsilicato de sodio posee un alto costo.
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Para analizar las concentraciones del ion presentes en el agua se emplean los métodos del
electrodo especifico y colorimetro spands. El primer método consiste en una medicion
instrumental en que el ibn F- es medido potenciométricamente, haciendo uso de un sensor
del ion, el segundo consiste en una reaccion de los iones y una laca coloreada de circonio,
se disocian en un complejo incoloro (64).

En Costa Rica, la fluoracion del agua se implementé en 1975 en el area metropolitana, sin
embargo, fue descontinuada en 1980, durante este tiempo se pudo alcanzar una disminucién
del 60% en la prevalencia de caries dental a los 12 afios, lo que se traduce en una deduccion
del CPOD de 9,2 a 6,0 (64).

En Costa Rica, la fluoracién de la sal ha sido un éxito desde que se implement6 en 1987, con
la iniciativa y direccion del Dr. Ricardo Gonzalez, con el Ministerio de Salud y el apoyo de la
fundacién W.K. Kellogg. Costa Rica fue el primer pais de Latinoamérica en implementar la
medida. Ya antes se habia intentado la fluoracién del agua en 1975 y 1980, pero hubo
problemas econdmicos, técnico y de operacion. La cantidad utilizada fue de 250mg/kg (64).
Para lograr una efectividad en la fluoracion de la sal, se deben conocer los habitos de la
poblacién y fijar estrategias (64).

En un estudio de 1985, se midid la concentracion de flior en la orina de colegiales y en el
agua que ellos consumian, observando una concentracion de 0.34 mgF/L y 0.2 mgF/L,
respectivamente, con esto se concluyé que la fluoracion de la sal era un programa adecuado.
En otras zonas, se observaron concentraciones de flior mayores en condiciones normales,
por lo que se optd por sacarlas del programa y dejar el consumo de sal normal.

Toda la sal debe pasar por un proceso de purificacién, ya que esta viene con otros minerales,
tierra, bacterias y residuos vegetales. Las primeras compafias en unirse al programa fueron

(64):
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-Cooperativa Nacional de Productos de Sal (CONAPROSAL)

-Cooperativa de Productos de Sal (COOPROSAL)

-Sal Diamante S.A.

Tras el estudio, se determiné que la fluoracibn se haria con fluoruro de potasio,
adicionandolo directamente a la sal seca.

Tras la etapa de investigacion, el Instituto Costarricense de Investigacion y Ensefianza en
Nutricién y Salud (INCIENSA), la Organizacion Panamericana de la Salud y Fundacion W .K.
Kellogg, en conjunto con el Ministerio de Salud, iniciaron el proyecto. En 1989, se definio la
dosis de fldor. Se estudio la cantidad de fldor en el agua, la orina y el consumo de sal por
persona y se obtuvo que el fluoreto de sodio era la opcion mas eficaz, viable y con una
mejoria notable para la fluoracién (64).

En 1994, por referencia del INCIENSA, se realiz6 un estudio de fluorosis en Jaco y en San
Ramon, por los resultados obtenidos que mostraban la incidencia de de fluorosis en niveles
de moderados a severo, se decidié disminuir la dosis a 200mg/kg (65).

Después de seis afios de implementar el programa, se dio el primer estudio de evaluacién
del proyecto, Encuesta Nacional de Salud Oral: fluorosis de esmalte, 1999, obteniendo
resultados muy favorables. Se obtuvo una reduccion en la caries dental de los nifios de 3y 5
afios, de un 48% y 36%, respectivamente. El éxito motivé a usar la fluorizacion de la sal en
Brasil, Colombia, Francia, Jamaica, México y Uruguay (64).

La sal que se utiliza en Costa Rica se obtiene por evaporacion del agua de mar y se somete
a procesos para purificarla y para conseguir los niveles de yodo y flior especificados por las
normas. Segun la OMS la concentracion de fluoruro 6ptima normalmente estara dentro del

rango 0.5-1.0 mg/l. Dado que en Costa Rica se adiciona flior a la sal, se considera que el
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contenido de fluor natural del agua debe ser menor a 0,7 mg/l, para reducir la probabilidad de
aparicion de fluorosis.
El Centro Nacional de Referencia de Bromatologia monitorea los procesos de fluoracion y

yoduracion de la sal en Costa Rica (64).

Hipoplasia inciso-molar

La hipomineralizacion del esmalte es un defecto cualitativo del esmalte debido a la pobre
mineralizaciéon del esmalte en desarrollo, identificado visualmente como una opacidad
cremosa de color blanco / amarillento / marron amarillento con / sin ruptura post-eruptiva. La
hipomineralizacion inciso molar (MIH) es un tipo de hipomineralizacion del esmalte, definida
como hipomineralizacion de uno o mas primeros molares permanentes (FPMs) vy
frecuentemente con incisivos permanentes (PIs) (66).

Por lo general, la hipomineralizacion esta relacionada con la deficiencia en la calidad del
esmalte o de todo el espesor del esmalte, la mayoria de las veces se produce con frecuencia
en la fase de maduracion del desarrollo del diente.

