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RESUMEN

DESARROLLO DE UNA HERRAMIENTA VIRTUAL PARA ENSENAR LOS
ASPECTOS MOLECULARES/EMBRIOLOGICOS QUE FAVORECEN LA
APARICION DE LOS SIGNOS CLINICOS DE FLUOROSIS DENTAL.

Antecedentes: La fluorosis dental es un defecto del desarrollo del esmalte
tipo hipomineralizacién causado por la ingesta de fluoruro por encima del
nivel éptimo de 2,9 -3,2 mg/dia durante la formacién dental. La evidencia
sugiere que excesivos niveles de fluoruro pueden interferir con la formacién
dental y ocasionar defectos del esmalte como la fluorosis. A pesar de estas
descripciones presentadas que relacionan de una manera dosis dependiente
la ingesta de fluoruro bajo diferentes mecanismos, algunos mecanismos
moleculares continian siendo ampliamente desconocidos. Ademas, estos
conceptos no han sido difundidos de manera efectiva entre los estudiantes
de odontologia, razén por la cual el vacio en el conocimiento de esta area es
muy grande. Objetivo: Desarrollar una herramienta virtual para ensefiar los
aspectos moleculares/embriolégicos que favorecen la apariciéon de los
signos clinicos de Fluorosis dental. Materiales y Métodos: Estudio
multietapico, fase 1: Revisién de la literatura; fase 2: Correlacion clinico-
tedrico y fase 3: Investigacion tecnoldgica. Resultados y Discucion: En esta
parte, se ha venido trabajando con la parte de correlacién clinico-tedrico, el
cual se han ido buscando imagenes que permitan explicar las diferentes
clasificaciones de la fluorosis dental (Tabla 1). También se ha descrito el
indice de Thilsrup & Fejerskov, ya que evalta la fluorosis dental en todos
sus niveles de gravedad correlacionando caracteristicas clinicas con las
histolégicas del esmalte afectado. En la parte clinica de acuerdo a la
determinaciéon de gravedad y severidad de la lesién determinara el tipo de
tratamiento a realizar (Tabla 2). En este punto del proyecto de grado, se
plasmé un disefio en PowerPoint donde se explican todos los procesos
embrioldgicos desde la fecundacién hasta la formacioén del diente, de una
forma detallada y por medio de imagenes histolégicas permitiendo asi la
explicacién y asimilaciéon de la informacién de una forma mas sencilla y
didactica tanto para los estudiantes como para los docentes interesados en
el tema.

Palabras claves: fluoruro, fluorosis, flior, defectos del desarrollo del
esmalte, enfermedades sistémicas, toxicidad.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A VISUAL TOOL FOR INSTRUCTION OF
MOLECULAR AND EMBRYOLOGIC ASPECTS WHICH FAVOUR THE
APPARITION OF CLINICAL SIGNS OF DENTAL FLUOROSIS

Background: Dental fluorosis is a hypo-mineralisation-type defect of the
enamel’s development caused by an above-normal fluoride ingestion of
the optimal level of 2.9 mg/day to 3.2 mg/day during dental formation.
Evidence suggests that excessive fluoride levels may interfere with dental
formation and cause enamel defects such as fluorosis. Some molecular
mechanisms are still unknown even though there are descriptions which
relate ingest-dependant dosage with different mechanisms. Additionally,
these concepts have not been disseminated effectively among the
dentistry student population, reason why the void is large regarding the
knowledge of such area. Objective: to develop a virtual tool for instruction
regarding the molecular and embryological aspects which favour the
development of clinical signs of fluorosis. Materials and methods:
Multiphase study; phase one: literature revision. Phase two: clinical-
theoretical relation. Phase three: technological research. Results and
discussion: This part has included work in the clinical-theoretical relation
and images which may explain the different classifications have been
researched (Table 1). Thilsrup & Fejerskov’s index has also been described
because it evaluates dental fluorosis in all its levels relating clinical and
histological characteristics of the affected enamel. The treatment to be
carried out will be determined during the clinical part depending on
gravity and severity (Table 2). A PowerPoint design was developed during
this stage of the graduate project in which the processes from fertilisation
to tooth development are explained in a detailed manner with histological
images, allowing assimilation of information in a simpler and didactic way
for students and teachers interested in the topic.

Key words: fluoride, fluorosis, fluoride, enamel development defects,
systemic diseases, toxicity.



Introduccion

La fluorosis dental es un defecto del desarrollo del esmalte tipo hipomineralizacién
causado por la ingesta de fluoruro por encima del nivel 6ptimo de 2,9 -3,2 mg/dia durante
la formacion dental. Sin embargo, el uso de fluoruros juega un papel muy importante en la
prevencién y control de la caries dental, razén por la cual su uso se ha indicado a nivel
individual y en las poblaciones como una estrategia en salud publica (Guia de Fluorosis

Dental de Colombiana De Salud S.A, 2012).

La evidencia sugiere que excesivos niveles de fluoruro pueden interferir con la formacién
dental y ocasionar defectos del esmalte como la fluorosis (Chen 2006; Kubota 2005). La
cantidad de fluoruro que se ingiere puede variar de 0.1mg en el caso de cremas dentales o
enjuagues y mas de 20 mg en el caso de geles fluorados aplicados por un profesional
(Barnhart 1974; Ekstrand 1987; Lecompte 1987). Como resultado se generan afecciones
que van desde estéticas, las cuales en principio son representan un problema en salud

publica, pero pueden afectar el aspecto psicoléogico de wuna persona.



Marco tedrico
La biomineralizacién del esmalte es un proceso que involucra proliferaciéon celular y
diferenciacién a través de interacciones epitelio-mesenquimales secuenciales, secrecién de
proteinas de matriz, transporte de iones calcio y fluoruro, precipitacion y alineamiento de
cristales de esmalte a través de interacciones multiples entre moléculas organicas e

inorganicas (Aoba and Moreno, 1987; Moreno and Aoba, 1987).

Algunas de las proteinas involucradas en la formacién del esmalte son amelogeninas,
ameloblastina, tuftelina, proteinas sulfatadas de alto peso molecular y enamelina (Simmer

and Ficham, 1995; Fincham et al., 1999).

