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1. RESUMEN

Introduccién: En el presente estudio se analizan tres tipos de patologias que
pueden afectar los dientes: Amelogénesis imperfectas, Dentinogénesis
imperfectas y Odontodisplasia regional, cuya caracterizacion histopatoldgica,

inmunohistoquimica y ultraestructural es parcialmente conocida.

Objetivo General: Comparar las caracteristicas histopatoldgicas, ultra
estucturales y expresion inmunohistoguimica de las proteinas amelogenina y
dentina sialofosfoproteina en esmalte y dentina de pacientes con Amelogénesis
imperfecta (Al), Dentinogénesis imperfecta (DI) y Odontodisplasia regional (ODR)
con dientes controles sanos.

Material y Método: Se analizaron 12 casos con Amelogénesis imperfecta (tres
con Al hipopléasica, seis con Al hipomadura y tres con Al hipocalcificada), cinco
casos con Dentinogénesis imperfecta (tres casos de dentinogénesis imperfectas
aisladas y dos casos asociadas a osteogénesis imperfecta), tres dientes de un
paciente con odontodisplasia regional y 14 dientes controles. Para el diagnéstico
clinico de cada caso se realiz6 anamnesis, examen clinico y examenes
radiograficos. Se realizo tres tipos de analisis morfologico: a) Cortes por desgaste
observados con microscopia de luz corriente y con luz polarizada, b) muestras
descalcificadas para técnicas de rutina e inmunohistoquimica para las proteinas
amelogenina (AMEL-X) y dentina sialofosfoproteina (DSPP) y c) estudio con

microscopia electronica de barrido (MEB).

Resultados: En las Amelogénesis imperfectas, se encontré los siguientes
cambios: 1) Al hipoplasicas: Esmalte con marcada disminucién de grosor,
prismas irregulares o ausentes y dentina sin alteraciones evidentes. Dentina
similar a los controles. 2) Al hipomaduras: Esmalte con grosor normal,

mantencion de estructura prismatica y areas de menor mineralizacién. Dentina



sin alteraciones. 3) Al hipocalcificadas: Esmalte de grosor normal y marcada
disminucion de mineralizacion evidenciada con luz polarizada en que la
birrefringencia es similar a cemento radicular. Después de descalcificar el
esmalte y del tratamiento histol6gico de rutina permanecié abundante matriz de
esmalte con estructura prismatica e inmunomarcacién positiva para
amelogenina. Dentina similar a los controles.

En ambos tipos de Dentinogénesis imperfectas, se observd el esmalte
desprendido y/o fracturado y totalmente perdido al descalcificar los dientes. En
dentina se observd disminucion del nimero de tabulos dentinarios, pérdida de
paralelismo y alteraciones de diametro de estos. Con técnica inmunohistoquimica
se observé las principales diferencias entre las DI ya que en Dentinogénesis
imperfecta aislada se detecté ausencia de marcacion de DSPP en los escasos
tubulos dentinarios presentes y en Dentinogénesis imperfecta asociada a
osteogénesis imperfecta se detectd intensa marcacion de DSPP en dentina
peritubular.

En Odontodisplasia regional se encontré gran disminucién de grosor tanto
de esmalte como de dentina. El esmalte presenté estructura y ultraestructura
irregular y ausencia de prismas, con superficie ondulada, al descalcificarlo se
detectd matriz organica rica en amelogenina. La dentina present6 escasos
tubulos y abundante dentina interglobular y con luz polarizada se observé mayor

birrefringencia en dentina que en esmalte.

Conclusion: Las Amelogénesis imperfectas, Dentinogénesis imperfectas y
Odontodisplasia  regional  presentan  alteraciones  estructurales vy
ultraestructurales particulares a cada una de ellas, por lo que el estudio
histopatoldgico, inmunohistoquimico y ultraestructural puede ser de alta

relevancia en el diagnéstico diferencial de estas patologias.



2. MARCO TEORICO
2.1. ODONTOGENESIS
La Odontogénesis es un proceso complejo y sigue una serie de pasos
secuenciales que comienzan al final de la sexta semana de vida intrauterina.
Presenta dos fases fundamentales: morfogénesis, diferenciacion e histogénesis
o citodiferenciacion. Durante la sexta semana de vida intrauterina, el epitelio
ectodérmico comienza a engrosarse por proliferacion de células basales del
epitelio de la cavidad oral, las que se introducen en el mesénquima subyacente
y dan lugar a la lamina dentaria. A medida que esto ocurre, el érgano del esmalte
va adoptando diferentes formas, como boton, copa y campana, que marcan una
actividad importante en el desarrollo de la futura pieza dental (Montenegro, 1997).
La formacion del patrén coronario se da en tres etapas fundamentalmente:

estadio de brote o botén,en el cual hay una gran actividad mitética de la lamina

dentaria permitiendo la formacion de 20 botones, los cuales daran lugar a la

denticion temporal o decidua; estadio de copa o casquete, donde existe una

marcada proliferacion e invaginacion del epitelio del 6rgano del esmalte que
presenta una depresion en su zona central, la que estd ocupada por la papila

dental, ambas estructuras daran lugar al germen dentario; estadio de campana,

gue se subdivide en campana inicial, donde se diferencian las células formadoras
de esmalte y dentina y campana avanzada, donde comienza la formacion de la
matriz de predentina y la matriz del esmalte (Montenegro y cols. 1997; Ten Cate,
2003; Stephanopoulos y cols. 2005).

La formacién dentaria es producto de la interaccion de una variedad amplia
de genes que regulan cada uno de estos procesos. Estos genes codifican
factores de crecimiento, factores de transcripcion, moléculas de sefializaciéon y
proteinas encargadas de regular las actividades celulares y determinar la
posicién, nimero y forma de los dientes. Varios de estos genes pertenecen a la
familia de genes Homeoboxcomo MSX1, MSX2 y PAX9, mientras que otros estan

relacionados con alteraciones de tipo sindromico, como AXIN2 y PITX2.



2.2. ESTRUCTURA DEL ESMALTE

El esmalte maduroes un tejido con una dureza que le permite soportar las
fuerzas masticatorias, debido a su composicién quimica que contiene un 96% de
sales inorgénicas en forma de cristales de hidroxiapatita. La sustancia organica
sélo representa un 2 a 3% yforma la matriz extracelular, que durante el desarrollo
del tejido contiene proteinas y proteasas, y cuya expresion y secrecion estan
controladas por diversos genes y vias de sefializacion. Las principales proteinas
secretadas por los ameloblastos son: amelogenina, enamelina, ameloblastina,
amelotina y metaloproteinasas MMP-20 y kalikreina-4 (KLK-4). Durante la etapa
secretora proteinas como amelogenina que corresponde a un 90% durante la
formacion del tejidoy ameloblastina forman complejos en la zona de nucleacién
de cristalitos (Mazumder y cols. 2016). En esta etapa los ameloblastos expresan
y secretan otras proteinas, glicoproteinas y proteoglicanos como biglican y
dentina sialofosfoproteina (DSPP), (Moradian-Oldak, 2013) y queratinas de
cabello como KRT75 que se expresan en ameloblastos secretores y esmalte
maduro (Duverger y cols. 2016). Esta matriz es rapidamente degradada durante
la etapa de maduracién cuando los cristales crecen en ancho y espesor, en esta
etapa participan enzimas como KLK4 y MMP-20 y son removidas del espacio
extracelular hasta completar la mineralizacion. Finalmente, el esmalte maduro
esta formado por un bajo porcentaje de agua que no supera el 2%(Moradian-
Oldak, 2013).

Las proteinas del esmalte son de corta duracion y eventualmente se
degradan en componentes funcionales mas pequefios por proteinasas tales
como metaloproteinasa de matriz 20 y calicreina 4, que son segregado por
ameloblastos. En el esmalte de maduro, estas proteinas residuales se
concentran en la matriz organica y se acumulan para formar la vaina de la varilla.
Estos fragmentos se ensamblan para servir como una malla organica apoyando
la integridad de las barras, manteniendo la microestructura del esmalte
(Mazunder y cols. 2016).



Prismas del esmalte

La unidad fundamental de la estructura del esmalte se organiza en
conjuntos de cristales de hidroxiapatita denominados prismas del esmalte. En
una vista longitudinal de dientes humanos, los prismas tienen forma de varillas
gue se extienden desde la union amelodentinaria hacia la superficie, siendo
paralelas entre si, pero en su ftrayecto presenta entrecruzamientos y
decusaciones (Figura 1). En un corte transversal, los prismas tienen forma
ovoidal o hexagonal donde el diametro que varia entre 50 y 1000 nm, va
aumentando a medida que se acerca a la superficie (Ten Cate, 2003).

Otra unidad estructural importante es el &rea interprismética, que
corresponde una acumulacién de cristales de hidroxiapatita desorganizada que

estd alrededor de cada prisma, en el cual los cristales estan orientados en

direcciones diferentes de aquellos que componen la varilla (Gomez de Ferraris y
cols. 2002; Ten Cate, 2003).

Figura 1. Prismas dispuestos paralelamente en corte longitudinal de esmalte
(MEB), la flechas blancas indican hacia donde esté la superficie del esmalte y las
flechas negras indican la zona del limite amelodentinario (Gémez de Ferraris y
cols. 2002).



Estructuras secundarias del esmalte

También se pueden distinguir, en la estructura del esmalte, las
estriaciones cruzadas “cross-striations” que marcan un ritmo diario de aposicion
de esmalte (Antoine y cols. 2009) y que presentan un grosor de 3 a 4 um
(Berkovitz y cols. 2002; Hillson, 2005), que se ha planteado que corresponden a
la aposicion realizada en un periodo de 24 horas (Antoine y cols. 2009). Por otro
lado, las estrias de Retzius, son estrias transversales y también son lineas
incrementales de esmalte que corresponderian a periodos de 6 a 12 dias en
humanos, son mas marcadas que las estriaciones cruzadas (Reid y cols. 2000;
Smith y cols. 2007).

Las lineas de imbricacién son surcos pequefios observables en dientes
recién erupcionados. Los periquematies corresponden a la expresion en la
superficie del esmalte de la zona en que terminan las estrias de Retzius. Cada
una de estas tiene una profundidad de 2 a 5 [m (Elhechmi y cols, 2013). Son
visibles como una serie de surcos y crestas perpendiculares al eje mayor del
diente observables en el tercio medio o cervical de la superficie de los dientes
(Boyde1989; Beynon 1992; Shellis 1998; Antoine y cols 2009). Segin algunos
estudios, el nimero de periquematies en la superficie dentaria corresponde al
nimero total de estrias de Retzius dentro de la microestructura del diente
(Beynon1992) (Figura 2).

Los penachos del esmalte son areas con menor cantidad de mineral que
se extienden desde el limite amelodentinario hacia el esmalte, adquiriendo una
forma ramificada y ocupando un grosor menor a un cuarto del grosor del esmalte.
Por otro lado, las laminillas se extienden desde la superficie del esmalte hacia
la profundidad de éste y corresponden a zonas hipomineralizadas, que se
producen durante la formacion de esmalte. Los husos adamantinos constituyen
espacios que han dejado las prolongaciones de los odontoblastos en el esmalte
(Figura 3) (Montenegro y cols. 1997).

Ademas, los filtros de luz polarizada permiten visualizar



compuestos 0 estructuras anisotropicas, de tal modo que otro fenémeno que
se puede visualizar con filtros de luz polarizada es la birrefringencia. La
birrefringencia es la caracteristica de un objeto de transmitir luz polarizada en
una superficie plana a diferentes velocidades, de tal manera que ciertos
cuerpos se observan brillantes en un campo oscuro. Por lo tanto, objetos que
no tienen brillo o son opacos, carecen de este fenémeno (Wolman, 1975). La
luz polarizada permite observar también las bandas de Hunter-Schreger que
corresponden a fenémenos Opticos producidos por la decusacion o

entrecruzamiento de los prismas, que se ven como bandas blancas y oscuras.

Figura 2. Muestra de diente con corte por desgaste con un grosor de 100 vm
donde se observa esmalte (E), dentina (D), estrias de Retzius irradiados hacia la
superficie (puntos blancos), estrias pronunciadas o marcadas (flechas blancas),
zona de esmalte cervical (flechas negras) (Antoine y cols. 2009).



Figura 3. Estrias de Retzius: se disponen como anillos concéntricos. Penachos:
zonas ramificadas de menor mineralizacion (Flechas blancas) (Modificado de Ten
Cate, 2003).
2.3. ESTRUCTURA DE LA DENTINA

El tejido mas abundante del diente es la dentina, que esta constituida
por matriz dentinaria calcificada y porprolongaciones celulares; los
procesosodontoblasticos. La dentinogenesis, es un proceso durante el cual se
forma la dentina, incluye crecimiento de la dentina, mineralizacion y formacién de
tlbulos dentinarios. Los odontoblastos sintetizan colagenotipo | y lo secretan.
Ademas, se expresan proteinas no colagenas, como la fosfoproteina de la
dentina (DPP), asociada con a la formacién y crecimiento de cristales de
hidroxiapatita (Nifio-Barrera y cols. 2013).