En el sindrome de hipomineralizacion del Incisivo Molar, las lesiones dentales son en la
mayoria de los casos asperas y retienen la placa, el riesgo de desarrollo rapido de la caries
es alto, asi como el riesgo de ruptura post-eruptiva de las estructuras dentales y la
instalacion de hipersensibilidad (67).

MIH a veces se puede confundir con fluorosis o amelogenesis imperfecta. Puede
diferenciarse de la fluorosis ya que sus opacidades estan demarcadas, a diferencia de las
opacidades difusas que son tipicas de la fluorosis y de la estructura del esmalte (la fluorosis

es resistente a caries y MIH es propensa a las caries). La causa de la fluorosis puede, en su
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mayoria, estar directamente relacionada con el periodo en que la ingesta de fldor fue
demasiado alta.

La eleccion entre la amelogénesis imperfecta (Al) y el MIH como diagnostico parece una
definicion basica: hay que resaltar que, s6lo en casos muy severos de MIH, los molares
estan igualmente afectados e imitan la aparicion de la Al.

Sobre todo en MIH, la aparicion de los defectos serd mas asimétrica tanto en los molares
como en los incisivos. En Al, los molares también pueden aparecer taurodont en la
radiografia y hay a menudo una historia de inicio de la familia (68).

Los factores etioldgicos no estdn completamente esclarecidos, y es evidente la dificultad de
identificar los diferentes factores que sensibilizan a los ameloblastos desde el periodo
prenatal hasta los primeros 3 afios de vida del nifio, periodo durante el cual la mineralizacion
ocurre en los primeros molares.

Los factores mas frecuentemente reportados en la literatura estan relacionados con cambios
ambientales, enfermedades respiratorias, enfermedades infantiles con fiebre alta y uso
frecuente de antibioticos (69).

Los dientes permanentes inician su calcificacion en el momento del nacimiento, siendo los
primeros molares en iniciar su calcificacion para continuar, a los pocos meses de vida con los
incisivos centrales superiores e inferiores, a la vez que ambos caninos.

Los ameloblastos son capaces de elaborar una matriz organica pero el depésito de minerales
en la fase de maduracion esta afectado. La ocurrencia de un disturbio durante esta etapa de
la amelogénesis va a manifestarse clinicamente como una opacidad. Esta situacion puede
darse por un disturbio en los ameloblastos, lo que da lugar a una deficiente reabsorcion de la
matriz organica con una consecuente falta de espacio para la deposicion de los minerales, o

debido a una deficiencia en el aporte de calcio y fosfatos. La primera situacion puede ser
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explicada por una disminucion del aporte normal de oxigeno a los ameloblastos, lo que
puede ocurrir por complicaciones durante el parto o por enfermedades respiratorias. La
segunda situacion puede ser provocada por problemas renales, intestinales, fiebres altas o

mala nutricion (73).

Fenotipos
Se recomendo recientemente en el documento de politica de EAPD (European Association of
Pediatric Dentistry) el registro de la hipomineralizacion del esmalte en todos los dientes en
futuros estudios para evaluar si los dientes distintos de los molares permanentes y los
incisivos estan involucrados en el MIH:
« Hipomineralizacién del esmalte en al menos una permanente (HT \ theta 1) y en al
menos un diente primario (ht \ beta 1).
« Hipomineralizacién del esmalte en al menos un primer molar permanente (MIH).
« Hipomineralizacién del esmalte en al menos un primer molar permanente e incisivo
permanente (M + IH).
« Hipomineralizacién del esmalte en al menos un segundo molar primario (ht \ Delta 1 en
los segundos molares primarios = DMH).
« Hipomineralizacién del esmalte en al menos un primer molar primario (ht \ beta 1 en

los primeros molares primarios) (70).

El tamafio simple limitado y la falta de una muestra de replicacion independiente, el gen
SCUBEL se identific6 como un locus genético potencial para MIH que desempefia un papel
bioldgico plausible durante el desarrollo del diente. Sin embargo, se recomienda fuertemente

la investigacion futura para replicar los analisis en (una) cohorte independiente. Ademas, se
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necesitan estudios a gran escala y bien basados en la poblacién para investigar los posibles

factores genéticos en relacion con factores sistémicos o ambientales relevantes. (71)

Criterios de Diagnostico

El examen de dientes HIM debe der ser efectuado en dientes humedos post-profilaxis. La
edad considerada la mas adecuada para evaluar esta situacion son los ocho afios, ya que en
esta edad los nifios ya suelen tener los cuatro molares permanentes erupcionados, asi como
la mayoria de los incisivos permanentes en erupcion.

La EAPD desarrollo una serie de criterios:

ler criterio. Opacidades delimitadas. Alteraciones en la translucidez del esmalte de espesor
normal, bien delimitadas, variables en grado, de superficie lisa, pudiendo el color variar entre
blanco, amarillo o marron.

2° criterio. Fracturas del esmalte post-erupcion. Pérdida de la superficie del esmalte
inicialmente formada, después de la erupcion. La pérdida del esmalte esta frecuentemente
asociada a una opacidad delimitada preexistente.