Las amelogeninas son los productos génicos mayoritarios de los ameloblastos, comprenden
mas del 90% de las proteinas secretadas por esas células. Se sugiere que las proteinas
extracelulares del esmalte son degradadas por una gran diversidad de proteasas presentes
dentro del esmalte en estadios especificos en el desarrollo (Zeichner-David et al., 1995;

Bartlett and Simmer, 1999).

La enamelisina es secretada por los ameloblastos que se desarrollan del proceso de Tomes
y se localiza de manera subyacente con las amelogeninas y otras proteinas de matriz
(Fukae et al., 1998). El patron de corte de la enamelina es 6ptimo a pH neutro (alrededor de
7.2) y alta concentracién de iones calcio (Fukae et al., 1998). En contraste a la enamelisina,
la actividad enzimdatica de EMSP1 es baja o ausente durante etapas tempranas del
desarrollo del esmalte y se sobrerregula durante etapas tardias (Hu et al., 2000). Esto
sugiere que EMSP1 juega un papel importante en la degradacién de proteinas de la matriz
de esmalte durante la transicién a la etapa de maduracién de los amaeloblastos. Ademas,
las exopeptidasas, endopeptidasas e inhibidores de proteinasas participan en la
maduracion del esmalte (Smid et al., 1990; Toyosawa et al., 1996) aunque sus papeles y

significancia funcional no se conocen completamente.



Procesamiento enzimdtico post-secretor de proteinas de matriz del esmalte

El hallazgo mas distintivo de amelogénesis, en contraste a la dentinogénesis y osteogénesis,
es que las proteinas de matriz secretoria del esmalte deben ser degradadas in situ y
removidas casi completamente del tejido durante la etapa secretoria a través de las etapas
de maduraciéon. La poblacién heterogénea resultante de los productos de clivaje
proteolitico permanece relativamente estable durante la formacién del grosor del esmalte
completo (Aoba et al., 1987b; Brookes et al., 1995). Después de que termina la secrecién de
proteinas de matriz, sus productos se clivan. Esto permite que la capa de esmalte alcance su
alto grado de mineralizacién previo a la erupcion dental. Este parece ser llevado a cabo por
clases separadas de proteasas como la enamelisina y EMSP1, las cuales podrian tener

funciones sobrelapantes.
El procesamiento post secretorio de las amelogeninas ocurre de la siguiente manera:

1. Las amelogeninas tienen segmentos hidrofébicos e hidrofilicos en las regiones
terminales N y C respectivamente (Aoba et al.,, 1992; Brookes et al,. 1994).

2. El segmento hidrofébico en la regién C expone una fase liquida externa (Lau et al.,
1987; Aoba et al., 1990)

3. En el segmento hidrofilico ocurrel el clivaje inicial de la amelogenina por proteasas
(Aobaetal, 1991)

4. Finalmente el producto es degradado, ya que la amelogenina carece de la regién

terminal C (Aoba et al.,, 1992; Brookes et al,. 1994).
Captacion de fluoruro (F-) en el esmalte en desarrollo.

El flior pertenece al grupo de los halégenos con un numero atémico de 9. Su
electronegatividad es su principal caracteristica que lo predispone a combinarse con otros
elementos (Gomez et al, 2002) que se puede incorporar a los sitios reticulares de los
cristales de hidroxiapatita en formacion tanto del esmalte como de la dentina (Elliott,
1994); una vez se completa la formacién del diente, la absorcion de fluoruro es

despreciable durante las primeras etapas de formaciéon (Weatherell et al., 1975).



La captacidén de fluoruro es independiente de la captacién de calcio el cual no es controlado
por los ameloblastos (Aoba y Moreno, 1987). En el fluido del esmalte la concentracién de
fluoruro esta en el rango de 10 mol / L. Los niveles de flior en el esmalte en desarrollo
estan directamente relacionados con los niveles de fluoruro en plasma (Speirs, 1986). A
fecha, no ha habido evidencia so6lida de la unién del flior con proteinas, excepto en el

espacio extracelular (Lussi et al., 1988).

La mayor parte del fluoruro transportado en formas iénicas puede ser facilmente
incorporado a los cristales de esmalte en crecimiento. El exceso de fluoruro se precipita a la
estructura en formacién y ejerce una funcién inhibitoria con las proteinas de matriz

(Speirs, 1986).

El fluoruro tiene propiedades unicas como regulador de la proliferacion y el crecimiento de
sales de fosfato de calcio in vivo (Aoba, 1997). Este ion sustituye con gran avidez los grupos
hidroxilos de la estructura de la apatita, generando a una reduccién del volumen del cristal
(Elliot, 1994) y un incremento concomitante en la estabilidad quimica y estructural (o
disminuyendo la solubilidad termodindmica) de los cristales de apatita resultantes
(Moreno et al., 1974; Margolis and Moreno, 1990; Johnsson and Nancollas, 1992). Para
cada fase de fosfato de calcio, el grado de saturacién se puede expresar como el radio del
producto de actividad iénico de la red de constituyentes en solucién al producto de
solubilidad del sélido. Asi el fluoruro actiia como un acelerador de la precipitacion de la
apatita por el efecto de disminucion de los valores de solubilidad, dependiendo de la
incorporacion del fluoruro en los cristales de apatita en precipitacion (Varughese and

Moreno, 1981).

La severidad de la fluorosis aparentemente es por la exposiciéon prolongada a bajas dosis de
fluoruro durante la fase de formacion y maduracion (Larsen et al., 1986; Suckling et al,
1988; Richards, 1990). Las alteraciones por hipomineralizacion del esmalte fluorotico se
deben a efectos in situ del fluoruro ingerido en el medio ambiente local. El esmalte
fluorotico retiene relativamente mayor proporcion de proteinas de matriz inmaduras con
alto contenido de prolinas, soportando la idea de que una incompleta remocion de

amelogeninas bajo la ingesta excesiva de fluoruro durante el desarrollo favorece la



fluorosis. Adicionalmente parece que la inhibicién de la degradaciéon enzimatica de
amelogenina, podria retardar su remocién del esmalte en desarrollo y su impacto en el
crecimiento del cristal. Se han propuesto varias explicaciones acerca de la retencién de
fragmentos derivados de amelogeninas debido a la presencia de fluoruro en el esmalte

maduro (DenBesten and Crenshaw, 1984; Eastoe and Fejerskov, 1984)

(i) Eventos intracelulares, entre los cuales se incluyen: expresién génica,
sintesis, trafico y secreciéon de proteinas, resorciéon y degradacién de los

productos proteicos una vez secretados

(ii) Eventos extracelulares que constituyen interacciones multivariadas entre
proteinas de matriz, proteasas, cristales, y otros constituyentes de fluidos

de matriz mineralizante, particularmente los iones fluoruro y calcio.