Su componente inorganico corresponde a un 70%, principalmente cristales
de hidroxiapatita, 18% de materia organica y 12% de agua. La materia organica
de la dentina estd constituida por 90% de coldgeno y 10% de proteinas no
colagenas. Las proteinas coldgenas corresponden a 89% de coladgeno |, 11% de
colageno | trimer y 1 a 3 % de colagenos lll y V. El colageno tipo | forma una

plantilla dinamica y estructural que permite la deposicién de fosfato de calcio
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polimorfo y su posterior transformacion en cristales de hidroxiapatita, y los
procesos de mineralizacion estan controlados por proteinas no colagenas
(Ravindran y cols, 2015) Estas proteinas no coldgenas se subdividen en
proteinas fosforiladas y proteinas no fosforiladas. Entre las proteinas fosforiladas
se encuentran las Small Integrin-BindingLigand N-linkedGlycoproteins
(SIBLINGS) que incluyen a: Dentina sialofosfoproteina (DSPP), Dentina matrix
proteina 1 (DMP-1), bone sialoproteina (BSP), osteopontina (OPN) y matrix
extracellular fosfoglicoproteina (MEPE) (Goldberg M y cols. 2011).

El gen dentinasialofosfoproteina (DSPP) se localiza en cromosoma 421
y codifica los principales proteinas no colagenas en la matriz de la dentina. DSPP
sufre escisiones por proteasas y da lugar a tres proteinas: sialoproteina de
dentina (DSP), glucoproteina de dentina (DGP) y fosfoproteina de dentina (DPP)
(Sook-Kyung Lee y cols, 2012).

La dentina normal u ortodentina, tiene como caracteristica principal la
presencia de tGbulos dentinarios, los que corresponden a cilindros que se
disponen entre la cAmara pulpar y el limite amelodentinario y contienen en su
interior a los procesos odontoblasticos (Golberg y cols. 2011).

Entre otras estructuras superficiales podemos mencionar: la dentina del
manto que presenta un grosor aproximado de 30 um y se ubica adyacente al
esmalte en la region coronaria del diente. En la raiz existen otras capas
superficiales que son: 1) capa granulosa de Tomes formada por calcosferitas
fusionadas y 2) la capa hialina Hopewell-Smith con 15 a 30 micrones de grosor
gue se ubica periféricamente a la capa granulosa (Goldberg y cols. 2012).

La Dentina circumpulpar, que se ubica entre la dentina del manto y la
camara pulpar, presenta otras estructuras de importancia que son: dentina
peritubular, que esta alrededor del limen de los tubulos dentinarios y dentina
intertubular ubicada entre tdbulos dentinarios. El limite entre la matriz peritubular
e intertubular es la vaina de Neumann (Figura 4). Las fibras de colageno tipo |

se encuentran en mayor porcentaje en la dentina intertubular que en la dentina
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peritubular. Se ha demostrado continuidad de fibras colagenas entre la dentina
intertubular y dentina peritubular con un alto porcentaje de cristales de
hidroxiapatitaen esta Gltima (Xu C. y cols. 2012).

La matriz extracelular no mineralizada que se encuentra rodeando a la
pulpa, corresponde a la predentina que esta formada por colageno tipo | al igual
gue la dentina, pero carece de cristales de hidroxiapatita (Goldberg y cols. 2012).
También se puede observar entre el componente estructural: las lineas de
contorno de Owen, que son lineas producidas por alteraciones en el proceso de
mineralizacién y que se disponen en angulo recto respecto a los tubulos
dentinarios; las lineas incrementales de Von Ebner que son lineas finas que
cruzan a los tubulos dentinarios y representan los incrementos aposicionales de
la dentina entre los periodos de descanso; la dentina interglobular que
corresponde a zonas sin mineralizar o hipocalcificadas que se formaron por falta
de fusion de calcosferitas (Montenegro y cols. 1997).

Figura 4. Dentina normal mostrando dentina peritubular (P) alrededor de los
tibulos. Flecha blanca= Vaina de Neumann (Bertassoni y cols. 2010)
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2.4. AMELOGENESIS IMPERFECTA

Las Amelogénesis Imperfectas (Al) son un conjunto de condiciones
hereditarias que pueden presentar variados tipos de alteraciones en la formacion
del esmalte, las cuales pueden seguir patrones de herencia autosémico
dominante, recesivo y/o ligado al cromosoma X (Aldred, 2003).

La prevalencia de Al es extremadamente baja y varia ampliamente
dependiendo de la poblacién estudiada. En Suecia se han reportado cifras de
1,4:1000 (Backman B y Holm AK, 1986) y 1:4000 (Sundell S, 1986); en israelitas
judios, 1:8000 (Chosack Ay cols., 1979) y en Estados Unidos, 1:14000 (Kim JW
y cols., 2008). En Chile, no se cuenta con datos de prevalencia ni incidencia de
esta anomalia del esmalte. Estas entidades hereditarias afectan a la estructura 'y
la apariencia clinica del esmalte, que se caracterizan por hipoplasias e
hipomineralizaciones dentarias o ambas. (Crawford 2007).

Se ha descrito una serie de genes relacionados con Al, entre los que
podemos mencionar: Amelogenina (AMELX), enamelina (ENAM), ameloblastina
(AMBN), CadB3 laminina (LAMB3), Fosfoproteina acidica C4o0rf26, kalikreina 4
(KLK4), enamelisina (MMP20), Molécula 1 de interaccion estromal (STIM1),
Proteina 72 con repetidos WD (WDR72), Familia similitud secuencia 83 miembro
H (FAM83H), Distal-less homeobox 3 (DLX3) y un nuevo posible gen
Intercambiador K/Na/Ca (SLC24A) (Tabla I)(Wrighty cols. 2009; Lee y cols.
2010).
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Tabla I: Etiologia genética de las Amelogénesis Imperfecta (Al).

GENES FENOTIPO PATRON FUNCION DEL
Y N°DE MUTACIONES  CLINICO DE GEN/PROTEINA
DE Al HERENC
1A
1) AMELX, Xp22.3 Hipoplasica/Hipo Al ligada Esqueleto o
(Amelogenina; mineralizada X andamiopara la
19 mutaciones) (AD o formacion y
AR) mineralizaciéon de la
matriz del

esmaltecompleta.

2) ENAM, 4g21 Hipoplasicasever = Al AD Ayudante de
(Enamelina; 16 ageneralizada Al AR amelogenina en la
mutaciones) funcion de esqueleto y

nucleador del proceso
de mineralizacion.

3) AMBN, 4q13.3 Hipoplasicagener = Al AR Los
(Ameloblastina; 1 alizada productosproteoliticos
mutacion) de ameloblastina de 13

a 17 KDaforman la

vaina del prisma.

4) LAMB3, 1g32.3 HipoplasicaSever Al AD Componente de la

(CadB3 laminina-5; 6 ageneralizadacon membrana basal entre

mutaciones) fositas en odontoblastos y
esmalte coronal ameloblastosdurante

la odontogénesis.
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5) ITGB6, 2q24.2
(Cadp6
mutaciones)

6) MMP20, 11922.3-
g23
(Enamelisina; 7

mutaciones)

7) KLK4, 19913.4

(Calicreina 4: 2

mutaciones)

8) WDR72, 15¢921.3
(Proteina 72  con
repetidos
mutaciones)

9) C4orf26, 4921.1
(Fosfoproteinaacidica
; 5 mutaciones)

14

integrina; 4

WD; 7

Hipoplasicasever

ageneralizada

Hipomadura

Hipomadura

Hipomadura

Hipomineralizada

Generalizada,

Al AR

Al AR

Al AR

Al AR

Al AR

Proteinatransmembran
a, receptora de la MEC
esmalte en formacion.
Interaccionescélula-
matrizdurantelasetapa
ssecretora y
madurativa.
Metalo-proteasa  del
esmalteencargada del
procesamiento de
proteinas en la
etapasecretora de la
amelogénesis.
Proteasa de
serinaencargada  del
procesamiento de
proteinas en la etapa
de maduracion de la
amelogénesis.
Proteinaintracelular,
citoplasmica.
Intercambio de
vesiculasdependientes
de Ca++ en la etapa de
maduraciéon de la
amelogénesis.
Fosfoproteinaacidicaq
uepromueve la
nucleacion de



10) SLC24A, 14932.12
(Intercambiador
K/Na/Ca; 5

mutaciones)

11) STIM1, 11p15.4
(Molécula 1 de
interacciénestromal; 1

mutacion)

12) FAMB83H, 8q24.312
(Familiasimilitudsecu
encia 83 miembro H;

20 mutaciones)

con

levehipoplasia

Hipomadura, Al AR

Hipomineralizada

Hipomadura (1 Al AR
casosindrémico y

1 casoaislado)

Hipocalcificada Al AD

hidroxiapatita y

participa en
mineralizacién del
esmaltedurante la

amelogénesis.

Proteinatransmembran

a. Intercambiador
Na/Cadependiente de
K. Participa en

transporte de Ca++ en
la etapa de maduracion
de la amelogénesis.

canal de
Ca++ llamado ORAIL.

Activa el

Media la entrada de
Ca++

operadaporalmacenaje

Proteinaintracelular,
citosdlica, asociada
con la red Trans del
Aparato de  Golgi.
Asociada a tréfico

vesicular.

Al: Amelogénesis Imperfecta, AD: Autosémica Dominante, AR: Autosémica

Recesiva.
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Desde un punto de vista funcional, las proteinas codificadas a partir de
estos genes se clasifican en grupos tales como: Proteinas del esmalte: AMELX,
ENAM y AMBN; las proteasas de matriz de esmalte: MMP20 y KLK4; asi como
los involucrados en la adhesion célula-célula y célula-matriz: ITGB6, LAMB3,
LAMAS, COL17A1, AMTN y FAM83H, encargados del transporte: WDR72 y
SLC24A4 y controladores maestros de amelogénesis: FAM20A y DLX3, entre

otros grupos en estudio (Smith y cols. 2017).

Las Al tienen también gran variabilidad desde el punto de vista clinico, con
manifestaciones que van desde la ausencia completa (aplasia) o parcial
(hipoplasia) de formacion del esmalte, hasta defectos en su mineralizacion (hipo
mineralizacién) y en su contenido proteico (hipo maduracion), con cambios en el
aspecto normal del esmalte que muestra descoloraciones mas o menos graves y
opacidades blancas, amarillo-anaranjadas o marrones (Martin-Gonzalez y cols.
2012).

La clasificacién mas utilizada es la propuesta por Witkop (1989), que esta
basada en el fenotipo y la herencia. Describe cuatro grupos: Al hipoplasica (el
esmalte no desarrolla grosor normal, en la radiografia el esmalte contrasta
normalmente con la dentina), Al hipomadura (esmalte de grosor normal, con
apariencia moteada, levemente mas blando que lo normal y se desprende de la
corona. Radiograficamente se observa aproximadamente la misma
radiodensidad en esmalte y dentina). Al hipocalcificada (inicialmente desarrolla
grosor normal, al erupcionar el esmalte es anaranjado-amarillo, que consiste en
una matriz pobremente calcificada que se pierde rapidamente, dejando dentina
expuesta. En la radiografia, el esmalte es menos radiopaco que la dentina), y el
tipo Al Hipoplasica-hipomadura con Taurodontismo (esmalte moteado color
blanco-amarillo-marrén, con fositas principalmente en la superficie vestibular o
es delgado con éareas de hipomaduracion. Los molares tienen apariencia

16



taurodonte. En la radiografia se observa esmalte con radioopacidad similar o
levemente mayor que la dentina) (Witkop, 1989).

El diagnéstico de Al involucra examen clinico, radiogréfico, histolégico y
genético. Los dos primeros examenes permiten realizar un diagnéstico
presuntivo, mientras que los dos dltimos permiten un diagndstico
definitivo(Martin-Gonzalez, 2012). Se descrito hipoplasias del esmalte en dientes
primarios, las cuales afectan solo algunos ameloblastos generando grosor
disminuido y menor grado de mineralizacién (Sabel y cols. 2010).

El tratamiento de las Al debe basarse en la prevencion antes que en la
intervencion. La edad del paciente es importante para decidir sobre el mejor
tratamiento a seguir, restauraciones directas con resinas compuestas son
recomendadas para nifilos y adolescentes, mientras que las restauraciones
indirectas son recomendadas para pacientes adultos. En el futuro, el tratamiento
apropiado sera elegido en base a un diagndéstico con base genética, logrando asi

un mejor resultado (Alachioti y cols. 2014).

Amelogeninay Amelogénesis imperfecta

Como ya se menciond, la amelogenina es la proteina mas abundante del
esmalte, es esencial para la formacién de este tejido y se le considera una
proteina estructural junto a la ameloblastina y enamelina. Es secretada por
ameloblastos, principalmente durante la fase secretora, y en esta misma etapa
se secreta MMP-20,la proteinasa que degrada amelogenina. Una vez que el
esmalte alcanza su grosor total, los ameloblastos pasan a la etapa de
maduracién, durante la cual se acortan y tienen un rol predominantemente
reabsortivo, secretando principalmente KLK4, esta proteinasa también puede
degradar amelogenina y otras proteinas. El gen que codifica la proteina
amelogenina se ubica en los cromosomas X e Y (John D. Bartlett, 2013).