3° criterio. Restauraciones atipicas. El tamafio y la forma de las restauraciones de uno o mas
primeros molares no sigue el patron de caries de las restauraciones del individuo.
Normalmente son restauraciones amplias que invaden las cuspides. Pueden verse
opacidades en el contorno de las restauraciones. Restauraciones en la cara vestibular de los
incisivos no relacionadas con traumatismos.

4° criterio. Exodoncia de primeros molares permanentes debido a HIM. Ausencia de un
primer molar permanente por exodoncia, asociada a opacidades o restauraciones atipicas en

los restantes primeros molares o0 incisivos. Ausencia de todos los primeros molares
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permanentes y una denticion saludable, con opacidades bien delimitadas en los incisivos. No
es probable que los incisivos sean extraidos por HIM.
5° criterio. Diente no erupcionado. Primer molar o incisivo permanente para ser examinado

gue no esta erupcionado (72).

Caries dental

El paso mas importante para que se produzca la caries, es la adhesion inicial de la bacteria a
la superficie del diente. Esta adhesion esta mediada por la interaccibn de cargas
electrostaticas entre las proteinas de los microorganismos y la estructura dental; puesto que,
la carga eléctrica de las proteinas se relaciona con la presencia de grupos ionizables en sus
aminoacidos constituyentes (73). La adhesién también estd mediada por la accion de
moléculas de naturaleza proteica en la superficie de las bacterias, denominadas adhesinas,
gue se unen a las proteinas salivales las cuales actian como receptores y facilitan la
adherencia bacteriana.

También la adhesion bacteriana estd mediada por la sintesis de glucano y fructanos; en
donde algunas bacterias, como los estreptococos, secretan glucosiltransferasas (GTF) y
fructosiltransferasas (FTF) que catalizan la sacarosa y forman los glucanos extracelulares
gue se involucran en el proceso de adherencia bacteriana y en el proceso de fuente de

energia bacteriana a través de las glucanohidrolasas.

Teorias de mecanismos de accion de la caries dental
1. Teoria acidofila de Miller
Se basa en el concepto que en la cavidad oral existen bacterias capaces de producir acidos,

especialmente el lactico, mediante la via glucolitica anaerobia, a partir de los azucares. Y
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como el esmalte dental esta compuesto, en su mayor parte, por sales de calcio, las cuales,
se pueden disolver por la accion de los acidos organicos. Es decir, después de ingerir
glucidos, la placa dental forma acido, por consiguiente el pH desciende por debajo de 5,5 (pH
critico), en zonas limitadas de la superficie del esmalte se da inicio la descalcificacion (73).
En la cavidad oral existen bacterias capaces de producir acidos, que liberan gran cantidad de
H+, lo cual hace descender el pH por debajo del pH critico; entonces las altas
concentraciones de iones H+ provocan la solubilizacion de la hidroxiapatita y la
desmineralizacion. Ecuacion de la solubilizacién en medio acido (73)

[Ca +2]10 [PO4 -3]6 [OH-]2 + H+->6 PO4 H -+ H20 + 10 Ca+2

En la condicidon de neutralidad, las especies i6nicas predominantes en la solucion son los
fosfatos primarios y secundarios. La forma terciaria so6lo existe en cantidades muy reducidas.
A un pH de 7,16 el 50% serd H2 PO4- y el 50% H PO4-2. El hecho de que los cristales del
hueso y el diente se compongan de fosfatos terciarios (HPO4-3) indica una gran afinidad del
calcio por ese ion. A medida que consume el fosfato terciario en la formacion de
Hidroxiapatita, los niveles se recuperan por disociacion del fosfato secundario. En soluciones
de bajo pH casi todos los fosfatos se encuentran en la forma de &cido fosforico debido a la
alta concentracién de protones.

Por tanto, en condiciones de bajos valores de pH, las concentraciones del fosfato secundario
en la solucién son muy bajas. A un pH de 2,16 solo 50 % del total de fosfato es H2 PO4
(fosfato primario), especie quimica precursora del H PO4-2 (fosfato secundario).

Con esto queda claro por qué en bajos valores de pH los niveles de iones HPO4-3 en
solucién son casi cero, falta un factor del producto ibnico HPO4-3, y como la concentracion

de OH- es muy reducida, el bajo pH causa disolucion de la Hidroxiapatita.
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Sin embargo, a esta teoria se le critica el proceso de erosidn, puesto que cuando los acidos
disuelven el diente provocan erosion, en vez de caries dental. Ademas experimentalmente
pueden producirse caries, en condiciones de baja acidez bucal.

2. Teoria de la protedlisis-quelacion de Schatz y Martin

Se basa en dos reacciones interrelacionadas que ocurren simultaneamente:

-Destruccion microbiana de la matriz organica del diente mayormente proteinica.

-Disolucion de los cristales de apatita por la accién de los agentes de quelacion organicos
(acidos, aminoéacidos, aminas, péptidos y glucidos), algunos de los cuales se originan como
producto de la descomposicion de la matriz, otros estan presentes en los alimentos, la saliva
y en la costra que puede recubrir los dientes o sarro dentario (73).