Efectos dosis-dependientes del fluoruro: eventos intracelulares

El fluoruro a nivel milimolar en medio acuoso afecta multiples actividades enzimaticas en
el citoplasma de diversos tipos celulares, como la inhibicién de la enzima lactado
desidrogenasa o activando la adenilato ciclasa (Hodge and Smith, 1965). Sin embargo la
relevancia de estos hallazgos como efectos en dosis cronicas bajas de fluoruro es
cuestionable, ya que no hay evidencia de que estos niveles de fluoruro alteren las

actividades enzimaticas in vivo (Kaminsky et al.,, 1990).

Hay poca informacidn de los efectos dosis-dependientes del fluoruro sobre la proliferacién
y diferenciacion de las células epiteliales del 6rgano del esmalte o de la via de transduccion

de sefales desencadenadas por el fluoruro.

Los dos posibles modelos de afeccién de las vias de sefializacién por fluoruro incluyen:

1. Inhibicién de un unica fosfotirosin fosfatasa en osteoblastos, lo cual resulta en un
incremento sostenido del nivel de fosforilaciéon de la tirosina de proteinas de
sefializaciéon clave de la via de transduccién de sefiales activadas por mitégenos

(MAPK) (Lau and Baylink, 1998).



2. El fluoruro actiia con el aluminio para formar fluoruro aluminado (AlF4) el cual
activa una proteina G en membrana celular 6sea, esto conduce a la activacién de
tirosin kinasas citoplasmaticas como Src, Pyk2 y Fak, que estimula la fosforilacion
de tirosinas y proteinas de sefializacion involucradas en la via MAPK (Caverzasio et

al,, 1998; Susa, 1999).

Al respecto se ha observado que en los ameloblastos secretores, el tratamiento con NaF-
(Fluoruro de sodio), favorece su unién a las membranas del reticulo endoplasmico rugoso
y Golgi bloqueando el trafico de proteinas del reticulo endoplasmico al aparato de Golgi,
favoreciendo la desorganizacion del aparato de Golgi y la acumulaciéon de vesiculas de
transporte, indicando un posible disturbio en el trafico intracelular de estas células (el agua
suministrada en agua fue de 100 ppm F o una inyeccién simple de 2% NaF). Sin embargo
no es claro si estos niveles milimolares pueden afectar las células bajo condiciones

fisiol6gicas humanas (Matsuo et al., 1998).

A pesar de estas descripciones presentadas que relacionan de una manera dosis
dependiente la ingesta de fluoruro bajo diferentes mecanismos, algunos mecanismos
moleculares contindan siendo ampliamente desconocidos. Ademas, estos conceptos no han
sido difundidos de manera efectiva entre los estudiantes de odontologia, razon por la cual
el vacio en el conocimiento de esta area es muy grande. Por tal razén en el presente trabajo
nos propusimos evaluar los aspectos moleculares del metabolismo del fluoruro que se
administra de manera topica y sistémica y que favorecen su incorporacion masiva a las

estructuras tisulares blandas y duras en formacion.



Planteamiento del problema

La fluorosis dental se conoce como un defecto del desarrollo del esmalte tipo
hipomineralizacién que ocurre por la ingesta excesiva de fluoruro durante la formacién
dental. Dando como resultado cambios en la estructura y apariencia de los dientes, y su
severidad es variable, pues depende de la cronicidad y la concentracién de la ingesta de

este elemento (Bronckers et al., 2009; DenBesten and Li, 2011).

Investigaciones recientes han propuesto que el desarrollo de la fluorosis tiene un
componente genético importante (Jiang et al., 2015; Jiao et al., 2013; Wen et al,, 2012).
Entre los genes involucrados se pueden mencionar: el receptor de estréogeno (Ba et al,
2009; Ba et al,, 2011), el receptor de la calcitonina (Jiang et al.,, 2015), de ameloblastina
(Jiao et al,, 2013) y de mieloperoxidasa (Zhang et al., 2013), principalmente en poblaciones

de areas endémicas de fluorosis.

Ademas, se sabe que el fluoruro se incorpora a la estructura de los dientes en formacién e
inhibe la remocién de algunas proteinas; de esta manera estas quedan atrapadas en la
matriz del esmalte que se esta calcificando, y ocasionan cambios en su arquitectura

(DenBesten et al., 2002; DenBesten, 1986).

Al respecto, se ha reportado que bajo condiciones fisioldgicas, genes codificantes para
metaloproteinasas de matriz (MMPs) e inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs),
también participan en la formacion de los tejidos dentales y que favorecen la
histomorfogénesis y en la citodiferenciacion. El exceso de fluoruro puede perturbar el
balance de MMP/TIMP, lo cual conduce a un retardo en la hidrélisis y remociéon de las
amelogeninas y en la mineralizacidon del esmalte y de esta forma favorece la presencia de

FD (Hannas et al., 2007; Yoshiba et al., 2003).

Por otro lado, el exceso de fluoruro no solo afecta la formacién dental, ademas otros
organos pueden verse alterados por esta razon, sin embargo, los mecanismos que
favorecen esta situacion contindan siendo desconocidos. Al respecto, en algunas partes del

mundo se han encontrado frecuentemente variantes genéticas en las regiones codificantes



para los factores de transcripcion DLX1 (Distal-Less Homeobox 1) y DLX2 (Distal-Less
Homeobox 2), y se han asociado con las formas mas severas de DF en la poblacién. Durante
la fase secretoria de la amelogénesis, DLX2 es silenciada transitoriamente y la expresion de
DLX1 se sobre regula, controlando la formaciéon del esmalte induciendo de una

sobreproducciéon de amelogenina en los ameloblastos.