Aun, cuando no se conoce exactamente el rol de la amelogenina, se ha
observado en ratones Knockout que tienen cristales de menor tamafio y menos
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organizados (Wright J. T. y cols. 2011). En humanos, la delecion de AMELX
genera un esmalte delgado con mayor rugosidad. Estos hallazgos sugieren que
la amelogenina no es necesaria para la nucleacion de cristales, pero si tendria
un rol relevante para el crecimiento en longitud de los cristales del esmalte y su
organizacion (Hu J.C. y cols. 2012).

El gen AMELX humano se transcribe originando 5 mRNA’s que se
traducen en diferentes isoformas proteicas de amelogenina, que se expresan en
etapas tempranas de la amelogénesis (Salido E.C. y cols. 1992).

A través de estudios inmunohistoquimicos con anticuerpos anti-
amelogenina (C-19 Santa Cruz, CA, USA), se ha demostrado que los epitopos
de amelogenina se expresan en pre-ameloblastos, ameloblastos secretores y
matriz de esmalte en molares de ratén en desarrollo (Feng J. y cols. 2012) y que
amelogenina se co-localiza con ameloblastina en matriz de esmalte en desarrollo
(Mazumder P y cols. 2014). Recientemente, se ha demostrado con técnicas
inmunohistoquimicas, la presencia de amelogenina en dientes de pacientes
afectados por Amelogénesis imperfecta hipocalcificada (Urzta B y cols. 2015).
Sin embargo, existe escasa informacion respecto a la expresion de esta proteina
en dientes de pacientes afectados por otros tipos de Amelogénesis imperfecta.
2.5. DENTINOGENESIS IMPERFECTA
Cambios en la Clasificacion de las Dentinogénesis Imperfectas

La dentinogénesis imperfecta (DI) es una condicidn hereditaria que ha sido
clasificada de diversas formas, la clasificacion mas antigua es la de Shields del
aflo 1973, que la clasifica en tres tipos en base a los aspectos clinicos,
radiograficos e histolégicos: 1) Dentinogénesis Imperfecta tipo I(DGI-I), en que
se observa dientes opalescentes asociados con Osteogénesis Imperfecta (Ol).
2) Dentinogénesis Imperfecta tipo Il, que solo presenta dientes opalescentes y 3)
Dentinogénesis Imperfecta tipo I, en la cual se observa dientes opalescentes
con camaras pulpares amplias con mdltiples exposiciones pulpares (Shields y
cols. 1973).
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En esa época, Shields consideraba en un grupo diferente de patologias
de la estructura de la dentina a las Displasias dentinarias, que las subdividia en
Displasia dentinaria tipo | y tipo Il. La Displasia dentinaria tipo | se consideraba
como una condicion caracterizada por presentar obliteracion de la cAmara pulpar
con dentina tubular atipica, osteodentina y masas irregulares globulares que se
describen como "Flujo de lava alrededor de la roca" con escaso desarrollo de
dentina radicular y con temprana pérdida de los dientes. La Displasia dentinaria
tipo Il se describe como una condicién con caracteristicas clinicas y radiograficas
similares a la Dentinogénesis Imperfecta. En la denticién temporal los dientes con
Displasias dentinarias presentan una longitud radicular normal, con dentina
transllcida y coloracion que varia entre azul y marrén. Segun esta descripcion
los dientes presentarian coronas bulbosas, constriccion apical, raices delgadas y
temprana obliteracion de la pulpa, mientras que los dientes permanentes
muestran coloracion clinica normal, sin embargo, las cdmaras pulpares exhiben
elongacién de la camara pulpar hacia apical (Shields y cols. 1973; Neville y cols.
2008).

Posteriormente, los estudios moleculares con relacion a mutaciones
asociadas a las alteraciones de la dentina permitieron reclasificar estas
patologias. Actualmente, se ha identificado mutaciones en dos genes que pueden
afectar la estructura de la dentina, estos son los genes que codifican el colageno
| (COL1A1, COL1A2) y la dentina sialofosfoproteina (DSPP). En base a esas
consideraciones en la actualidad, se han reclasificado las alteraciones de la
dentina.

Osteogénesis imperfecta con dientes opalescentes: Es un desorden genético
que se caracteriza por fracturas mdultiples frente a traumas minimos en nifios y
adultos. Cerca de un 90% esta relacionado con mutaciones en los genes que
codifican el colageno I: COLA1-COLA2. Se han descrito al menos 15 subtipos de
Ol, causadas por mutaciones en 11 genes que presentan diferentes fenotipos

con diversos grados de severidad. Muchas de las otras formas raras de Ol se
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deben a defectos en las proteinas implicadas en el entrecruzamiento,
hidroxilacion, y la mineralizacion del colageno tipo | (Shaker y cols. 2010). Se ha
evidenciado que no todos los tipos de Ol presentan como rasgo fenotipico los
dientes opalescentes (Kavitha y cols. 2010). Por lo tanto, actualmente este grupo
de pacientes estan claramente diferenciados de las Dentinogénesis imperfectas
puras.

Dentinogénesis imperfecta DI: Actualmente se sabe que ocurre por mutaciones
del gen que codifica DSPP e incluye la Dentinogénesis Imperfecta tipo Il y tipo 111
segun la clasificacion de Shields y a la Displasia dentinaria tipo 1l de este mismo
autor. Estas tres patologias dentinarias en la actualidad se consideran con los
mismos rasgos fenotipicos y relacionados a mutacion del gen DSPP.
Recientemente, La Dure Molla y cols. (2014) propusieron la clasificacién que se
presenta en la Tabla Il.

Displasia dentinaria: Actualmente se considera como una entidad diferente a
las Dentinogénesis imperfectas. Este desorden se divide en dos, Displasia
Dentinaria tipo | (DD-1) y Displasia dentinaria tipo Il (DD-2). La DD-1 se encuentra
asociada a mutacion de genes VPS4B, SSUH2 y SMOC2y la DD-2, como ya se
menciond esta asociada a mutacion de DSPP (Chen, 2018). La Dure Molla

propone denominar a la DD-1 como Displasia dentinaria radicular (Tablall).
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Tabla Il Antigua y Nueva clasificacion de enfermedades de dentina aislada

OMIM Clasificacion de Shields de Clasificacion propuesta de

enfermedades dentinarias enfermedades dentinarias
aisladas aisladas
125400 | Displasia Dentinaria Tipo | Displasia Dentinaria Radicular
Dentinogénesis imperfecta

125420 | Displasia Dentinaria Tipo Il Forma Leve

125490 | Dentinogénesis Imperfecta tipo Il Forma Moderada

125500 | Dentinogénesis imperfecta tipo 11l Forma severa

(La Dure Molla y col., 2014)
Caracteristicas de las Dentinogénesis imperfectas

La Dentinogénesis Imperfecta es una condicién que sigue un patréon de
herencia autosémica dominante. Presenta una incidencia de 1:8000 casos en los
Estados Unidos (Neville y cols. 2008). Se caracteriza por presentar la estructura
de la dentina anormal, afectando la denticion primaria y permanente.
Clinicamente, los dientes tienen una apariencia opalescente de color ambar,
marrén y marrén claro. Radiograficamente, las coronas aparecen bulbosas, en
algunos casos las cdmaras pulpares aparecen pequefias u obliteradas y las
raices son angostas y con conductos pulpares obliterados (Barron y cols. 2008).

La caracteristica clinica tipica de la DI-lIl es la presencia de dientes
translicidos-opalescentes de color azul-marrén claro en ausencia de anomalias
Oseas. La afectacion de los dientes primarios suele ser mas grave que la de los
permanentes. Aunque el esmalte no esta afectado, tiende a fracturarse por existir
una unién amelodentinaria anbmala y estar soportado por una dentina muy
blanda, dando a los dientes un aspecto de pseudo-amelogénesis imperfecta. En
la DI-IIl los dientes presentan una decoloracion de color ambar, grave atricion,

exposiciones pulpares multiples, y un aspecto radiografico caracteristico de
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dientes en cascara (Martin-Gonzalez y cols. 2012).Lo importante para el
tratamiento en estos pacientes, es proteger los dientes del desgaste y evitar
fuentes de infeccién y aliviar el dolor, restauraciones estética y proteger a los
dientes del desgaste (Barron y cols. 2008).

Recientemente, se ha descrito en andlisis histolégicos de
dentinogénesis imperfecta cambios displasicos en la dentina, que se
caracterizaron por una matriz de dentina granular anormal debido a la presencia
de mineralizacion interglobular y tbulos dentinales irregulares reducidos en
namero, dispuestas al azar, y de mayor tamafio. El limite amelo-dentinario se

caracterizaba por una falta de festoneado (Taleb y cols. 2018).

DSPP y Dentinogénesis imperfecta

DSPP es una proteina no colagena que pertenece a la familia SIBLING
(Small Integrin Binding Ligand N-linked Glycoprotein), las cuales son proteinas
altamente fosforiladas que participan en el proceso de mineralizacion de matrices
colagenas mineralizadas (Deshpande y cols. 2011). Al ser procesada por
proteasas, DSPP genera tres proteinas: Dentina sialoproteina (DSP), Dentina
glicoproteina (DGP) y Dentina Fosfoproteina (DPP). DPP es la proteina no
colagena mas abundante de la dentina y presenta afinidad por las zonas de
entrecruzamiento de las fibras de colageno. DPP no fosforilada puede estabilizar
fosfato de calcio amorfo (ACP), sin embargo DPP fosforilada sola inhibiria la
mineralizacién, pero al estar con coldgeno induce mineralizacion intra y extra
fibrilar (Desphane y cols 2011).

DSPP ha sido detectada mediante inmunohistoquimica en predentina'y en
bajo porcentaje en dentina de dientes humanos sanos, localizdndose
principalmente en la dentina peritubular, mientras que en dentina esclerética
asociada a caries se ha observado en mayor concentracion y presente ademas
en dentina intertubular (Martini D., 2013).

Por otro lado, en ratones nulos para DSPP se han observado alteraciones

en los dientes similares a Dentinogénesis imperfecta tipo Ill, tales como:
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hipomineralizacion de la dentina, extensa camara pulpar, aumento de grosor de
la predentina y reduccion de la zona de dentina (Sreenath T. y cols. 2003). En
ratones transgénicos cuyos odontoblastos sobre-expresan el factor de
transcripcién Trps 1 (ratones Col 1lal-Trps), se han detectado alteraciones
similares a dentinogénesis imperfecta con hipomineralizacion severa de la
dentina y disminucion del grosor de la dentina, lo que se explicaria por una
inhibicion directa del promotor de DSPP (Napierala D. y cols. 2012).

Se ha descrito también la expresion de DSPP en otros tejidos como
hueso alveolar y periodonto, incluso en tejidos no mineralizados como glandulas

salivales y riflones (Ritchie 2018).

2.6. ODONTODISPLASIA REGIONAL

La Odontodisplasia regional es una rara anormalidad dental que afecta
generalmente un cuadrante tanto de la denticion primaria como secundaria,
afectando con mayor frecuencia la maxila. La prevalencia reportada de esta
anomalia es de 1/1.000.000. Esta condicion afecta a los tejidos duros del diente
tanto de origen ectodérmico como mesodérmico. La Odontodisplasia regional es
una condicion de etiologia desconocida y se han propuesto muchos factores
causales, tales como: trauma, infeccién, isquemia o defectos en la
vascularizacion, dafio neural, deficiencias nutricionales, drogas teratogénicas y
mutaciones somaticas. Esta condicion afecta mas a mujeres que a hombres y
generalmente afecta un cuadrante (Rashidian y cols. 2013), aunque se ha
reportado casos en que la afeccion es generalizada o asociada a sindromes
como el 6culo dento digital (Mostafa I. y cols. 2013).

Los escasos reportes clinicos de dientes afectados con ODR indican
suelen ser mas pequefios que lo normal, con una textura de superficie rugosa,
con fosas extensas y presencia de surcos. Este esmalte seria hipocalcificado y/o
hipoplasico (All-Mullahi y cols. 2016). Los dientes se han descrito con una

coloracion café o amarillenta, generalmente acompafiado con una falla en la
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erupcidn dentaria, aumento de volumen y absceso gingival e infeccion periapical
(Rashidian y cols. 2013).Estos dientes afectados serian mas susceptibles a
caries dental por mineralizacion defectuosa (All-Mullahi y cols. 2016).

Los estudios radiograficos de ODR también son limitados, y se ha descrito
una apariencia de “diente fantasma”, debido a la reduccién en el grosor y
radiodensidad del esmalte y la dentina. En algunos casos el diente aparece con
signos de poco desarrollo, tales como: camaras pulpares amplias y raices cortas
con apices abiertos (Al-Tuwirgi y cols. 2014).