Sin embargo, a esta teoria se pone en duda la existencia de la accion proteolitica, pues se
considera que al ser la proteina del esmalte una escleroproteina del grupo de las queratinas,
estas son muy resistentes a la accion de las enzimas proteoliticas.

El efecto de los fluoruros en el tratamiento de la caries dental se basa en la formacion de
fluorapatita, lo cual realiza cambios en la carga superficial del diente que impide la formacién
de la pelicula adquirida y disminuyen la solubilidad del esmalte a los acidos. Ademas los
fluoruros potencian la precipitacion de Ca y PO4 (presentes en saliva) en el esmalte, para
reemplazar las sales solubles de manganeso y carbonato pérdidas durante la
desmineralizacion inducida por las bacterias de la placa; por consiguiente promueve la
remineralizacion dental. En los ultimos afios se ha analizado el efecto antibacteriano del flior
al inhibir la glucosil transferasa, lo cual impide la formacion de polisacéaridos extracelulares a
partir de la glucanos y se reduce de este modo la adhesion bacteriana. Ademas de inhibir la
formacion de polisacaridos intracelulares que limita el metabolismo bacteriano entre las

comidas.
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Histologia de la caries dental

Las zonas histologicas de la desmineralizacion se describen a continuacion:

e Zona trasllicida. Es el frente de avance de la lesion, separdndola del esmalte normal,
situada por debajo de la zona obscura. El esmalte se observa menos estructurado y tiene
1.2% de pérdida mineral por unidad de volumen; indicando la presencia del 1% de
espacios en lugar del 0.1% en el esmalte intacto. Las principales diferencias con el
esmalte normal son aumento en la concentracion de fltor, disminucién promedio de 12%

en magnesio y una pérdida mas variable de carbonato (74).

° Zona obscura. Aparece como una banda, extendiéndose sobre toda la superficie
profunda del cuerpo de la lesién, en forma de una zona opaca y densa en la cual se observa
poca estructura, en ocasiones se identifica dentro de la superficie del esmalte normalmente
transparente. Se crean del 2 al 4% de espacios o poros, observandose una disolucion por los
acidos en los cristales; con una pérdida mineral del 6% por unidad de volumen y una zona
positivamente birrefringente a la luz polarizada (74).

° Cuerpo de la lesion. Es la zona de mayor desmineralizacién y destruccion cristalina,
hay una pérdida mineral por unidad de volumen del 24%, con aumento de la cantidad de
materia organica, es negativamente birrefringente. Los prismas del esmalte aparecen
estriados y las estrias de Retzius estan incrementadas, asi como los espacios
intercristalinos, espacios interprismaticos donde los cristales aumentan su tamafio, son mas
electrodensos y porosos en la superficie (75).

° Capa superficial. Aparece cubierta con una multitud de agujeros diminutos como un
panal de abejas. Tiene un espesor aproximado de 30 micras sobre un area radiollcida

creciente, los agentes desmineralizadores se difunden a través de una capa externa de
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menor solubilidad, en uno o mas puntos microscopicos de entrada. Se ha sugerido que son
rupturas en la cuticula del esmalte, intersticios entre los tubos del esmalte y estrias no
selladas de Retzius. La pérdida de mineral es de 9.9% por unidad de volumen, pues existe
una reprecipitacion del material disuelto en una etapa temprana de la misma lesion (75).

° Defecto cavitario. Cuando la capa superficial del esmalte se fractura
microscopicamente, se produce una cavitacion;, con diferente extension, grosor y
profundidad. Por lo que las bacterias con la saliva se introducen al esmalte y dentina,
alterando la estructura cristalina, pero no son detectables clinicamente sino por medio

radiografico (75).

Relacion de las caries dentales con la genética

Prieto et al. (76) han mostrado que dentro de los factores de riesgo que predisponen a sufrir
de caries se encuentran la variacion en la calidad del esmalte dental, tanto en la porosidad
como en la mineralizacion del mismo. La prolongada exposicion del diente a los acidos
segregados por las bacterias como el Streptococcus mutans, es otro de los factores de
riesgo, en el cual se han detectado diferentes variantes genéticas, que producen la
descalcificacién del diente, asi como la composicion de la saliva.

Otro factor importante en la genética es la asociacion de la genética con la resistencia o la
susceptibilidad a la caries se ha dado por la existencia de individuos que muestran una
menor tendencia a desarrollar lesiones cariosas con respecto a otros encontrandose en
igualdad de condiciones; por lo que ha surgido el interés por estudiar arboles genealdgicos o
gemelos en busqueda de responsabilidades genéticas en la susceptibilidad a la caries, lo que
ha llevado a estimar que la contribucion genética a la caries es de aproximadamente 40%

7).
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Se ha hablado del efecto de un gen mayor, que es causante de la caries, pero hay varios

genes que pueden dar susceptibilidad al huésped para que este desarrolle la caries:

Genes que codifican para proteinas del esmalte:

La alteracion de los tejidos duros del diente como la dentina y el esmalte, sirven como nichos
adecuados para el desarrollo de las bacterias causantes de la caries dental. La complejidad
de la naturaleza de la caries dental hace evidente que la enfermedad no esté asociada a un
solo gen, sino a una interaccién gen-medioambiente.