Este comportamiento génico se ha asociado a afecciones en el desarrollo y funcién de
diferentes 6rganos y tejidos, por esta razon se ha generado un debate adicional por la
administracion de fluoruro en agua y alimentos, asi como también en su aplicacién como
medida preventiva para la caries dental. Sin embargo para todos los aspectos planteados

anteriormente, no hay soporte ni evidencias concluyentes.

En conjunto los aspectos planteados dejan en evidencia el amplio desconocimiento de
algunos aspectos moleculares que se relacionan con patologias inducidas en la formacién
de las estructuras mineralizadas como las dentales y otros tejidos duros y blandos, para
ayudar a afrontar y responder con propiedad los mitos y realidades tejidos alrededor del

efecto de fluoruros sobre los tejidos humanos.

Por tal razén en este trabajo proponemos desarrollar una herramienta virtual que permita
comprender y ensefiar los aspectos moleculares que favorecen desde las etapas

embrioldgicas a la aparicion de los signos clinicos de Fluorosis, en diferentes niveles:

e Defectos en el desarrollo del esmalte dental y defectos en el desarrollo de otros
tejidos.

e Sesiones teoricas y de discusion.

e Establecimiento de correlacion clinica en la cual se identifiquen y diagnostiquen
manera adecuada las lesiones de fluorosis en teoria (revisiones bibliograficas) y
practica.

Generar una conciencia critica al respecto del efecto potencial de fluoruros a nivel de

cavidad oral y sistémica.



Justificacion

Diferentes debates han suscitado la necesidad de argumentos robustos acerca de la
aceptacion del impacto de la administracion de fluoruros tépicos o sistémicos en la
formaciéon de las estructuras mineralizadas orales tales como el esmalte dental y otros

tejidos duros y blandos humanos.

En gran parte, estos debates se han generado debido a que algunos reportes de la literatura
han propuesto que la administracién de fluoruro en agua o sal de mesa, se incorporan a
diferentes estructuras tisulares en formacion, induciendo a la formaciéon de defectos del
desarrollo de miiltiples estructuras, incluso vitales para la fisiologia humana (Alvarez et al,,

2009; Martignon et al., 2017).

Al respecto, por ejemplo, se ha asegurado que la ingesta de agua con altos contenidos de
fluoruro en los periodos embrionarios causa efectos téxicos en diferentes tejidos y que en
consecuencia, su administracion por parte de odontélogos como medida preventiva para la
caries deba ser manejada con un sentido mas critico y justificado con evidencia cientifica

comprobada (Christie DP, 1980).

Sin embargo, el fluoruro ha sido incorporado a diferentes vehiculos sistémicos tales como
agua, sal, azucar, leche y suplementos de uso topico como pastas dentales, geles, enjuagues
orales y barnices (Cardozo, 2015). Por tales razones se puede inferir que el organismo

humano esta amplia y constantemente expuesto a fluoruros (Buzalaf et al.,, 2013).

En consecuencia, niveles intermedios y altos fluoruros se ha relacionado con defectos en el
desarrollo dental como la fluorosis y también alteraciones esqueléticas (DeBesten et al,
2013), razoén por la cual es sumamente importante conocer los efectos bioldgicos de su uso

a nivel tisular.

Por tales razones, son pertinentes estudios que permitan conocer los aspectos metabolicos
del fluoruro en Odontologia y su efecto potencial sobre los tejidos en formacion, dosis
toxicas y efectividad de la administracion, generando analisis exhaustivos que permitan

asociar/descartar las relaciones reales con patologias dentales y sistémicas. Todo esto en el



marco de la formacion de la comunidad universitaria pues hoy en dia un nimero creciente
de estudiantes y profesionales que ejercen la profesion de Odontologia y de ellos se espera
que su formacién en los aspectos moleculares que expliquen el desarrollo de patologias,

sea optimo.

Entonces nos hemos planteado consolidar una linea de investigaciéon en defectos en el
desarrollo del esmalte en la cual participen Docentes y estudiantes para favorecer al
fortalecimiento de diferentes aspectos tedricos quimicos, biolégicos y fisiolégicos del flaor
y el fluoruro, y relacionarlos con eventos embrioldgicos ocurridos durante la formacién
fetal y dental. Y por otro lado pretendemos incorporar todos estos conocimientos para el
beneficio clinico de nuestros estudiantes, para que puedan identificar las lesiones
ocasionadas por el fluoruro y ademas establecer correctos diagnosticos diferenciales, lo
cual en conjunto tendria una repercusion importante a la hora de plantear planes de

tratamiento en sus pacientes.

Se espera que, a través del establecimiento de plataformas virtuales, este conocimiento
generado en gran parte por los estudiantes mediante buisquedas en la literatura, pueda ser
multiplicado y divulgado a otros estudiantes y otras generaciones, pues seria un producto

de pertenencia del grupo de investigacién y por supuesto de la Universidad El Bosque.

De esta manera se busca favorecer la postura critica frente al efecto del fluoruro y demas

compuestos fluorados, en los siguientes niveles:

e Entendimiento de manera critica los aspectos moleculares que afectan el desarrollo
del esmalte dental y otros tejidos debido a la poca, mediana y alta incorporacion de
fldor/fluoruro.

e Establecimiento de la correlacion entre los aspectos moleculares evaluados y la
aparicion clinica de lesiones asociadas al fldor en dientes e incluso conocer otras de
interés sistémico de importancia en los estudiantes de pregrado.