Histolégicamente, se ha encontrado una gran variedad de grosores de
esmalte, con patrones irregulares de sus prismas. Se ha descrito una marcada
reduccion cuantitativa de la dentina, con tdbulos dentinarios irregulares y
presencia de dentina interglobular. La pulpa presentaria varios grados de
calcificacion y calcificaciones enameloides (Al-Tuwirgi y cols.2014,Mostafa I. y
cols. 2013). Otros estudios revelaron dentina atubular con varias zonas de
material amorfo (Jahanimoghadam y cols. 2016). Sin embargo, a nuestro
entender no se han realizado estudios de MEB o de inmunohistoquimica en este
tipo de alteracion.

El manejo de esta condicion requiere de atencién multidisciplinaria, ya que
el objetivo del tratamiento es mejorar la estética y proporcionar una buena funcion
dental y oral de los nifios afectados. En general, existe mucha controversia en
relacion al mejor tratamiento a utilizar con los pacientes afectados (Rashidian y
cols. 2013).

Actualmente se desconoce la etiologia de la Odontodisplasia regional, y a
nuestro entender no hay reportes de la expresion de proteinas del esmalte o de
la dentina en esta condicion, respecto de la cual la mayoria de la informacion
corresponde a reportes de casos (Al-Tuwirgi y cols.2014,Mostafal. y cols. 2013).
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2.7. FORMULACION DEL PROBLEMA

En general, existe escasa informacion respecto a la expresion de las
proteinas amelogenina (AMELX) y Dentina sialofosfoproteina (DSPP) en dientes
de pacientes afectados por patologias como Amelogénesis imperfecta,
Dentinogénesis imperfecta u Odontodisplasia regional, y escasos estudios que
caractericen  microscopicamente estas condiciones en  poblaciones
latinoamericanas.

Las definiciones y clasificaciones de las Amelogénesis imperfectas han
variado a través de los afios, las primeras definiciones de amelogénesis
imperfecta la consideraban como una alteracién exclusiva del esmalte: “Grupo de
condiciones hereditarias que afectan la apariencia clinica del esmalte de todos o
casi todos los dientes, que ocurre en familias, en las cuales los individuos
afectados presentan esencialmente el mismo defecto y que no esta asociado
con cambios morfolégicos o bioguimicos en otra parte del cuerpo” (Witkop
y Rao0,1971). Sin embargo, posteriormente la definicion de Amelogénesis
imperfecta se amplié siendo definida por Aldred, Savarirayan y Crawford en el
afio 2003 (Aldred, 2003) como “Grupo de condiciones, de origen gendmico, que
afecta la estructura y apariencia clinica del esmalte de todos o casi todos los
dientes y que puede estar asociada con cambios morfolégicos o
bioquimicos en cualquier parte del cuerpo”. Adicionalmente, se sabe que mas
de 80 sindromes de base genética presentan Amelogénesis imperfecta como
parte de las manifestaciones de la entidad (Prasad, 2015).

Los recientes hallazgos respecto de las mutaciones participantes en
diferentes alteraciones de la estructura dentaria no estan bien caracterizados
desde el punto de vista morfolégico y ultraestructural y se desconoce en muchos
casos la correlacion entre el genotipo y el fenotipo de estas alteraciones. También
se desconoce como las mutaciones en diferentes regiones de un mismo gen
pueden originar alteraciones morfologicas diversas que en el pasado fueron

clasificadas como patologias diferentes, como es el caso de las Dentinogénesis
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imperfectas y Displasia dentinaria. Por lo que se requiere profundizar y
caracterizar la morfologia y ultraestructura en dientes humanos afectados.

Por otro lado, recientemente se describi6é en integrantes de dos familias
con mutaciones en el gen DSPP, que se consideraba la mutacion causal
exclusivamente de Dentinogénesis imperfecta, el hallazgo de malformaciones en
el esmalte dentario. Estos autores atribuyen el defecto en el esmalte a que la
DSPP mutada se expresa en forma transitoria en los pre-ameloblastos alterando
su funcion y por lo tanto la estructura del tejido adamantino (Wang, 2011). En un
estudio mas reciente, se encontrd6 que la mayoria de las Amelogénesis
imperfectas autosOmicas dominantes presentaban mutaciones de COL17A1l,
mutaciones que hasta la fecha sélo se habian asociado a Epidermolisis bulosa
de la unién en que junto a alteraciones funcionales severas de la union
dermoepidérmica se presenta Amelogénesis imperfecta hipoplasica severa.
(Prasad, 2015).

Debido a estos nuevos descubrimientos que muestran que la
etiopatogenia de las Amelogénesis imperfectas y Dentinogénesis imperfecta es
mucho mas compleja de lo que se pensaba hace algunos afios y que la
interaccién entre genes que codifican para proteinas que se expresan tanto en
esmalte como en dentina es mas estrecha, es importante estudiar la estructura
de los diferentes tejidos que forman parte del diente, incluyendo no sélo el
esmalte, sino también la dentina a través de diferentes técnicas como la
inmunohistoquimica o el microscopio electrénico, en base a los nuevos
conocimientos respecto a las alteraciones genéticas asociadas a algunos tipos
de amelogénesis imperfecta y contrastarlo con las alteraciones observadas en
las Dentinogénesis imperfectas.

Por lo tanto, el principal objetivo del presente trabajo es caracterizar el
fenotipo histolégico y ultraestructural tanto del esmalte como de dentina en
patologias que afectan su estructura donde se realizarA una comparacion

histopatoldgica, ultra estructural e inmunohistoquimica de dientes donados por
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pacientes chilenos con Amelogénesis imperfecta (Al), Dentinogénesis imperfecta
(D) y odontodisplasia regional (ODR) con dientes controles sanos.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Hipotesis:

Los dientes con Amelogénesis imperfecta, Dentinogénesis imperfecta y
Odontodisplasia regional presentaran alteraciones histopatolégicas, ultra
estructurales e Inmunohistoquimicas de las proteinas amelogenina y
dentinsialofosfoproteina, tanto en esmalte como en dentina respecto de los
controles sanos.

Objetivo General:

Comparar las caracteristicas histopatoldgicas, ultraestructurales y
expresion inmunohistoquimica de las proteinas amelogenina y dentina sialofosfo
proteina en esmalte y dentina de pacientes con Amelogénesis imperfecta,
Dentinogénesis imperfecta y Odontodisplasia regional con dientes controles
sanos.

Objetivos especificos:

1.- Comparar caracteristicas histopatologicas de esmalte y dentina de dientes de
pacientes con Amelogénesis imperfecta, Dentinogénesis imperfecta vy
Odontodisplasia regional con dientes controles sanos.

2.- Comparar la conformacion ultra estructural de esmalte y dentina de dientes
de pacientes con Amelogénesis imperfecta, Dentinogénesis imperfecta y
Odontodisplasia regional con dientes controles sanos.

3.- Comparar la expresion y localizacién de las proteinas amelogenina y
dentinsialofosfoproteina en esmalte y dentina de pacientes chilenos con
Amelogénesis imperfecta, Dentinogénesis imperfecta y Odontodisplasia regional

con dientes controles sanos.
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4. MATERIAL Y METODO

Este trabajo es parte del proyecto FONDECYT N° 1140905 titulado
“Mutational analysis of causal genes of Amelogenesis Imperfecta and a search
for new genes involved in its etiology through techniques of exome capture and
massive parallel sequencing”, el cual fue aprobado por el Comité de Etica de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

4.1 TIPO DE ESTUDIO: Descriptivo, serie de casos, transversal.

4.2 SELECCION DE LA MUESTRA

El muestreo corresponde al tipo no probabilistico de conveniencia.

4.3 JUSTIFICACION DEL TAMARNO DE LA MUESTRA

Debido a la escasa prevalencia de estas patologias dentarias, ya
gue es dificil de determinar qué porcentaje de estas familias accederan a
participar del estudio, el tamafio delamuestra se determiné por conveniencia.

4.4 ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD DE LA INVESTIGACION

Para todos los casos de Amelogénesis imperfecta se cuenta con un
consentimiento informado de los participantes y/o de sus tutores en los casos de
menores de edad, que se encuentra bajo el marco del proyecto FONDECYT N°
1140905.

Para los casos de Dentinogénesis imperfecta y de Odontodisplasia
regional se cuenta con consentimientos informados generales que autorizan la
utilizacién del diente con fines de investigacion.

Todos los dientes estudiados en este trabajo corresponden a
dientes primarios exfoliados en forma natural, dientes permanentes como
terceros molares extraidos por propdsitos de ortodoncia, o dientes no funcionales

extraidos por imposibilidad de tratamiento.
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Para los casos de Amelogénesis imperfecta se cuenta con la
autorizacion del Comité de Bioseguridad del Campus. Los procedimientos
histopatologicos y de inmunohistoquimica fueron aplicados considerando las

normas de bioseguridad del laboratorio de Anatomia Patoldgica.

4.5 CRITERIOS DE INCLUSION:

Se incluy6 en este estudio los siguientes casos:

Pacientes: con alteraciones dentarias de estructura que clinicamente cumplieron
con los criterios diagndsticos clinico-radiograficos de Amelogénesis imperfecta
segun Witkop (1989), Dentinogénesis imperfecta segun Hart (2007) u
Odontodisplasia regional segun Crawford y Aldred (1989), con afeccion ya sea
de denticion temporal o permanente y que donaron dientes exfoliados o extraidos
por motivos distintos a esta investigacion.

Controles: personas sanas con denticién temporal y definitiva que presenten
esmalte y dentina de color, grosor y dureza normal, no relacionados con los
pacientes en estudio, estos individuos fueron pareados por género, edad, origen

étnico y estatus socio-econémico.

4.6 CRITERIOS DE EXCLUSION:

Personas que no autorizaron su participacion a través del consentimiento
informado.Personas que presentaron alteraciones sistémicas como
Epidermdlisis bulosa, Epilepsia, Displasia ectodérmicau otras.

Personas que vivieron los primeros 6 afios de vida en ciudades con alto
contenido de flior en el agua potable o que recibieron fluoruros en forma de gotas
o comprimidos durante los 6 primeros afios de vida.

Personas que recibieron tetraciclinas o derivadas de estos durante los primeros

6 afios de vida.
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4.7 PROCEDIMIENTO
Sujetos en estudio

En el estudio se incluy6 pacientes con diagnostico de Al, DI y ODR a los
gue se les solicité consentimiento o asentimiento informado y que accedieron a
donar dientes en las siguientes condiciones: dientes temporales exfoliados,
terceros molares con indicacion de exodoncia, o dientes que han requerido
exodoncia por presentar malformaciones extremas que los hacen no funcionales

e impiden su restauracion.

Se analiz6 12 dientes con diagnodstico Clinico-Radiografico de
Amelogénesis imperfecta (tres con Al hipoplasica, seis con Al hipomadura y tres
con Al hipocalcificada) segun criterios de Witkop, cinco dientes con
Dentinogénesis imperfecta y tres dientes con Odontodisplasia Regional. Los
dientes controles corresponden a 14 casos con apariencia clinica y radiogréfica
normal de los cuales ocho son dientes temporales exfoliados y siete dientes
permanentes sanos que corresponden a terceros molares o premolares extraidos
por causas ortodoncicas.

Para la caracterizacion y diagnéstico clinico radiografico de cada uno de
los participantes que donaron dientes, se realiz6 anamnesis, examen clinico y
examenes radiogréficos de los dientes aportados. El analisis histologico se
realizé a través de dos métodos: a)muestras sin desmineralizar, las cuales fueron
cortadas con sierra diamantada y observadas con microscopia éptica de luz
corriente y con luz polarizada;b) muestras descalcificadas para técnicas de rutina
asi como inmunohistoquimica. El estudio ultraestructural se realiz6 con
microscopia electronica de barrido.
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Diagnéstico Clinico Radiografico

El estudio y diagndstico clinico radiografico fue realizadopreviamente
mediante consenso por dos cirujanas dentistas especialistas en Patologia Oral,
basandose en los hallazgos clinicos y radiograficos. Adicionalmente se cuenta
con las genealogias de las familias respectivas. Los datos fueron registrados en
una ficha ad-hoc (Anexol). La anamnesis fue dirigida a condiciones ambientales
0 genéticas que puedan estar asociadas con alteraciones del desarrollo de la
denticion tales como: Ciudad de residencia los primeros 6 afios de vida, consumo
de fluoruros en diversas formas, consumo de antibiéticos como tetraciclina, etc.
El examen extra e intraoral se llevé a cabo en un sillén dental con instrumental
de examen y se tomaron registros fotogréficos de las arcadas dentarias.
Analisis morfoloégicos de los dientes

Se recolectaron los dientes donados por los pacientes ya sea que se
encuentren almacenados en seco o fijados en formalina. Cuando los pacientes
donaron varios dientes primarios se realiz6 un tipo de estudio morfolégico por
diente, en el caso de 3ros molares se dividi6 el molar hasta en 3 segmentos para
realizar diferentes estudios morfoldgicos a cada segmento. En aquellos casos en
gue se conto solo con un diente temporal se decidid, segun el tipo de patologia
presente, el tipo de analisis morfologico.
Cortes por desgaste

Estos dientes se incluyeron en acrilico, se cortaron con sierra
diamantada en una maquina rotatoria marca BUEHLER y se adelgazaron hasta
obtener cortes de aprox. 70 y, los que fueron deshidratados en alcohol y
acetonas ascendentes y montados en portaobjetos con medio de montaje
Flotex para observacion por microscopia de luz optica.
Analisis con microscopia con luz polarizada de dientes con técnica de
corte por desgaste
Los dientes donados para cortes por desgaste que han sido

previamente cortados, adelgazados y montados en portaobjetos, fueron
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analizados con el mismo microscopio de luz al que se agreg?6 dos filtros de luz
polarizada.
Técnica histolégica de rutina

Los dientes fueron fijados en formalina al 10% a pH 7.2 a temperatura
ambiente por 48 a 72 horas. Una vez terminado el proceso de fijacion, las
muestras fueron descalcificadas en etilendiaminotetraacético (EDTA) (Hu, 2014,
Bosshardt, 2003) al5% a pH 7, bajo agitacion, cambiado la solucién una vez por
semana.