Se puede mencionar el gen de la tuftelina (TUFT1), el cual tiene algunos genotipos que
interactian con altas concentraciones de S. mutans en nifios con caries temprana y esta
variacion, junto con algunos genotipos de la ameloblastina (AMBN), ha sido asociada con
una alta incidencia de caries en nifios (76).

La variacién genética en el gen de la amelogenina (AMELX) ha mostrado estar asociada con
una alta experiencia en caries en adultos; esto puede deberse a que la amelogenina controla
la formacion jerarquica de los cristales y es crucial para promover la mineralizacion (76).
Ademas se ha mostrado que el gen que codifica para la metaloproteinasa 20 (MMP-20)
desempeia un papel muy importante en el desarrollo inicial del esmalte y, por lo tanto, puede
llegar a estar involucrado también en el desarrollo de la caries. Se ha visto en la poblacion
africana que al presentar una alta frecuencia del alelo T en el gen MMP-20 se da una menor
incidencia de caries, es posible que este alelo cumpla una funcion protectora (76).

Genes del antigeno leucocitario humano: Un factor coadyuvante es la respuesta inmune del
huésped a la caries, donde el complejo genético, conocido como el antigeno leucocitario
humano (HLA) o complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) desempefia un importante

papel en la interaccién con los péptidos antigénicos. De acuerdo con esta interaccion, se
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produce la cantidad y la especificidad de los anticuerpos necesaria para lograr una respuesta
protectora contra los microrganismos causantes de la caries.

El HLA es un conjunto de genes ubicados en el cromosoma 6, cuyo fin principal es el de
codificar glicoproteinas presentes en las membranas de células nucleadas. Es la region
genOmica mas vital con respecto a enfermedades infecciosas. Asi mismo, se ha asociado
con alteraciones en el desarrollo del esmalte, con el aumento del riesgo y predisposicion a
las infecciones cariogénicas donde el factor preponderante y que dispara esta respuesta es
el S. mutans (76).

Otros autores han sugerido una significativa e importante asociacion entre los genes HLA-II,
proteinas HLA-Il y los antigenos I/ll, que son inmunodominantes, es decir, generan una alta
respuesta de anticuerpos. Se ha encontrado que los pacientes que expresaron los genes
HLA-DR4 tienden a ser susceptibles a la caries, porque fallan en montar una reaccion
inmune si no se presentan altas concentraciones de los antigenos I/ll y porque las
concentraciones de S. mutans son bastante altas; mientras que los individuos que
expresaron los genes HLA DR1, DR2, DR3 y DRw6 mostraron una alta reaccién inmune con
bajas concentraciones de estos antigenos (76).

Rezende (75), Bathial y Gupta (78) han dado a conocer que se han desarrollado estudios con
gemelos, los cuales han mostrado evidencia de la influencia genética en la presencia de
caries. Se han analizado muchas variables relacionadas con la experiencia de caries como el
namero de dientes presentes, los dientes restaurados, dientes cariados; y se ha encontrado
una concordancia significativa en los gemelos idénticos, no asi en los gemelos no idénticos.
Se ha visto que en el locus de los cromosomas 1, 2, 7, 8 y 17 puede haber mayores genes

responsables de la regulacion de la susceptibilidad a la caries.
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Ademas, se ha detectado una relacion entre la baja susceptibilidad de caries y el locus de los
cromosomas 5q13.3, 14q11.2, and Xg27; y los genes con una alta susceptibilidad de caries
se han identificado en el locus de los cromosomas 13g31.1 and 14qg24.3.

El gen osteopontin (OPN) juega un papel muy importante en la mineralizacion; este gen se
ha asociado con incidencias de hipoplasia en el esmalte de la denticiébn temporal; por lo que
ha habido asociacion entre la susceptibilidad de la caries en este tipo de denticion y dicho
gen.

Existen muchos otros posibles genes que contribuyen al proceso, tales como los que
codifican: la topografia oclusal, la profundidad de las fisuras y la inclinacion de las paredes de

estas; sin embargo, aun no han sido identificados dichos genes.
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METODO DE INVESTIGACION
El presente Seminario de Investigacidn consiste en una investigacion tedrico demostrativo, la
cual, abarcard una investigacion cualitativa y descriptiva sobre las implicaciones de la
Biologia Molecular en la Amelogénesis Imperfecta y otras condiciones bucodentales como la
fluorosis, caries dentales e hipomineralizacion inciso-molar.
Respecto a la parte de la investigacidon demostrativa, se realizaron una serie de practicas de

laboratorio cuyas metodologias se explican a continuacion:

Prueba de identificacion humana
Se realiza una puncién en el dedo de los sujetos a analizar, se espera a que se forme una
gota y se coloca en una hoja de papel de filtro secante. Se procede a analizar la informacién

con el equipo.