Establecer las formas adecuadas de identificar y diagnosticar lesiones de fluorosis y otras

malformaciones debido al fldor/fluoruro.
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Objetivos

Objetivo general

Desarrollar una herramienta virtual para ensefiar los aspectos moleculares/embriol6gicos

que favorecen la aparicion de los signos clinicos de Fluorosis dental.
Objetivos especificos del proyecto

e Fortalecer 'y estimular el conocimiento de los eventos
moleculares/embriolégicos que favorecen la incorporacién de fluoruro a las
estructuras dentales en formacion.

e Correlacionar los eventos moleculares con la identificacién de signos clinicos
de fluorosis y establecer el diagnéstico diferencial.

e Disefiar e implementar una herramienta virtual para ensefar la integracion
de los aspectos moleculares (tedricos)/embriolégicos y clinicos involucrados

en la etiopatogenia de la Fluorosis.
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Metodologia del proyecto

Tipo de estudio: Estudio multietapico
e Fase 1: Revision de la literatura
e Fase 2: Correlacion clinico-tedrico
e Fase 3: Investigacion tecnologica

Poblacién y muestra

e FASE 1: Revision de la literatura: Se realizaran sesiones en las cuales se ensefie a
los estudiantes a realizar busquedas dinamicas en el area de interés en PUBMED
que incluyan las palabras: (Fluorosis, Flurine, Fluoride, Enamel Development Defect,
Systemic Desease, Toxicity). Posteriormente se aplicaran los siguientes criterios de
inclusién (Articulos en inglés y espafiol, Hasta diez afios a partir de la fecha de
publicacion, Articulos en texto completo en PDF, Ensayos in vitro e in vivo). En cada
una de las sesiones se realizaran exposiciones por parte de los estudiantes dando a
conocer lo investigado con anterioridad permitiendo generar el espacio para
desarrollar habilidades investigativas y a la vez reunir la informacién necesaria para
el desarrollo de la herramienta virtual. Los estudiantes utilizaran diferentes
implementos de uso de oficina y didacticos para intentar plasmar los diferentes
procesos que permitan ser representados y producidos como material base de la
herramienta virtual. A la vez se realizaran controles de lectura, exdmenes teoricos
entre otros.

e FASE 2: Correlacion clinico-tedrico: Se obtendran dientes para realizar practicas a
partir del banco de dientes de UNICA para poder observar diferentes grados de
fluorosis y de como se puede ver en diferentes dientes y a la vez realizar diagndstico
diferencial con defectos del desarrollo del esmalte, razén por la cual se deberan
obtener los materiales para su mantenimiento, en condiciones ideales.

e FASE 3: Investigacion tecnolégica: Una vez se tenga el insumo suficiente tanto de
material tedrico como representaciones en 3D se procedera a producir una
herramienta virtual con ayudo de personal capacitada en disefio e ingenieria de

sistemas para realizar dicha herramienta y asi poder ensefiar y mostrar a
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estudiantes de pregrado y posgrado, docentes y personas interesadas sobre
aspectos moleculares y embrioldgicos que favorecen a la apariciéon de los signos
clinicos de Fluorosis dental. Inicialmente se plasmara una idea en PowerPoint sobre
cada uno de los aspectos a tratar por medio de imagenes, mapas conceptuales,
cuadros, entre otros que ayuden a explicar los eventos pero de una manera facil y
clara con evidencia cientifica. Posteriormente se contratara personas expertas en la
produccion de esta herramienta virtual, el cual la Universidad El Bosque cuenta con
estudiantes de disefio e ingenieria de sistemas, donde se contara con ellos para la
elaboracion de dicha herramienta virtual, los cuales seran guiados por los
estudiantes a cargo del trabajo y los tutores correspondientes. Finalmente se
realizara la evaluacién pertinente de la efectividad mediante la revisiéon del mismo y
la evaluacion mediante encuestas de los aspectos que se incluyeron en la ayuda

virtual tanto a estudiantes como docentes de la Universidad El Bosque.

13



Consideraciones éticas
De acuerdo a la resoluciéon N° 8430 de 1993 que establece las normas cientificas, técnicas y
administrativas para la investigacién en humanos y el Articulo 11, este estudio se clasifica
como “investigacion sin riesgo", lo cual corresponde a: “Estudios que emplean técnicas y
meétodos de investigacion documental restrospectivos y aquellos en los que no se realiza
ninguna intervencién o modificacién intencionada de las variables biolégicas, fisiologicas,
psicoldgicas o sociales en individuos, entre los que se consideran: revision de historias

clinicas, entrevistas, cuestionarios, revisiones de literatura, entre otros.

El presente protocolo propone obtener informacion a través de bases de datos, articulos
originales y revisiones de literatura seguimiento del paciente sin ninguna intervencion, ni
modificacién a su tratamiento médico establecido, por lo cual se considera investigacion
sin riesgo. El resultado de los cultivos sera informado a los médicos tratantes de forma
inmediata. Se garantiza la confidencialidad de los pacientes incluidos. Las bases de datos

estardn custodiadas por la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia.

También se garantiza que los investigadores poseen la competencia técnica requerida para
este estudio y que disponen las herramientas necesarias para el cuidado y utilizacién de los

datos de investigacidn.
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Resultados y discusion

Fase 1: Revision de la literatura

La fluorosis dental es considerado un "efecto toxico secundario” ocasionado por la
presencia de masiva de iones fluoruro en el medio ambiente secretor del esmalte durante
su formacién. Se considera que el fluoruro favorece la presencia de fluorosis, el cual alcanza
concentraciones de 1 -2ppm y proviene del agua potable. El ion fluoruro al ser ingerido, se
absorbe a nivel del sistema gastrointestinal y es transportado por via sanguinea a todas las
partes del cuerpo, donde a nivel del esmalte humano existe una mayor concentraciéon de
fluoruro ubicada en las regiones adamantinas mas profundas (Richards et al, 1989;

Fejerskov et al., 1990; Aoba et al,, 2002; Bronckers et al., 2009).

Caracteristicas clinicas de la fluorosis dental: A la inspeccién visual, la fluorosis tiene unos
amplios espectros clinicos de manifestaciones, unas incipientes hasta cambios
decoloraciones drasticos, los cuales son detectables desde el momento en que inicia la
erupcion dental (Richards et al., 1989; Fejerskov et al., 1990; Aoba et al., 2002; Bronckers
etal., 2009).

Clasificacion de la fluorosis con base en la severidad: Superficie moteada con opacidad:
lineas opacas de color blanco hasta calcareo en una superficie; esta se conoce como una
hipomineralizacién con diversos grados de porosidad generando asi diversos espacios
entre dicha matriz en formacién dependiendo de la severidad de la fluorosis (Richards et

al., 1989; Fejerskov et al., 1990; Aoba et al., 2002; Bronckers et al., 2009).