Una vez completado el proceso de descalcificacion, las muestras fueron
lavadas en agua corriente durante 24 hrs. Se sometié a técnica histoldgica de
rutina y se obtuvieron cortes de 5um con navajas para tejidos duros (marca
Feather®) en microtomo (marca E. LeitzWetzlar®), posteriormente fueron
colocadas en un bafio de estirado (marca Labline®) a 38°C; cada corte fue
recogido en portaobjetos y secados a 60° C por 30 minutos en estufa (marca
Memmert®), y se realiz6 tincionde rutina Hematoxilina-Eosina.

Analisis inmunohistoquimico

Los dientes fueron procesados con la técnica histolégica descrita en el
item anterior hasta la etapa de cortes, los que fueron montados en portaobjetos
silanizados.Para la recuperacion antigénica, los cortes fueron expuestos a buffer
citrato 0,01M (pH 6) con calor por 20 minutos. Luego se aplico peréxido de
hidrégeno al 3% en metanol para bloquear la actividad de la peroxidasa
endogena por 10 minutos a temperatura ambiente. Los cortes fueron
incubadospor 20 minutos a temperatura ambientecon los siguientes
anticuerposprimarios:Amelogenina(C-19)para péptido en el extremo C-terminal,
Amelogenina (F-11) toda la extensién de la proteina, DSPP (LFMb-21)
corresponde a segmento dentina fosfoproteina (DPP) y DSPP ab122321
(Abcam)corresponde a segmento dentina sialoproteina-dentina glicoproteina
(DSP- DGP) (tabla I11).
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Tabla Ill. Caracteristicas de los anticuerpos empleados.

CATALOG
ANTICUERPO TIPO CLON |ISOTIPO NO. LOCALIZACION | EPITOPO
Amelogenina(C- Cabra/ Péptido en
. Citoplasmatica, extremo C-
19) policlonal | (C-19) 19G $¢-33109 | Matriz extracelular | terminal
Amelogenina Raton Nuclear, Aminoécidos
Citoplasmatica, 1-191
(F-11) monoclonal | (F-11) 19G:1 sc-365284 Matriz extracelular
DSPP Ratén (LFMb- Aminoacidos
Citoplasmatica, 487-502
(LFMb-21) monoclonal 21) 1gG2b Sc- 73632 Matriz extracelular (DPP)
Aminoécidos
292-387
Conejo/ ab122321 Citoplasmética, (DSP-
DSPP ab122321 | policlonal 1gG Matriz extracelular DGP)
Posteriormente fueron lavados en PBS y se incubaron con un anticuerpo

secundario biotinilado por 20 minutos a 37°C. Finalmente, se aplico el complejo

avidina-biotina-peroxidasa para unir el anticuerpo primario con el uso de

VECTASTAIN ® ABC. Los productos de reaccion se visualizaron mediante

inmersion de los cortes histopatoldgicos en diaminobenzidina (DAB) por 3 a 5

min. La tincién nuclear de contraste se realizé con hematoxilina de Harris. Para

el estudio de controles negativos del anticuerpo, los cortes se trataron con buffer

fosfato salino en lugar del anticuerpo primario. Para controles positivos se empled

un germen dentario humano asociado a una lesién tumoral.

Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Los dientes fueron limpiados con hipoclorito de sodio al 5%,

fracturados y luego lavados con EDTA al 5% por 5 minutos para eliminar el

barro dentinario y otros detritus. Luego fueron deshidratados en acetonas

ascendentes de 70%, 90% y 100%. El secado final y metalizado se realizd en

el Laboratorio de Microscopia Electronica de Barrido, en un microscopio Zeiss
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modelo DMS 940, de la Facultad de Medicina y de Odontologia de la
Universidad de Chile.
4.8 ANALISIS ESTADISTICO

El tamafio muestra no se calculé porque corresponde a un censo de todos
los casos detectados con diagnostico de Amelogénesis imperfecta,
Dentinogénesis imperfecta y Odontodisplasia regional en los que se contd con
donacion de piezas dentarias de estos pacientes en el tiempo del estudio. En
dichos casos se determind las caracteristicas clinicas, radiogréficas,
histopatoldgicas y ultraestructuralesde los dientes afectados.

Estas caracteristicas fueron descritas con medidas de tendencia central

como porcentajes, mediana con rango intercuartilico o desviacion estandar.
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5. RESULTADOS

5.1 DESCRIPCION GENERAL DE LA MUESTRA UTILIZADA EN EL ESTUDIO.
La tabla IV resume las caracteristicas generales de la muestra de dientes y de
sus respectivos donantes.

Sujetos donantes de dientes y muestras donadas. En este estudio
participaron 28 sujetos voluntarios que donaron un total de 34 dientes temporales
y/o permanentes incluyendo los dientes controles para ser analizados
morfolégicamente. La edad registrada fue la edad en que se examiné a los
pacientes y en que ellos firmaron el consentimiento informado, aun cuando varios
pacientes donaron dientes temporales que habian exfoliado algunos afios antes
del actual estudio. La mediana y rango de edad de los individuos estudiados fue
de 13 (4-69) afos (tabla 1V).

Del namero total de pacientes, 12 sujetos se encontraban afectados con
Amelogénesis Imperfecta (Al), cinco presentaban Dentinogénesis Imperfecta
(D), un paciente presentaba Odontodisplasia Regional (ODR) quien doné tres
dientes y 10 personas controles donaron 14 dientes.

Pacientes con Amelogénesis Imperfecta: De los 12 individuos clasificados
clinica y radiograficamente como Al, tres eran del tipo Al Hipoplasicas, seis del
tipo Al Hipomadura y tres del tipo Al Hipocalcificada, cada uno de ellos dond un
diente. En todos estos pacientes se descart6 una condicion sindromica.
Clinicamente las Al hipoplasicas correspondieron a dos pacientes del sexo
femenino y uno del sexo masculino. De los casos de sexo femenino uno present6
esmalte delgado generalizado y uno con fositas. En el caso del paciente de sexo
masculino, este presentd esmalte delgado generalizado, con fositas y bandas de
esmalte adelgazado.

De los seis pacientes con Al Hipomadura, tres eran del sexo femenino y tres de
sexo masculino, y de los tres pacientes con Al Hipocalcificada uno es de sexo

femenino y dos del sexo masculino (Tabla 1V).
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Pacientes con Dentinogénesis Imperfecta: De los cinco pacientes, tres
presentan DI aislada y dos estan asociadas a osteogénesis imperfecta. Los
pacientes con DI aislada son un adulto varén que don6 un premolar permanente
y dos nifias que donaron dientes temporales. Es importante sefialar que el nifio
con Ol presenta cambios clinicos en sus dientes, mientras que la nifia con Ol no

presenta cambios clinicos como dentina opalescente (Tabla IV, Tabla V).

Paciente con Odontodisplasia Regional: Respecto al caso con ODR el sujeto
en estudio es del sexo femenino y dond tres dientes. Esta paciente presenta la
afecciéon en el cuadrante inferior izquierdo desde incisivo central a segundo
premolar, en el maxilar superior izquierdo sé6lo presenta afectado el incisivo
central el que se encuentra incluido. El diente permanente donado corresponde
a un incisivo central inferior izquierdo que se encontraba incluido con extensa
area radiolucida pericoronaria bien delimitada. Se decidi6 realizar la exodoncia
de este incisivo permanente debido a que presentaba paredes dentinarias
coronarias y radiculares excesivamente delgadas con camara y canal radicular
muy amplio lo que no permitiria su restauracion (Tabla IV). Los dos dientes
temporales eran incisivos inferiores izquierdos.

Pacientes controles: El grupo control estaba formado por 10 individuos quienes
donaron 14 dientes. Todos estos pacientes eran sistémicamente sanos y
presentaban dientes clinica y radiograficamente normales (Tabla 1V, Tabla V).
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Tabla IV. Descripcién general de la muestra de dientes y de sus respectivos

donantes.
GENERC EDAD TIPO TIPO DENTICION TIPO
PACIENTES CONDICION SUBTIPD DONANTE DONANTE DENTICION TEMPORAL DENTICION
DONANTES DEL DIENTE DE PATOLOGIA F & M) [afas) rar) PERMANENTE
F M Mediana or | oe | 1 [c|m|m|1]|m]| m
[Range)
Al Hipopldsica 2 1 9 3 o 1 1 1 0o a []
n= 3 (5-15)
PACIENTES CON | DIENTES CON | Al Hipamagura 3 3 s g T N N R B T O
Al Al ne 6 (9-18)
ne1 nei2 AlHipocalcificada | 1 2 7 1 z oo o 1]o| o 2
ne 3 [17-21)
PACIENTES CON | DIENTES CON ol F 1 3 F] 1| 2]0o]o]ofo] 1] o
o o n= 3 (4-63)
nes s Di-ol 1 1 65 F] 0 1|0 t1]ofo| o ©
ne 2 [5-8)
PACIENTES CON | DIENTES CON 1 ] 13 F] 1 | 2|0|0]|o|1] 0o
ODR ODR O0R [13-13)
n=1 n=3 n=3
PACIENTES 5 8 18 7 722300 1 3
CONTROLES | DIENTES SANOS Controles (7-24)
SANOS ne14 ne14
n=10
TOTAL TOTAL 16 16 (a-24) 23 12 10 4 B 1 1 2 8
n=28 n=34 -

Al = Amelogénesis Imperfecta; DI= Dentinogenesis Imperfecta ODR=
Odontodisplasia Regional F = Femenino; M = Masculino; Me = Mediana; DT =
Diente Temporal; DP = Diente Permanente; | = Incisivo; C = Canino; M = Molar;
PM = Premolar. Fg= Fragmento dentario
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Tabla V. Caracteristicas clinicas del esmalte y dentina de los dientes

estudiados.
COMDICION SUBTIPO DE ESMALTE DENTINA
DEL DIENTE PATOLOGIA
Grosor Colar Grosor Color Sintoma
MNormal Delgado Fositas | Mormal | blanco Marrén Normal Normal Opalesce | Sensibilidad
generalizado o opaco nte dentinaria
andas
[ 2 1 2 1 ] 3 3 [1] [i]
Al Hipoplasica
n=3
& a 1 o [ o & 3 o 3
Al
AMELOGENE | \yoonogyra
SI5 n=g
IMPERFECTA 3 o ) 0 1 3 3 3 o 3
n=12 Al
Hipocalcificad
2
n=3
DENTINCGEN o 3 o o 3 L] 0 o 0 3
ESIS n=3
IMPERFECTA Di- 0l 2 ] ° 7 ) ] ) ] )
e ez
CDR oD o 3 3 o L] 3 o 0 o
n=3 ne3
DIENTES 14 o o 14 L] 0 14 14 o o
SANCS Controles
n= 14 ne=ld
TOTAL 8 5 5 1 8 L] 6 26 5 L]
n=34

Al = Amelogénesis Imperfecta; DI = Dentinogenesis Imperfecta

5.2 CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS DE ESMALTE Y DENTINA DE
DIENTES CON AMELOGENESIS IMPERFECTA, DENTINOGENESIS
IMPERFECTA, ODONTODISPLASIA REGIONAL Y DIENTES CONTROLES
SANOS.
Para el estudio histopatoldgico de los dientes se emplearon tres técnicas:

1) Cortes por desgaste observados con luz corriente.

2) Cortes por desgaste observados con luz polarizada.

3) Dientes descalcificados procesados con técnica histologica corriente con
tincion hematoxilina-eosina.
5.2.1 Muestras analizadas por técnica de cortes por desgaste observados
con luz corriente:

El total de muestras analizadas con la técnica de cortes por desgaste fue

de 23 dientes.
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Dientes con Amelogénesis Imperfecta (Al): De los pacientes con Al,se contd
con una muestradentaria por cada paciente.