Extraccion de ADN

Lo primero que se realiza es recoleccion de la muestra de sangre mediante la venopuncién,
se requiere al menos 5 ml de sangre. Posteriormente en tubos tipo Falcén de 50 ml, se
coloca la muestra de sangre y punto 9 volumenes del total de Sucrosa 2X. Después se utiliza
Sucrosa 1X hasta 50 ml que es la capacidad del tubo de ensayo. Las muestras se llevan a la
centrifuga marca Eppendorf 5804R y se centrifugan 15 minutos a 4000 rpm. Se desecha el
sobrenadante con cuidado de que el boton de nucleos celulares no se descarte. Se realiza
otro lavado con Sucrosa 1X. Se repite la centrifugacion y se descarta todo el sobrenadante.
Después se agrega buffer de lisis y proteinasa K. Y se incuba toda la noche a 56°C. Luego
se agrega NaCl 3 M, y el doble de volumen de cloroformo:alcohol isomilico. Se procede a

agitar de 3 a 5 minutos con el equipo Vortex Mixer VM3000. Se realiza una centrifugacion de
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15 minutos a 4000 rpm. Se forman dos fases, una acuosa y otra organica y se procede
cuidadosamente a tomar la fase acuosa con una pipeta plastica desechable y se traslada a
un tubo de ensayo tipo Falcon de 15 ml y finalmente se coloca 2,5 volimenes de etanol de
95° para la precipitacion del ADN. Se recupera el ADN precipitado, se lava con etanol 70° y

se centrifuga para recuperar el boton de ADN; se deja secar y se suspende en buffer TE.

PCR

El procedimiento requiere la extraccion de ADN, 2X Master Mix y primers.

Electroforesis

La electroforesis se realiza utilizando un gel sumergido de agarosa al 2% en buffer de TBE.
A las muestras amplificadas por PCR, se agrega 3 ul de azul de bromofenol usando una
micropipeta de 5 ul-10 ul, después se centrifuga por unos segundos en la centrifuga Labnet-
Prism ™ Posteriormente, se cargan los pozos con las muestras con cuidado de no derramar
para evitar que se mezclen entre si. Se recomienda dejar un pozo vacio como separador de
las diferentes muestras. Y en un pozo se coloca siempre un marcador de tamafio de
fragmentos de ADN (escalera de 100 pbs de Thermo Scientific).

Después se procede a conectar los electrodos negativo y positivo, se corre a 100 V
constantes por 20 a 30 minutos. Luego del procedimiento, se procede a visualizar el producto
amplificado con un transiluminador de luz ultravioleta y se toma una fotografia de los

resultados.
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DESARROLLO

RESULTADOS

Caso clinico

Figura 1. Fotografia frontal extraoral e intraoral de amelogénesis imperfecta

Figura 2. Fotografias oclusales de la arcada superior e inferior
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Figura 4. Radiografia panoramica de amelogénesis imperfecta
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Figura 5. Genograma del caso clinico

Paciente afectado de Amelogénesis Imperfecta Hipomineralizada, segun el analisis clinico y
radiografico.

Patrén de herencia: desconocido.

Nucleo familiar conformado por madre e hijo. La madre tiene dos hijas y dos hijos de otra
relacion. El padre tiene una hija de otra relacion.

No se refieren antecedentes de Amelogénesis Imperfecta en la familia materna ni paterna.

No se refieren antecedentes sistémicos relevantes de ninguna condicion de salud.
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Laboratorio:

Figura 6. Toma de muestras: (A) para Prueba de Paternidad (B) para la extraccion de ADN.

Procedimiento de extraccion de ADN

Figura 7. Materiales y muestras para la realizacion de extraccién de ADN
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Figura 9.Colocacion de Sucrosa 1X, cloroformo
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Figura 10. Proceso de centrifugacion

Figura 11. Separacion de fases organica y acuosa.
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Prueba de identificacion humana

PCR

Figura 13. 2XMaster Mix
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Figura 14. Preparacion de las muestras

Figura 15. Equipo de PCR
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Electroforesis

Figura 16. Colocacion de azul de bromofenol en las muestras de PCR

Figura 17. Minicentrifuga Labnet-PrismTM
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Figura 19. Equipo de desionizador de agua estéril
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Figura 21. Equipo de electroforesis
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Figura 22. Espectro con luz ultravioleta de los genes amplificados
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DISCUSION

La biologia molecular es conocida como tecnologia del ADN recombinante o ingenieria
genética. Esta es una subdisciplina de la biologia que estudia a nivel molecular los diversos
procesos que ocurren en los seres vivos. Se considera como una ciencia que permite la
comprension de los mecanismos responsables de la transmisidon y expresion de la
informacion genética que determinan la estructura y funcion celular.

Los expertos destacan que en biologia molecular existen sucesos muy importantes como el
descubrimiento del ADN y el desarrollo de la técnica de reaccién en cadena de polimerasa
(PCR) que sentaron las bases para el desarrollo del Proyecto Genoma Humano, y
posteriormente al conocimiento genético de las enfermedades.

Es importante destacar que el dogma central de la biologia molecular describe el proceso en
dos pasos (transcripcion y traduccion) como la informacion genética lleva a la produccion de
proteinas, esto a través de los &cidos nucleotidos (ADN y ARN).