Consecuencias del esmalte fluordtico: Disminucién de la resistencia al desgaste superficial
y mayor capacidad de fractura. Dichas caracteristicas se evidencian en la superficie, por la
afectacion de los ameloblastos en su etapa secretora por la presencia de ion fluoruro

(Richards et al., 1989; Fejerskov et al., 1990; Bronckers et al., 2009).

Durante la fase secretora de amelogénesis, los cristales de hidroxiapatita se forman dentro

de una matriz rica en proteinas la cual es mineralizada parcialmente por la enzima
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fosfatasa alcalina esta procede por la ruptura normal de las células sanguineas y se
clasifica dentro de las hidrolasas las cuales se encuentran presentes en todos los tejidos
especialmente en los huesos , La apariciéon de este tejido mineralizado ocurre sobre el
tercer o cuarto mes de embarazo en donde inicia la aparicion del esmalte en el feto
.Durante la fase de maduracion se elimina la matriz y los cristales se expanden en espesor,
esto se conoce como un fendmeno Unico durante esta etapa ya que los ameloblastos
modulan y también secretan KLK4 reabsorbiendo los productos de degradacion de
proteinas y promoviendo a la deposicion de minerales en masa a medida que el esmalte se
endurece, los ameloblastos transportan algunas de las sustancias empleadas en la fase
secretora fuera del esmalte. De esta forma, la funcién de los ameloblastos se convierte en la
de transporte de sustancias. Dicho transporte suele consistir en proteinas requeridas para
la completa mineralizacién del diente, como es el caso de la amelogenina, ameloblastina,
esmaltina y tuftelina Al final de esta fase el esmalte ya estd completamente mineralizado

(Bronckers et al.,, 2015; Suzuki et al., 2014).

Durante la amelogénesis ocurren diferentes eventos moleculares. Entre ellos podemos
mencionar: el trasporte de iones de calcio, la precipitacién y alineacién de iones para
formar los cristales de hidroxiapatita, proliferacion celular y diferenciacion por medio de
interacciones epitelio-mesénquima (Aoba et al.,, 2002). En estos participan de diversas
proteinas tales como amelogeninas, que coadyuvan para generar el crecimiento de los
cristales de hidroxiapatita y permiten la mineralizacién de la matriz. Por su parte la
incorporacion excesiva de fluoruros interfiere con diversos procesos mencionados
anteriormente, alterando su capacidad de eliminar proteinas y agua lo cual interfiere en la
capacidad de producir enzimas proteoliticas necesarias para que se forme un esmalte de

calidad esperada (Aoba et al,, 2002; Fejerskov et al.; 1990).

Ameloblastos:

e Ameloblastos de secrecion precoz: la presencia de altas concentraciones de fluoruro
en dosis moderadas (3-7 mg F / kg de peso corporal), la estructura del ameloblasto
se puede afectar y reducir la sintesis de proteinas de forma transitoria (Aoba et al.,

2002; Bronckers et al., 2009).
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Ameloblastos en su etapa secretora definitiva: dichas células son resistentes a la
exposicion aguda al fluoruro, el cual pueden interrumpir la trasformacién
estructural de los ameloblastos causando acumulacion de las proteinas de la matriz.
Como consecuencia macroscopicamente existe una reduccion del espesor del
esmalte (Aoba et al,, 2002; Bronckers et al., 2009).

Ameloblastos tardios: en esta etapa los ameloblastos son sensibles a las altas
concentraciones de los iones de fluoruro, el cual se ve asociado con la formacién de
periquematies, siendo un tipo de aberturas de lineas incrementales, vistas como
pequeiias lineas horizontales (Aoba et al., 2002; Bronckers et al., 2009).

Maduracién de los ameloblastos: los pocos cambios efectuados en esta atapa son
graduales y la actividad celular se reduce en presencia de fluoruro. Generando
retencion de proteinas, dando un retraso en la degradacion proteolitica, y un menor
contenido mineral. Evidenciando que el efecto fluoruro es reversible permitiendo
que las células moduladoras jévenes se recuperen mas rapidamente que los
ameloblastos mas antiguos. Finalmente, las proteinas de la matriz desaparecen del
esmalte no fluorado en esta fase, pero se conservan en la superficie del esmalte en
niveles de 25 ppm aproximadamente. Los ameloblastos usan oligoelementos tales
como él (Fluor-calcio) para mineralizar el esmalte, las alteraciones en los niveles
de estos reflejan cambios en la actividad de transporte que conducen a la
hipomineralizacion del esmalte, Los oligoelementos en el esmalte se encuentran en
un equilibrio dindmico con un gran conjunto de iones unidos a la superficie del
cristal este grupo unido es muy movil, indicado por la facilidad con que K + y Na + se
pueden extraer del esmalte En el liquido de este, cerca de las membranas apicales
de los ameloblastos influirdn en la actividad del ion transportistas. Los altos niveles
de K + despolarizan la membrana plasmatica de los osteoclastos, detienen la
reabsorcion 6sea e inducen el desprendimiento de las células de la superficie del
hueso y En el desarrollo del esmalte, la K + adsorbida a las superficies cristalinas
podria liberarse de los cristales en el liquido del esmalte por acidificacion gradual
durante la formacion del crista lo cual llega a ser perjudicial para el reciclaje de K +
y reducir o incluso revertir el transporte de Ca2 +, convirtiendo el ameloblasto en

células lisas. El exceso de K + también se puede lavar junto con Na +, protones y
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péptidos de matriz durante la modulacién cuando la ubicacién de las uniones

estrechas en los ameloblastos cambia del borde apical al basal y viceversa.

En la etapa post-eruptiva, la capa externa del esmalte experimenta una alta exposicion
a fluoruros, lo cual genera cambios superficiales con respecto a su composicion
habitual. Esto es debido a su capacidad para absorber fluoruros dados sus propiedades
afectando dicho esmalte desde la parte superficial hasta lo mas interno. Cabe senalar
que el patrén de distribucién de fluoruro en el esmalte no refleja las variaciones en el
volumen de poros y su distribucidn en la capa superficial adamantina (Aoba et al.,, 2002;

Bronckers et al., 2009).