Al Hipoplasica:Al analizar con microscopia optica con luz corriente los tresdientes
presentaron esmalte de grosor disminuido generalizado, de los cuales una
muestra presentd menor densidad de prismas, en otra muestra no se detectd
estructura prismatica y presentd disminucidon de translucidez(Figura 5A). La
tercera muestra presenté grosor disminuido en algunas zonas dando una
superficie ondulada, este esmalte presentéestructura prismatica y zonas con
pérdida de traslucidez. El diente sin estructura prismatica presentéleves
alteraciones en dentina como ondulaciones mas marcadas de los tubulos y
presencia de dentina interglobular (Figura 6A; Tabla VI).

Al Hipomadura: Los seis dientes analizadospresentaron grosor normal con
pérdida de translucidez, en cinco casos la pérdida de translucidez se observo
principalmente en tercio medio y externo del esmaltey en un caso pérdida de
translucidez en todo el grosor del esmalte. Los seis casos presentaron estructura
prismatica (Figura 5B y 6B). Y en cuatro casos se observd dentina
interglobular(Tabla VI).

Al Hipocalcificada: En los tres dientes se observégrosor normal, salvo en las
zonas en que se fracturé el esmalte, en todos los casos se detectd pérdida de
translucidez en tercios externo y medio del esmalte, estrias de Retzius muy
marcadas y presencia de estructura prismatica (Figura 5C y 6C). Solo uno de
estos casos presentd dentina interglobular en el tercio externo de la dentina
coronaria (Figura 5C y 6C;Tabla VI).

Dientes con Dentinogénesis Imperfecta (DI): De los cinco dientes con DI, tres
se destinaron para estudio con cortes por desgaste, uno corresponde a DI aislada
y dos casos asociadas a Osteogénesis Imperfecta.

Dentinogénesis imperfecta aislada: En este diente gran parte del esmalte
dentario se desprendié de la dentina, en el esmalte remanente se observo

pérdida de translucidez,presencia de estructura prismatica y abundantes husos.
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La dentina presentd menor densidad de tubulos dentinarios cuya direccion esta
alterada observandose zonas de tubulos arremolinados cercanos a areas con
muy escasa densidad de tdbulos (Figura 5E). Estos tubulos dentinarios
presentaron un didmetro aparentemente normal, salvo escasos tubulos de mayor
diametro en los cuales se observé marcada ramificacion lateral. También destaco
la presencia de marcadas lineas incrementales en la dentina (Figura 6E; Tabla
V).

Dentinogénesis imperfecta asociados a Osteogénesis Imperfecta: Se han
procesado y analizado dos casos para cortes por desgaste. Un caso corresponde
a un incisivo temporal exfoliado el cual presenté esmalte con menor translucidez
y con presencia de prismas. En la dentina se observé menor densidad de tubulos
en todo el corte coronario, los cuales presentaron mdltiples ramificaciones. La
dentina del tercio superficial de la zona incisal fue la mas alterada con presencia
de dentina interglobular y algunos tubulos superficiales con curvaturas dando
forma de “U” o tdbulos que se fusionan en angulo recto dando forma de “T".
También se observé tubulos dentinarios con mayor nimero de ramificaciones
que los tubulos de dientes controles. El otro diente corresponde a un molar
temporal exfoliado que presenté menor nimero de tabulos dentinarios los cuales
presentaban curvaturas en forma de “U” en el tercio superficial de la dentina y
(Figura 5F y 6F;Tabla VI).

Dientes con Odontodisplasia Regional (ODR): De los tres dientes con ODR,
se procesaron dos dientes temporales para cortes por desgaste. El esmalte de
estos dientes presentaba grosor muy disminuido, con superficie irregular
ondulada y con prismas muy irregulares 0 ausentes. La dentina también
presentaba muy escaso grosor, en el tercio externo se identificd tabulos
relativamente normales, y en la dentina del tercio medio e interno se observé
abundante dentina interglobular (Figura 5D y 6D; Tabla VI).

Dientes controles sanos: Del total de controles, se analizaron hasta ahora para

esta técnica seis casos controles sanos, quedando pendientes ocho muestras
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gue estan en proceso de preparacion (Tabla VI).Con esta técnica se observé la
estructura normal descrita en esmalte y en dentina tal como: presencia de
prismas, presencia de tbulos dentinarios en organizaciéon normal (Figura 5G y
5Hy Figura 6G y 6H).

Tabla VI. Dientes con técnica de cortes por desgaste observados con luz

corriente.
Caracteristicas del esmalte Caracteristicas deda dentina
COMMICION SUETIPO DE [ Priaseia | Proancis s Groker Pardidiime | Didmitrs Duntifia
DEL DIEMTE PATOLOGA susrrmal i prinas | endusde: norsal i bk o i il obuilar
I esse | I ESE | e g (" canss] (Mcases] | (Weases] | [N°esnod)
HENTES Al Hipaptasica [i] 2 1 3 3 3 1
COM Al n=3
n=12
Al & & L] & & & 4
Hipormadura
n=6
Al 3 3 L] 3 3 3 1
Hipacalcificad
a
n=3
HENTES O aislada 1* 1 L] 1 i} i} 1
COM Di n=1
=3
O eon O b 2 L] i} i} i} 1
n=2
oo [i] [i] L] i} i} i} 2
HENTES -3
CON DDR =
r=d
HENTES Cantroles & & & & & & [i]
SANDOS n=6
n=6
TOTAL 18 pal 7 15 1E 18 10
n=23

Al = Amelogénesis Imperfecta; DI= Dentinogénesis Imperfecta ODR=
Odontodisplasia Regional. *=Esmalte fracturado en gran parte de la muestra.
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FIGURA 5: CORTES POR DESGASTE DE DIENTES CON AMELOGENESIS
IMPERFECTA, DENTINOGENESIS IMPERFECTA, ODONTODISPLASIA REGIONAL
YDIENTES CON LUZ CORRIENTE CON AUMENTO MENOR.

A

B
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Fig. 5. Corte por desgaste con aumento 4x de dientes con: A. Al Hipoplasica
(dt) (molar), nétese el menor grosor del esmalte. B. Al Hipomadura (dt) (canino),
se observa esmalte con menor traslucidez. C. Al Hipocalcificada (dp), (tercer
molar extraido) el esmalte dentario presenta escasa translucidez. D. ODR (dt),
tanto el esmalte como dentina estan adelgazados y estructura alterada. E. DI
(dp), se observa escasa presencia de tabulos dentinarios. F. DI + Ol (dt), la
dentina presenta tibulos en forma de U. G. Control incisivo temporal (dt), se
observa esmalte y dentina de grosor y estructura normal. H. Control molar
permanente (dp) con esmalte y dentina de estructura normal. e=esmalte,

d=dentina, cp=camara pulpar.
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FIGURA 6: CORTES POR DESGASTE DE DIENTES CON AMELOGENESIS
IMPERFECTA, DENTINOGENESIS IMPERFECTA, ODONTODISPLASIA REGIONAL
YDIENTES CON LUZ CORRIENTE CON AUMENTO MEDIO.
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Fig. 6. Corte por desgaste con aumento 10x de dientes con: A. Al Hipoplasica
(dt), nétese el menor grosor del esmalte. B. Al Hipomadura (dt), se observa
esmalte con menor traslucidez. C. Al Hipocalcificada (dt), el esmalte dentario
presenta escasa translucidez. D. ODR (dt), tanto el esmalte como dentina estan
adelgazados y estructura alterada. E. DI (dp), se observa escasa presencia de
tubulos dentinarios. F. DI + Ol (dt), la dentina presenta tlbulos irregulares con
muchas ramificaciones. G. Control (dt), se observa esmalte y dentina de grosor y
estructura normal. H.Control (dp) con esmalte y dentina de estructura normal.
e=esmalte, d=dentina, cp=camara pulpar, Triangulo blanco=dentina

interglobular.
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5.2.2. Muestras analizadas por técnica de cortes por desgaste observados
con luz polarizada:
Los 23 dientes analizados en cortes con desgaste con luz corriente se analizaron
también con luz polarizada.En estos dientes, se analizaron dos parametros:

1. Presencia de birrefringencia

2. Presencia de bandas de Hunter Schreger.
Dientes con Amelogenesis Imperfecta (Al): De los pacientes con Al, se conto
con muestras dentarias en todos los casos.
Al Hipopléasica: Al analizar con microscopia optica con luz polarizada de los tres
casos, en uno se observO birrefringencia evidente y ademés se observaron
bandas de Hunter Schreger. En los otros dos casos, en uno se observoescasa
birrefringencia y el otro diente no presentd ninguna de estas dos caracteristicas.
(Figura 7 y 8; Tabla VII).
Al Hipomadura: Al analizar con microscopia éptica con luz polarizada, en los seis
casos, se observo que la birrefringencia estaba marcada en dos casos y en los
otros dientes se detectd exigua birrefringencia y las bandas de Hunter Schreger
estaban presentes en todos los casos (Figura 7; Tabla VII).
Al Hipocalcificada: Al analizar con microscopia éptica con luz polarizada, en los
tres casos estudiados, se observo que la birrefringencia esta ausente en todos
los casos al igual que las bandas de Hunter Schreger (Figura 7 y 8; Tabla VII).
Dientes con Dentinogénesis Imperfecta (Dl):
Dentinogénesis imperfecta aislada: Al analizar con microscopia éptica con luz
polarizada, se observé que el caso de Dentinogénesis Imperfecta aislada, carecia
tanto de birrefringencia como debandas de Hunter Schreger (Figura 7 y 8; Tabla
VII).
Dentinogénesis imperfecta asociados a Osteogénesis Imperfecta: Al analizar con
microscopia optica con luz polarizada, no se observébirrefringencia en los dos
casos ni se observaron las bandas de Hunter Schreger, en un caso la

birrefringencia fue muy leve (Figura 7 y 8; Tabla VII).
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Dientes con Odontodisplasia Regional (ODR): En los dos dientescon ODR
seobservo birrefringencia muy levea nivel de la dentina, la que no se detecté en
el esmalte. Las bandas de Hunter Schregertampoco fueron observadas. (Figura
7D y 8D; Tabla VII).

Dientes controles sanos: Del total de controles, se analizaron hasta ahora para
esta técnica seis casos controles sanos, en el esmalte la birrefringencia era muy
marcada y las bandas claras y oscuras Hunter Schreger se observaron muy

claramente (Figura 7 y 8; Tabla VII).
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Tabla VII. Dientes con técnica de cortes por desgaste observados con luz

polarizada.
ESMALTE DENTIMNA
CONDICION SUBTIPO [;E Birrefringencia Presencia de Birrefringencia
DELDIENTE | PATOLOGIA (N* casos) bandas de (N casos)
Hunter
Schreger
{N*® casas)
DIENTES Al Hipoplésica 2% 1 0
CON Al n=3
n=12 -
Al Hipomadura 2 & 0
n=6
Al Q 0 0
Hipocalcificada
n=3
DIENTES DI aislada Q 0 0
CON DI n=1
n=3
DI con Ol 1 0 1]
n=2
ODR 1 0 1
DIENTES -2
CON ODR n=
n=2
DIENTES Controles [ & 0
SANOS n=6
n=6
TOTAL 12 13 1
n=23 -

Al = Amelogénesis Imperfecta; DI= Dentinogénesis Imperfecta ODR=

Odontodisplasia Regional. *=Esmalte escaso
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FIGURA 7. CORTES POR DESGASTE CON LUZ POLARIZADA DE DIENTES CON
AMELOGENESIS IMPERFECTA, DENTINOGENESIS IMPERFECTA,
ODONTODISPLASIA REGIONAL Y DIENTES CONTROLES. AUMENTO MENOR.
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Fig. 7. Corte por desgaste con luz polarizada aumento 4x de dientes con: A.
Al Hipopléasica (dt), nétese que no hay birrefringencia. B. Al Hipomadura (dt),
esmalte con escasa birrefringencia. C. Al Hipocalcificada (dp), no existe
birrefringencia. D. ODR (dt), nétese birrefringencia en dentina. E. DI (dp), se
observa que no hay birrefringencia. F. DI + Ol (dt), n6tese poca birrefringencia.
G. Control (dt), presencia de birrefringencia y bandas de Hunter Schreger.H.
Control (dp) presencia de birrefringencia y bandas de hunter Schreger.

e=esmalte, d=dentina.
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FIGURA 8. CORTES POR DESGASTE CON LUZ POLARIZADA DE DIENTES CON
AMELOGENESIS IMPERFECTA, DENTINOGENESIS IMPERFECTA,
ODONTODISPLASIA REGIONAL Y DIENTES CONTROLES SANOS. AUMENTO
MEDIO.