Por medio del desarrollo de la técnica del PCR se puede obtener una sintesis de secuencias
especificas de ADN, por medio de la electroforesis se da la separacion de fragmentos del
ADN para una mejor evaluacion del mismo.

Estas investigaciones han dado sustento a la biologia molecular y por medio de ella se ha
logrado ademas de los aportes mencionados aislar fragmentos de DNA de interés, unirlos en
nuevas combinaciones e introducir el nuevo DNA (recombinado) en un organismo Vivo.

El Centro de Investigacion en Biologia Celular y Molecular, ubicado en la Universidad de
Costa Rica, realiza investigacion basica y aplicada utilizando herramientas de la biologia
celular y molecular. Existe un area de genética y patologia humana, donde se pueden
investigar diversas enfermedades, sus mutaciones, sus variantes genéticas en proteinas. Se
pueden utilizar servicios de electroforesis, secuenciacion de ADN, técnica de PCR.

En esta investigacion se realizo el estudio y andlisis de condiciones que afectan el esmalte

de distintas formas. La caries dental produce una desmineralizaicén del esmalte a partir de
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un proceso del &cido producido por las bacterias. En la hipoplasia inciso-molar se manifiesta
una hipomineralizaciéon a nivel de las molares y/o los incisivos con signos claros de
afectacion del esmalte.

En la fluorosis hay presencia de una hipomineralizacion del esmalte, manifestandose con
manchas blancas o cafés de una forma generalizada. En la amelogénesis imperfecta, se
presenta la afectacion del esmalte en cuanto a cantidad y calidad del esmalte. Desde un
punto de vista clinico, es posible que estas afectaciones del esmalte se puedan confundir
uno del otro por su similitud en sus manifestaciones.

La amelogénesis imperfecta se define como un desorden genético que produce afectacion en
el desarrollo del esmalte y puede aparecer en un individuo por diferentes patrones de
herencia que incluye: herencia autosémica recesiva, autosomica dominante, por mutacion
espontanea en genes o ligado al cromosoma X. Es importante conocer estas variabilidades
en cuanto a aparicion de la enfermedad para asi tener una mayor comprension de la

enfermedad y poder realizar diagndstico certero y posterior tratamiento.

Por ende, el andlisis y el estudio de estas patologias del esmalte permiten conocer cada una
de las condiciones. De esta manera, se identifican las caracteristicas de cada una,
permitiendo un diagnostico diferencial o definitivo de la condicion presente en algin paciente.
Desarrollar el analisis y estudios cientificos de mecanismos que afectan la cavidad oral, es
indispensable, principalmente cuando se ve afectado el esmalte, ya que enfermedades tan
destacadas como la amelogenesis imperfecta, influyen notablemente en la vida de las
personas, desde su confianza personal hasta la funcion de las piezas dentales. Tener en
cuenta que el estudio de las enfermedades debe dirigirse hacia mejorar la calidad de vida de

los pacientes.
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Conclusiones

1.

La biologia molecular como disciplina que estudia los procesos vitales que ocurren
en los seres vivos, nos permite comprender mecanismos responsables de la
trasmision y expresion de la informacion genética, asi como, esta informacion
contenida en los genes determina la funcioén, respuesta y estructura de las células.

La biologia molecular a través de complejos enlaces y mecanismos por los cuales el
ADN codifica, busca comprender la vida a través de la expresion de las proteinas
apropiadas en cantidad y tipos celulares especificos para definir un fenotipo.

Los fendmenos bioldgicos se comprenden a través de la descripcion de los mismos
gue otorga la biologia molecular, en la expresidbn de genes individuales y la
organizacion de un conjunto de genes 0 genoma y sus variaciones.

La biologia molecular es de gran importancia para comprender las interacciones en las
poblaciones de organismos y el ambiente que los afecta.

La aplicacion de la biologia molecular a la profesion odontolégica ha ayudado a
conseguir diagnésticos mas precisos y tratamientos mas adecuados. Estos avances
no se limitan Unicamente al campo curativo, sino a la prevencion y tratamientos.
Considerando la cantidad de eventos moleculares que ocurren en la cavidad bucal, la
biologia molecular contribuye a explicar y comprender los mecanismos responsables
de la transmisién y expresion de la informacién genética, desde condiciones como
Amelogénesis imperfecta, bacterias comensales del biofilme dental, remodelado 6seo
y células reparadoras de la mucosa y gingiva entre otros.

El diagnéstico de muchas condiciones de salud, se ha desarrollado gracias al

diagnaostico molecular el cual ha revolucionado el diagndstico clinico.

-79 -



8. La cuantificacion y deteccion especifica de material genético de una muestra biolégica
ha impactado significativamente el diagnostico de enfermedades infecciosas,
condiciones hereditarias y enfermedades de gran importancia como el cancer.

9. Las tecnologias que acomparfan a la biologia molecular, mas rapidas y precisas, son
herramienta clave para el equipo clinico tratante o investigador con un beneficio
directo al paciente.

10.En el desarrollo de la ingenieria tisular en odontologia para la reparacion de tejidos se
basa en el aporte de la biologia molecular y la biotecnologia.