Existen diversas proteinas que se encuentran en la formacién de la matriz del esmalte.
Entre estas proteinas se encuentran las amelogeninas, ameloblastinas, amelina,
tuftelinas, y proteinas sulfatadas de alto peso molecular tales como enamelinas
generadas a partir de 65-kDa degradada después de la secrecion (Fincham et al,, 1999),
las cuales seran eliminadas de la matriz del esmalte posteriormente. Se ha identificado
otra proteina llamada esmalisina, ubicada en la porcién secretora del proceso de Tomes
durante el proceso de maduracién al mismo nivel que las amelogeninas y las demas
proteinas. Estas tienen la capacidad de alterar el pH y aumentar los iones de calcio

(Aoba et al., 2002).

Relacion dosis-respuesta en humanos: tras la exposicion antes de los 6 afios de vida, se
pueden tener efectos indeseados del fluoruro siendo visibles tinicamente durante el
periodo de erupcion. Tras diversas intervenciones de Salud Publica, incluyeron el agua
potable fluorada como medida de prevencién en caries, pero tras el exceso de ingesta
superior a 0,02mg/Flkg, se ha observado que tiene mayor capacidad de generar un
aumento de la incorporacion en diversos tejidos tales como los gérmenes dentales.
Cabe aclarar que hay diversos factores que influyen en la susceptibilidad, siendo el
principal responsable las altas concentraciones del ion fluoruro (Richards et al., 1989;

Fejerskov et al., 1990).

18



La hipomineralizacién es un defecto del desarrollo del esmalte que ocurre por la ingesta
excesiva de fluoruro durante la formacion dental, Dando como resultado cambios en la
estructura y apariencia defectuosa en los dientes afectados, su severidad es variable y
depende de la concentracion, la ingesta de este elemento, Los factores externos y
genéticos tales como la alteracién de los reguladores del pH, las mutaciones de
MMP20 y KLK4 las cuales afectan y alteran el desarrollo del mismo (Bronckers et al,,

2015; Suzuki et al., 2014).

Tras diverso estudios, durante la exposicion a los iones de fluoruro, puede haber
cambios en cuando al tamafio del cristal, nimero, forma del cristal y la calidad. Por un
lado el didmetro del cristales de fluorapatita es de aproximadamente 60-70nm siendo
mayor que los cristales de hidroxiapatita (40-50nm). También la subsuperficie
hipomineralizada siente un espeso de 22nm y un ancho de 70nm, lo que quiere decir es
que son de menos tamafio los cristales de fluorapatita. Respecto a la superficie de los
cristales de fluorapatita, se ha evidenciado que son superficies mas dasperas e
irregulares resto a una superficie de un esmalte normal (Richards et al, 1989;

Fejerskov et al., 1990; Bronckers et al., 2009).

Posibles mecanismos de accion del fluoruro sobre la formaciéon de esmalte: En casos
severos, el esmalte sin prisma se encuentra en el interior del mismo, el cual la
formacién de esmalte prismatico habia sido bruscamente interrumpida durante el
exceso de iones de fluoruro. Dicha matriz fluorada mantiene la capacidad de forma
minera, estando no directamente relacionado a la amelogenina, por que el fluoruro esta
unido a las proteinas calcio en dicha matriz. Por lo tanto, a altas concentraciones de
fluoruro, logra unirse a las amelogeninas y otras proteinas a través de proteinas de

calcio (Richards et al., 1989; Fejerskov et al., 1990).

Los principales efectos al estar en altas concentraciones de fluoruro que pueden

generar no captacion de minerales pueden ser:

e En presencia del fluoruro genera reduccidon en la degradacion de las proteinas de

la matriz reduciendo la produccién de proteasas por los ameloblastos.
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e Actia sobre la actividad de la proteasa en el extracelular matriz e inhibe la
degradacién de la matriz.

e El fldor cambia las caracteristicas de adsorcion, la superficie, o propiedades
superficiales de cristales de esmalte a las que se unen proteinas de matriz
adherirse.

e Reduce el calcio en el liquido del esmalte requerido para las proteasa

e Afecta la endocitosis y la degradacion intracelular de matriz mediante
modulacion de ameloblastos

e Aumenta la apoptosis o estimula a los ameloblastos para migrar (Richards et al.,

1989; Fejerskov et al., 1990).

El mecanismo por el cual el calcio la regulaciéon de la amelogenina, es promover
secrecion de la matriz del esmalte y la biomineralizacion, teniendo una efecto
directamente sobre los ameloblastos. Puede actuar de dos maneras, modular la
sintesis y la secrecién de amelogeninas por los ameloblastos y mejora la afluencia
transcelular para proporcionar iones para el crecimiento de cristales en la capa que
se esta depositando (Richards et al., 1989; Fejerskov et al., 1990; Aoba et al., 2002;
Bronckers et al.,, 2009).

Las mutaciones en el gen humano MmpZ20 también conocido como enamelysin que
contiene 10 exones y es parte de un grupo de genes de metaloproteinasas de matriz
que se localizan en el cromosoma humano 11q22.3, altera el patrén de empalme
normal y da como resultado la terminacion prematura de la proteina codificada,
esto se ha asociado con amelogénesis imperfecta. El esmalte en ausencia de MMP-
20 es hipoplasico (delgado), contiene menos mineral (solo un tercio del mineral
total que el natural) y contiene mds proteina y agua. Las funciones de este gen en el
esmalte son separar las proteinas de la matriz del esmalte en sitios de escisién
especificos ya que este se expresa mediante células de diferente origen de
desarrollo (ameloblastos epiteliales y odontoblastos mesenquimatosos) y esta
implicado en la descomposicidn de la matriz extracelular en procesos fisiologicos

normales, como el desarrollo embrionario, la reproduccién y la remodelaciéon
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tisular, La proteina codificada por este gen degrada la amelogenina, la cual es el
principal componente proteico de la matriz del esmalte , y por lo tanto se cree que
desempefia un papel en la formacion del esmalte dental. Otra de las mutaciones que
se pueden generar son las del gen KLK4 el cual es secretado por ameloblastos en
fase de transicion y maduracion Este gen codifica la proteina calicreina la cual se
encuentra en humanos y se encuentra en un subgrupo de serinas proteasas que
tienen diversas funciones fisioldgicas. Este gen es uno de los quince miembros de la
subfamilia calicreina ubicados en un grupo en el cromosoma 19, En algunos tejidos
su expresion esta regulada hormonalmente. Dicho gen degrada agresivamente la
matriz organica retenida después de la terminacion de la secrecion de proteina del
esmalte, sus funciones principales en la formacién del esmalte dental son facilitar
el reemplazo ordenado de la matriz organica con mineral, generando una capa de
esmalte que es mas dura, menos porosa y no manchada por las proteinas del

esmalte retenidas (Bronckers et al., 2015; Suzuki et al., 2014).