52



Fig. 8. Corte por desgaste con luz polarizada aumento 10x de dientes con:
A. Al Hipoplasica (dt), nétese que no hay birrefringencia. B. Al Hipomadura (dt),
esmalte con escasa birrefringencia. C. Al Hipocalcificada (dp), no existe
birrefringencia. D. ODR (dt), nétese birrefringencia en dentina. E. DI (dp), se
observa que no hay birrefringencia. F. DI + Ol (dt), n6tese poca birrefringencia.
G. Control (dt), presencia de birrefringencia y bandas de Hunter Schreger.H.
Control (dp) presencia de birrefringencia y bandas de hunter Schreger.

e=esmalte, d=dentina, flecha=Bandas de Hunter Schreger.
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5.2.3. Dientes descalcificados analizados por técnica histoldgica corriente
y tefiidos con hematoxilina-eosina.

Se analizaron 29 muestras de dientes descalcificados con EDTA y procesados
con técnica histoldgica corriente y tefiidos con hematoxilina-eosina.

Dientes con Amelogenesis Imperfecta: Se estudiaron 12 dientes de pacientes
con Amelogenesis Imperfecta, tres muestras del tipo Al Hipoplasica, seis del tipo
Al Hipomadura y tres del tipo Hipocalcificada.

Al Hipoplasica: Se analizaron tres dientes, en los cuales después del proceso de
descalcificacion se perdié todo el esmalte, en los tres dientes analizados se
observé dentina con tabulos dentinarios dedireccién y didmetro normal y en un
casose observopresencia de dentina interglobular en menos de un décimo de la
dentina (Figura 9A; Tabla VIII).

Al Hipomadura:De los seis casos estudiados con esta técnica, un caso presento
escasa presencia de matriz de esmalte donde se pudo verificar levemente la
presencia de prismas, en cinco casos, la matriz de esmalte se perdié
completamente después del proceso de descalcificacion. A nivel de la dentina,
se observo tubulosde forma y densidad normal en los seis casos y en tres casos
hubo escasa presencia de dentina interglobular (menos de un décimo de la
dentina observada) (Figura 9B; Tabla VIII).

Al Hipocalcificada: Los tres dientes en estudiodespués del proceso de
descalcificacion presentaron matriz de esmalte en la que se distinguio estructura
prismética; sin embargo, esta matriz se observd separada de la dentina. Al
analizar la dentina, se observé en los tres casos, tubulos dentinarios con forma,
densidad y nimero normal. S6lo en un caso se detectd dentina interglobular
(Figura 9C; Tabla VIII).

Dientes con Dentinogénesis Imperfecta: Se analizaron cuatro casos de
Dentinogénesis Imperfecta, dos del tipo aislada y dos casos asociados a Ol.
Dentinogénesis imperfecta aislada: Se analizaron dos dientes. En los dos casos

de DI aislada, después del proceso de descalcificacién, no se observé matriz de
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esmalte. Al analizar la dentina, se observé muy escasos tlbulos dentinarios con
direccion y formas irregulares y limite amelodentinario plano, sin ondulaciones.
En los dos casos se observé dentina interglobular. Otra caracteristica observada
fue la prolongacion de camara pulpar hacia borde incisal (Figura 9E; Tabla VIII).
Dentinogénesis imperfecta asociada a Ol: Se analizaron dos dientes con DI
asociada a Ol. En los dos casosno se observé matriz de esmalte. En los dos
casos la dentina presenté muy escasos tubulos dentinarios algunos de gran
diametro y presencia de dentina interglobular hacia limite con camara pulpar, en
uno de los casos se observo zonas con nula presencia de tibulos y otras zonas
con escasos tubulos. (Figura 9F; Tabla VIII).

Dientes con Odontodisplasia regional: Se estudiaron tresdientes de la misma
paciente con esta patologia dentaria. A nivel de esmalte se observd en dos casos
escaza matriz de esmalte muy irregular y sin prismas, en el diente temporal esta
matriz estaba cerca de la zona cervical y en el diente permanente esta matriz era
minima. Con relacién a la dentina, los tres dientes presentaron dentina muy
delgada e irregular con ondulaciones, abundante dentina interglobular y tibulos
dentinarios de diametros variables. El diente temporal incluidopresenté pulpolitos
con inclusiones celulares y en el capuchén pericoronario se viéproliferacion
celular tipo fibroblasto con estructuras calcificadas redondeadas
concéntricasmultiples y epitelio odontogénicodispuesto en nidos y cordones. El
diente permanente presentd una camara pulpar con pulpavital cuyacapa
odontoblastica tenia nucleos a distintos niveles. Esta camara pulpar se extendia
hacia el borde incisal hasta muy cerca dellimite amelodentinario (Figura 9D;
Tabla VIII).

Dientes controles sanos: Se estudiaron diez dientes sanos. En todos ellos al
ser procesados con técnicas de descalcificacion, perdieron su matriz de esmalte.
La dentina presentd tubulos dentinarios normales, paralelos entre si y sin
presencia de dentina interglobular, con superficie ondulada (Figura 9G-9H; Tabla
V).
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Tabla VIII. Dientes descalcificados analizados con técnica histoldgica corriente

y tefiidos con H-E observados con luz corriente.

CONDICION DEL SUBTIPO CARACTERISTICAS DEL ESMALTE CARACTERISTICAS DE LA DENTINA
DIENTE DE PATOLOGIA Persistencia de Estructura Presencia de Paralelismo entre Dentina
matriz de esmalte prismética tibulas tibulos interglobular
I casos N casas dentinarlos N casas W casos
I casos
DIENTES CON Al Al Hipoplasica [1] a 3 3 1
n=12 n=3
Al Hipomadura 1 1 B [ 3
n=6
Al Hipocalcificada 3 3 3 3 1
n=3
DIENTES CON DI Dl aislada 0 [4] 2 0 2
n=4 n=2
Dl con O1 [1] a 2 0 2
n=2
ODR 2 4] 3 0 3
DIENTES CON ODR
n=3
n=3
DIENTES SANOS Controles 0 4] 10 10 2
n=10 n=10
TOTAL 7 4 28 22 14
n=29

Al = Amelogénesis Imperfecta; DI= Dentinogénesis Imperfecta ODR=

Odontodisplasia Regional
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FIGURA 9. DIENTES CON AMELOGENESIS IMPERFECTA, DENTINOGENESIS
IMPERFECTA, ODONTODISPLASIA REGIONAL Y DIENTES CONTROLES
DESCALCIFICADOS Y ANALIZADOS POR TECNICA HISTOLOGICA CORRIENTE
CONTINCION HEMATOXILINA-EOSINA. DENTINA CERCANA A LIMITE
AMELODENTINARIO.
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Fig 9. Dientes descalcificados tefiidos con H-E con aumento 40x de dientes
con: A. Al Hipoplasica (dt), nétese la pérdida del esmalte. B. Al Hipomadura (dt),
se observa esmalte perdido y dentina de caracteristicas estructurales normales.
C. Al Hipocalcificada (dt), matriz de esmalte desprendida de la dentinay dentina
con tabulos dentinarios de grosor normal.D. ODR (dt), el esmalte se observa
arremolinado e irregular y la dentina se observa con escasos tubulos y presencia
de dentina interglobular.E. DI (dp), se observa escasa, casi nula presencia de
tibulos dentinarios. F. DI + Ol (dt), se observa nula presenta tubulos dentinarios
y mucha dentina interglobular.G. Control (dt), se observa esmalte perdido por la
descalcificacion y dentina con tdbulos de grosor y estructura normal. H.Control
(dp) con esmalte perdido por descalcificacion y dentina con tlbulos de estructura
normal. e=esmalte, d=dentina, triangulo blanco=Dentina interglobular.
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FIGURA 10. DIENTES CON AMELOGENESIS IMPERFECTA, DENTINOGENESIS
IMPERFECTA, ODONTODISPLASIA REGIONAL Y DIENTES CONTROLES
DESCALCIFICADOS ANALIZADOS POR TECNICA HISTOLOGICA CORRIENTE
CON TINCION HEMATOXILINA-EOSINA. ZONA MEDIA DE DENTINA CORONARIA.
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Fig. 10. Dientes descalcificados tefiildos con H-E con aumento 40x de
dientes donde se observa dentina con: A. Al Hipoplasica (dt), nétese la
direccion de tabulos es normal. B. Al Hipomadura (dt), se observa tibulos
dentinarios de grosor normal.C. Al Hipocalcificada (dt), se observa tubulos
dentinarios de grosor normal.D. ODR (dt), se observa escasos tlbulos con grosor
diferente y presencia de dentina interglobular.E. DI (dp), se observa escasa, casi
nula presencia de tdbulos dentinarios. F. DI + Ol (dt), se observa nula presenta
tibulos dentinarios y dentina interglobular.G. Control (dt), se observa dentina con
tubulos de grosor y direcciéon normal. H. Control (dp) se observa dentina con
tubulos de estructura normal. e=esmalte, d=dentina, triangulo blanco=Dentina

interglobular.
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5.3 EXPRESION Y LOCALIZACION DE LAS PROTEINAS AMELOGENINA Y
DENTINA SIALOFOSFOPROTEINA EN ESMALTE Y DENTINA DE
PACIENTES CON AMELOGENESIS IMPERFECTA (Al), DENTINOGENESIS
IMPERFECTA (DI) Y ODONTODISPLASIA REGIONAL (OD) CON DIENTES
CONTROLES SANOS.

Se analizaron 21 muestras de dientes descalcificados con EDTA y
procesados con técnica inmunohistoquimica con el fin de observar expresion y
localizacion de proteinas Amelogenina y Dentina sialofosfoproteina en esmalte y
dentina de muestras de pacientes con Amelogénesis Imperfecta, Dentinogénesis
Imperfecta y Odontodisplasia regional.

Cada una de las muestras fueron analizadas con los anticuerpos AMELX
C-19, AMELX F-11 para la proteina amelogenina y los anticuerpos LFMb 21 y
ab122321para Dentina sialofosfoproteina (DSPP). En cada caso se analizaron
los siguientes pardmetros: inmunomarcacion y distribucion tanto en matriz de
esmalte como en dentina. A nivel de esmalte, se evalud la distribucién de estas
proteinas en la periferia o al interior del prisma, tercio interno o medio y superficial
de la matriz de esmalte. A nivel dentinario se evalud la distribucion en dentina
peritubular, dentina intertubular y dentina interglobular.

Dientes con Amelogénesis Imperfecta: Se estudiaron 12 muestras de
pacientes con Amelogénesis Imperfecta, tres muestras del tipo Al Hipoplasica,
seis del tipo Al Hipomadura y tres del tipo Hipocalcificada.

Al Hipoplasica: Cuando analizamos la presencia de matriz de esmalte y prismas,
en dos casos presenté perdida de esmalte (PE) debido al proceso de
descalcificacion. En un caso se observd trazas o remanentes de matriz de
esmalte que fueron levemete positivo para AMELX C-19. Al analizar dentina, la
marcacion con AMELXC-19 fue negativa en dentina peritubular, dentina
intertubular y con relacion al analisis de los procesos odontoblasticos, se observé
gue en un caso, este proceso se marcOd levemente.Al analizar esmalte con

AMELX F-11, un caso de los tres se observoé trazas o remanentes de matriz de
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esmalte que inmunomarcé levemente, con relacion a la dentina analizada con
AMELX F-11, se observd marcacion negativa en dentina peritubular, dentina
intertubular y en un caso se observé inmunomarcacién leve para procesos
odontoblasticos (Figura 11A y 12A; Tabla 1X).

A continuacién, se analiz6 con los anticuerpos DSSPP LFMb21 y DSPP
ab122321. Para este anticuerpo, el esmalte estaba perdido en los tres casos,
debido al proceso de descalcificacion. Al analizar la dentina con el anticuerpo anti
DSPP LFMb 21 se observé en los tres casos estudiados, inmunomarcacion
negativa, con relacion al proceso odontoblastico, un caso marcé levemente para
este anticuerpo. Con relacion al anticuerpo anti DSPP ab122321, al analizar la
dentina, se detectd inmunopositividad moderada en los tres casos en dentina
peritubular y muy intensa en los procesos odontoblasticos en los dos casos
(Figura 13Ay 14A; Tabla X).

Al Hipomadura: Cuando se analizé con el anticuerpo AMELX C-19 en los seis
casos estudiados, se observé que en cuatro casos existio trazas o remanentes
de matriz de esmalte, donde se marcd levemente el anticuerpo mencionado. Al
analizar la dentina con el anticuerpo AMELX C-19, se observé inmunomarcacion
negativa para dentina peritubular e intertubular y en cuatro casos donde
estuvieron presentes los procesos odontoblasticos, se observé inmunomarcacion
positiva.

Al analizar con el anticuerpo AMELX F-11, se observo que en cuatro casos existio
inmunomarcacion positiva para las trazas o remanentes de matriz de esmalte
encontrados. Al analizar la dentina con el anticuerpo AMELX F-11, se observo
leve marcacion en la dentina intertubular en cuatro de los seis casos estudiados
y se observé inmunomarcaciéon muy intensa en los seis casos de AlHpm en
procesos odontoblasticos encontrados (Figura 11By 12B; Tabla IX).