11.Todo este desarrollo tecnoldgico de la Biologia molecular esta dirigido a impactar los
antiguos paradigmas en todas las ciencias médicas, para lograr un gran avance en el
diagndstico y en la calidad de vida de los seres humanos.

12.Las bases en el conocimiento de la biologia molecular y su aplicacion en el estudio de
patologias de la cavidad oral, como la amelogénesis imperfecta, son fundamentales
para realizar un diagnéstico acertado y determinar el mejor tratamiento para los

individuos afectados.
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Recomendaciones

Se recomienda continuar con este Seminario de Graduacion sobre la biologia molecular y
sus implicaciones en condiciones bucodentales; como es en el caso de la amelogénesis
imperfecta con el fin de informar a los futuros profesionales de odontologia, odontdlogos y a
la poblacion en general, la importancia de la biologia molecular para una mayor comprension
de la enfermedad.

Por motivos de tiempo, no se pudieron obtener los resultados de las muestras de células de
la mucosa oral; por consiguiente, se debe continuar con el caso clinico presentado con el
objetivo de averiguar el tipo de afectacion genética, la conformacién de la proteina afectada y

la morfologia del esmalte dental de las terceras molares.
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CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Fecha Actividad Recursos Responsables
31-3-2017 | Induccién Recurso humano Dra. Gina Murillo
Sala de sesiones Dra. Sandra Silva
21-4-2017 | Clase 1. Estructura y Recurso humano Dra. Gina Murillo
funcién de los acidos Sala de sesiones Dra. Sandra
nucleicos Silva
Entrega ler tarea Estudiantes de
Seminario
28-4-2017 | Clase 2. Genoma Recurso humano Dra. Gina Murillo
Humano Sala de Sesiones Dra. Sandra Silva
Entrega tarea 2 Estudiantes
Seminario
12-5-2017 | Continuacion Clase 2. Laboratorio de Genética | Dra. Sandra Silva
Extraccion ADN Molecular CIBCM Estudiantes de
Seminario
26-5-2017 | Evaluacion de Laboratorio de Genética | Dra. Sandra Silva
resultados de muestras Molecular Estudiantes de
de ADN CIBCM Seminario
Entrega tarea 3
9-6-2017 Clase 3. Genética Recurso Humano Dra. Gina Murillo
Basica Sala de Sesiones Dra. Sandra Silva
Amelogénesis Estudiantes de
Imperfecta Seminario
23-6-2017 | Presentacion de temas Recurso Humano Dra. Gina Murillo
en parejas Sala de Sesiones Dra. Sandra Silva
Continuacién clase 3 Estudiantes de
Seminario
26-7-2017 | Recoleccion de datosy | Clinica de Integral Dra. Gina Murillo
muestras de saliva Facultad de Odontologia | Estudiantes de
paciente con Seminario
amelogénesis
7-8-2017 Reunién para valorar Recurso Humano Dra. Gina Murillo
avances Sala de Sesiones Estudiantes de
Seminario
22-9-2017 | Entrega documento Laboratorio de Genética | Dra. Gina Murillo
descripcion de PCR. Molecular CIBCM Dra. Sandra Silva
Elaboracion PCR Estudiantes de
Seminario
29-9-2017 | Clase 4 PCR Laboratorio de Genética | Dra. Gina Murillo
Resultados de PCR Molecular Dra. Sandra Silva
CIBCM Estudiantes de
Seminario
4-10-2017 | Cirugia de extraccion de | Clinica de Exodoncia y Dra. Gina Murillo
cordales paciente con Cirugia Facultad de Fiorella Mora
amelogenesis Odontologia Piedra
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27-10-2017

Elaboracioén de
Presentacion

Recurso Humano
Sala de Sesiones

Dra. Gina Murillo
Dra. Sandra Silva
Estudiantes de
Seminario

3-11-2017

Practica Exposicion

Recurso Humano
Sala de Sesiones

Dra. Sandra Silva
Estudiantes de
Seminario
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Factores facilitadores

- La participacion activa de los sustentantes del proyecto de graduacion:
constituyé el nucleo del proyecto, asimismo fue fundamental el apoyo de todos los
estudiantes para el desarrollo 6ptimo del tema.

- La experiencia previa de las directoras del proyecto en el tema desarrollado: fue
de suma importancia porgue ya participan en otros proyectos relacionados con el tema y
aportaron todo el conocimiento para el adecuado disefio y ejecucion del proyecto.

- El apoyo técnico del Centro de Investigacion en Biologia Celular y Molecular
(CIBCM): fue determinante para realizar las pruebas y demostraciones respectivas

relacionadas con el tema seleccionado.

Factores obstaculizadores

- La recopilacién de datos y clasificacion de informacion util: por la complejidad del
tema, para hacer un correcto diagnéstico de la enfermedad se deben realizar multiples
pruebas que no son accesibles para muchos de los afectados.

- EIl area de investigaciéon desconocida por los estudiantes: ademas de la falta de
experiencia en la realizacién de investigaciones de esta indole.

- El tema que se investiga es muy extenso y complejo: por lo que abordarlo

completamente se dificulta a lo largo de la investigacion.
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