Fase 2: Correlacion clinico-tedrico

En esta parte, se ha venido trabajando con la parte de correlacion clinico-tedrico, el cual se
han ido buscando imagenes que permitan explicar las diferentes clasificaciones de la
fluorosis dental. (Pendrys 2000; Rozier 1994; Guia de Fluorosis Dental de Colombiana De
Salud S.A (Tabla 1.)

También se ha descrito el Indice de Thilsrup & Fejerskov, ya que evalda la fluorosis dental
en todos sus niveles de gravedad correlacionando caracteristicas clinicas con las
histologicas del esmalte afectado. En la parte clinica de acuerdo a la determinacion de
gravedad y severidad de la lesion determinara el tipo de tratamiento a realizar (Cavalheiro

etal,, 2017; Thylstrup and Fejerskov, 1978) (Tabla 2.)

Para poder realizar este tipo de diagndstico debe realizarse por medio de personal
capacitado que este calibrado en este tema, por ende existen diversos criterios a la hora de
realizar un diagndstico de este tipo (Pendrys 2000; Rozier 1994; Guia de Fluorosis Dental

de Colombiana De Salud S.A (Tabla 3.)
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Fase 3: Investigacidn tecnholdgica

En este punto del proyecto de grado, se plasmé un disefio en PowerPoint donde se explican
todos los procesos embrioldgicos desde la fecundaciéon hasta la formacion del diente, de
una forma detallada y por medio de imagenes histologicas permitiendo asi la explicacién y
asimilacion de la informaciéon de una forma mas sencilla y didactica tanto para los

estudiantes como para los docentes interesados en el tema.
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Conclusiones

Tras la revision de la literatura realizada en este trabajo, se unificaron conceptos sobre la
aparicion de la fluorosis dental durante la formacién del diente y explicando
detalladamente eventos moleculares y embrioldgicos siendo asi una manera facil de poder
explicar a los estudiantes y docentes interesado en el tema sobre estos eventos y poder

generar nuevas investigaciones partiendo de este trabajo como base.

En este trabajo se tuvieron en cuenta ciertas clasificaciones avaladas a nivel mundial sobre
la fluorosis dental y un método de calibracién para poder realizar una correlacién entre lo
estudiado e investigado en este trabajo y poder llevarlo a la practica clinica identificando

dichas lesiones y sus grados de severidad.

Finalmente, lo que obtuvimos fue una base en PowerPoint para la realizaciéon de la
herramienta virtual y asi poder explicar estos fendémenos de una forma didactica y

entendible en la tercera fase de este trabajo de grado.
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Tablas

Tabla 1. Clasificacion de la fluorosis de acuerdo a la guia de fluorosis dental de Colombiana

de salud del 2012.

GRADO

Leve
Pequenas estrias o lineas en la superficie dental localizadas en
esmalte.

Moderada
Dientes altamente resistentes a caries dental con presencia de
machas blancas opacas.

Severa
Presencia de esmalte quebradizo y visible manchas marrones,
cafés con gran destruccion del esmalte dental.
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Tabla 2. Indice de Thilsrup & Fejerskov.

No. Criterios

0 La translucidez normal del esmalte permanece después del secado prolongado al aire.

1 Lineas blancas estrechas correspondientes a las periquematides.

2 Superficies lisas: lineas de opacidad mas pronunciadas que siguen las periquematides.
Ocasionalmente confluencia de lineas adyacentes.
Superficies oclusales: areas de opacidad dispersas <2 mm de didmetro y opacidad pronunciada de
las crestas cuspideas.

3 Superficies lisas: fusiébn y zonas turbias irregulares de opacidad. Dibujo acentuado de
periquematides a menudo visible entre opacidades.
Superficies oclusales: Areas confluentes de marcada opacidad. Las areas desgastadas parecen casi
normales pero usualmente estan circunscritas por un borde de esmalte opaco.

4 Superficies lisas: toda la superficie muestra una opacidad marcada o aparece de color blanco calizo.
Partes de superficie expuestas al desgaste aparece menos afectado.
Superficies oclusales: toda la superficie exhibe marcada opacidad. El desgaste a menudo se
pronuncia poco después de la erupcion

5 Superficies lisas y superficies oclusales: toda la superficie muestra una opacidad marcada con
pérdida focal del esmalte mas externo <2 mm de diametro.

6 Superficies lisas: las piscinas se organizan regularmente en bandas horizontales de menos de 2 mm
en extension vertical.
Superficies oclusales: las areas confluentes <3 mm de didmetro exhiben pérdida de esmalte.
Desgaste marcado.

7 Superficies lisas: Pérdida de esmalte mas externo en areas irregulares que involucran <1/2 de toda
la superficie.
Superficies oclusales: cambios en la morfologia causados por la fusién de picaduras y el desgaste
marcado.

8 Superficies lisas y oclusales: pérdida del esmalte méas externo que involucra> 1/2 de superficie

9 Superficies lisas y oclusales: pérdida de la parte principal del esmalte con cambio en el aspecto

anatémico de la superficie.
En cervical a menudo se nota el borde del esmalte casi no afectado
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Tabla 3. Criterios para la calibracién para la fluorosis de acuerdo a la guia de fluorosis

dental de Colombiana de salud del 2012.

GRADO OBSERVACION CLINICA
0 Ausencia de manifestaciones clinicas de la fluorosis dental.
0,5 Compromiso hasta el 25% de la superficie dental
bilateralmente.
1 Compromiso hasta el 50% de la superficie dental
bilateralmente.
2 Compromiso hasta el 75% de la superficie dental
bilateralmente.
3 Compromiso hasta el 100% de la superficie dental
bilateralmente con cambio de color en esmalte (amarillo, café,
marrdn)
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