Cuando se analiz6 el esmalte con el anticuerpo anti DSPP LFMb 21 en los seis
casos de AlHpm, se observ6 que en cinco casos se presentd inmunomarcacion

positiva leve. Al analizar la dentina con el anticuerpo DSPP LFMb 21, se observé
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marcacion positiva para dentina peritubular en los seis casos y negativo para
dentina intertubular. Con relacion a los procesos odontoblasticos encontrados en
los seis casos, se presentd inmunomarcacion positiva.

Cuando analizamos esmalte con el anticuerpo anti DSPP ab122321, se detect6
marcacion negativa para matriz de esmalte excepto en un caso donde la
marcacion fue muy leve y al analizar dentina con DSPP ab122321, se observo
inmunomarcacion positiva en los seis casos estudiados y inmunomarcacion
positiva muy intensa en procesos odontoblasticos encontrados en los seis casos
de AlHpm (Figura 13B y 14B; Tabla X).

Al Hipocalcificada: Se estudiaron tres casos de AlHpcal, de los cuales se observo
inmunomarcién con AMELX F-11 en los tres casos. Con relaciéon a la dentina,
este anticuerpo present6é inmunomarcacion negativa para dentina peritubular e
intertubular, y también inmunomarcacibn negativa para los procesos
odontoblasticos encontrados (Figura 11C; Tabla IX y X).

Para el anticuerpo anti AMELX c-19, anti DSPP LFMb 21 y anti DSPP ab122321
no existe registro e informacion debido a que las muestras estan agotadas (Figura
12, 13y 14; Tabla IX y X).

Dientes con Dentinogénesis Imperfecta: Se analizaron cuatro casos de
Dentinogénesis Imperfecta, dos del tipo aislada y dos casos de DI asociada a Ol.
Dentinogénesis imperfecta aislada: En todos los casos de DI al descalcificar los
dientes se perdi6 completamente la matriz de esmalte, por lo que solo se
describira los hallazgos a nivel de dentina. Cuando analizamos los anticuerpos
anti AMELX C-19 Y anti AMELX F-11, no se presentd inmunomarcacion en
ninguno de los casos estudiados de DI ni aislada ni en dentina peritubular ni
dentina intertubular al igual que procesos odontoblasticos para estos anticuerpos
(Figura 11E -11Fy 12E-12F; Tabla IX).

Cuando analizamos la dentina con el anticuerpo anti DSPP LFMb 21, se observo
inmunomarcacion negativa para la dentina peritubular, intertubular y no se
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encontraron procesos odontoblasticos inmunomarcados con los anticuerpos
estudiados.

Dentinogénesis imperfecta asociada a Ol: Cuando analizamos los anticuerpos
anti AMELX C-19 Y anti AMELX F-11 en esmalte, no se detecté inmunomarcacion
en ninguno de los casos debido a que se perdio la matriz de esmalte. En dentina
ninguno de los anticuerpos para amelogenina marcé positivo salvo en un caso
que marcO levemente procesos odontoblasticos. (Figura 11E -11Fy 12E-12F;
Tabla IX).

Al analizar con la proteina DSPP con los anticuerpos LMFb 21 y DSPP ab122321,
se observéd que hay una intensa inmunomarcacion en dentina peritubular tanto
en tdbulos de didmetro regular como en tubulos mayor didmetro y marcacion
positiva en algunas zonas de dentina interglobular. Esta mayor marcacion de
DSPP se observé principalmente en la dentina circumpulpar, siendo muy escasa
la marcacion en dentina del manto.(Figura 13F y 14F; Tabla X).

Al analizar con el anticuerpo DSPP LMFb 21, se detect6 inmunomarcacion de
distribucion similar a la observada con el anticuerpo DSPP ab122321 pero de
menor intensidad (Tabla X).

Dientes con Odontodisplasia regional: Se analizaron tres casos de ODR, las
muestras se obtuvieron de una sola paciente y correspondieron a dos incisivos
temporales y uno permanente.

Cuando analizamos el esmalte de las tres muestras con ODR con el anticuerpo
anti AMELX C-19, se observd que no hay marcacion positiva para la matriz de
esmalte para ninguno de los casos, para la dentina también la inmunomarcacion
fue negativa en los tres casos.

Con el anticuerpo anti AMELX F-11, se observo que la matriz de esmalte tenia
una estructura irregular sin presencia de prismas y presentd inmunomarcacion
positiva en uno de los casos que corresponde a un incisivo temporal. Al analizar

la dentina, se observd inmunomarcacion positiva en la dentina adyacente al limite
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amelodentinario en el mismo incisivo temporal estudiado (Figura 11D y 12D;
Tabla 1X).

Cuando se analizé la matriz de esmalte con el anticuerpo anti DSPP LFMb 21,
se observd marcacion positiva en dos de los tres casos estudiados con ODR que
corresponden a los dos incisivos temporales estudiados, donde se observé una
matriz de esmalte irregular. En relacion con la dentina se observé marcacion
positiva para la dentina peritubular en uno de los tres casos con ODR que
corresponde a un incisivo temporal. Al analizar los procesos odontoblasticos de
las tres muestras, es importante mencionar que, en dos de las tres muestras, los
procesos odontoblasticos estaban presentes, de tal manera que en nuestro
andlisis observamos que hubo marcacion positiva en uno de los procesos
odontoblasticos encontrados y que corresponde a un diente temporal.

Cuando analizamos los tres casos con ODR con el anticuerpo anti DSPP
ab122321, la matriz de esmalte presenta marcacion positiva en dos casos.
Cuando analizamos la dentina, se observé inmunomarcacion positiva en dentina
peritubular y en un caso se marco levemente procesos odontoblasticos (Figura
13D y 14D; Tabla X).

Dientes controles sanos: Se analizaron dos casos controles sanos. Al analizar
la matriz de esmalte con los cuatro anticuerpos, se observo que el esmalte estaba
perdido debido al proceso de descalcificacion. Cuando analizamos la dentina con
el anticuerpo anti AMELX C-19, se observé inmunomarcacion en dentina
peritubular en uno de los dos casos y en los dos casos se detectd marcacion en
los procesos odontobléasticos, los cuales estaban presentes en los dos controles
estudiados.

Al estudiar la dentina con el anticuerpo anti AMELX F-11, presento
inmunomarcacion positiva de dentina peritubular en un caso y con relacion a los
procesos odontoblasticos se observé inmunomarcacion positiva en los dos casos
estudiados (Figura 11G-11H y 12G-12H; Tabla IX).
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Al estudiar la dentina en los casos controles con el anticuerpo anti DSPP LFMb
21, se marco positivo la dentina peritubular de un caso y en los dos casos se
observé marcacion positiva de los procesos odontoblasticos encontrados en las
dos muestras.

Cuando analizamos la dentina con el anticuerpo anti DSPP ab122321, la
inmunomarcacion fue positiva en dentina peritubular en un caso y en los dos
casos los procesos odontoblasticos encontrados se observo inmunomarcacion
positiva(Figura 13G-13H y 14G-14H; Tabla X).
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Tabla IX. Dientes descalcificados analizados con técnica Inmunohistoquimica

para anticuerpo Amelogenina (AMELX).

DETECCION INMUNOHISTOOQUIMICA
CONDION SUBTIPD
DEL DIENTE DE PATOLOGLA s Chasiied
Mairz da Danina Dasina Procesa [r— Dernira Dasina Process
crale peritabular Ineriibulr ocoroblastion p— parfubular Ineriubukr odoniotidsio
N"rasss N rasos N rasas L] N° casos K casos N"asos N oo
AMELOGENESIS 14 o o 1 18 o o i
IMPERFECTA Al HIPOPLASICA
n=12 n=3
4 ] ] 4 4# o 0 4
Al HIPOMADURA
n=6
Al
HIPOCALCIFICADA - - - - 3 0 0 o
n=3
DENTINGGENESIS
IMPERFECTA ol
n=4 AISLADA, 0 0 0 0 0 1 0 1
n=2
0 ] ] i 0 o 0 1]
[
n=2
ODONTODISPLASI ooR 1 ] ] ] i o 0 1
A REGIONAL =3
n=3
CONTROLES CONTROLES EP 1 ] 2 EP 1 ] 2
N=2 A=z
TOTAL ] 1 o B ] 2 ] 11
A=l

Al = Amelogénesis Imperfecta; DI= Dentinogénesis Imperfecta ODR= Odontodisplasia
Regional; EP= Esmalte perdido; # = trazas o remanente menor a 10 micrones de matriz

de esmalte; ~ = sélo en algunas zonas de la muestra se observa inmunomarcacion; - =
ausencia de muestra.
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Tabla X. Dientes descalcificados analizados con técnica Inmunohistoquimica

para anticuerpo Dentina sialofosfoproteina (DSPP).

DETECCION INMUNOHISTOQUIMICA

CONDICION Bl DSPP LENDE 21 DSPP ah122321
DEL DIENTE DEPATOLOGIA [“iwide | pentive Dentina Pracesa P Dentina Process
esmalte i i i dontoblisti
N° casos N cascs N casos N casos eimale N° casos. N casos N casos
N° cases
AMELOGENESIS P 0 0 14 P 3+ 0 34+
IMPERFECTA Al HIPOPLASICA
n=12 n=3
S+ 6+ 0 B+ 1+ B+ 0 B+t
Al HIPOMADURA
n=6
Al
HIPOCALCIFICADA
n=3
DENTINOGEMESIS
IMPERFECTA ol
=3 AISLADA EP 0 0 0 EP 0 0 0
n=2
DI+ Ol
h=1 EP 1 0 0 EP 1 0 0
ODONTODISPLAS ODR
IA REGIONAL n=3 3 i+ 0 14 7 2+ 0 1+
n=3
CONTROLES CONTROLES EP 1+ 0 244 EP 1+ 0 244
N=2 n=2
TOTAL
n=20

Al = Amelogénesis Imperfecta; DI= Dentinogénesis Imperfecta ODR=

Odontodisplasia Regional; EP= Esmalte perdido; - = muestra agotada.
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FIGURA 11. DIENTES CON AMELOGENESIS IMPERFECTA, DENTINOGENESIS
IMPERFECTA, ODONTODISPLASIA REGIONAL Y DIENTESCONTROLES
DESCALCIFICADOS ANALIZADOS POR TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA PARA
DETERCTAR EXPRESION DE AMELX C-19.

Muestra agotada
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Fig. 11. Dientes descalcificados analizados por técnicainmunohistoquimica
para detectar AMELX C-19 con aumento 40x con: A. Al Hipoplasica, nétese el
esmalte perdido y la dentina normal. B. Al Hipomadura (dt), se observa un escaso
remante de matriz de esmalte y tibulos dentinarios con direccion normal. C. Al
Hipocalcificada (dt), Muestra agotada. D. ODR (dt), se observa escasa matriz de
esmalte muy irregular. E. DI (dp), se observa matriz de esmalte perdido y escasa
presencia de tabulos dentinarios. F. DI + Ol (dt), se observa matriz de esmalte
perdido por descalcificacion y nula presenta tubulos dentinarios. G. Control (dt),
se observa esmalte perdido y dentina con tibulos de grosor y direccién normal.
H. Control (dp) se observa esmalte perdido y dentina con tubulos de estructura

normal. e=esmalte, d=dentina.
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Fig. 12. Dientes descalcificados analizados por técnicainmunohistoquimica
para detectar AMELX F-11 con aumento 40x con:A. Al Hipoplasica, nétese el

esmalte perdido y la dentina normal. B. Al Hipomadura (dt), se observa un escaso
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remante de matriz de esmalte y tbulos dentinarios con direccién normal.C. Al
Hipocalcificada (dt), se observa matriz de esmalte positiva para AMELX-F11..D.
ODR (dt), se observa escasa matriz de esmalte muy irregular.E. DI (dp), se
observa matriz de esmalte perdido y escasa presencia de tubulos dentinarios. F.
DI + Ol (dt), se observa matriz de esmalte perdido por descalcificacion y nula
presenta tlbulos dentinarios.G. Control (dt), se observa esmalte perdido y
dentina con tubulos de grosor y direccién normal. H. Control (dp) se observa
esmalte perdido y dentina con tlbulos de estructura normal. e=esmalte,
d=dentina.

FIGURA 13. DIENTES DESCALCIFICADOS CON AMELOGENESIS IMPERFECTA,
DENTINOGENESIS IMPERFECTA, ODONTODISPLASIA REGIONAL Y
DIENTESCONTROLES DESCALCIFICADOS ANALIZADOS POR TECNICA
INMUNOHISTOQUIMICA PARA DETERCTAR EXPRESION DE DSPP LFMb 21.
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MUESTRA AGOTADA

Fig. 13. Dientes descalcificados analizados por técnicainmunohistoquimica
para detectar DSPP LFMb 21 con aumento 40x con: A.Al Hipoplasica, nétese
el esmalte perdido y la dentina normal. B. Al Hipomadura (dt), se observa tlibulos
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dentinarios con direccién normal.C. Al Hipocalcificada (dt), Muestra agotada. D.
ODR (dt), se observa escasos tubulos dentinarios con grosores alterados.E. DI
(dp), se observa escasa presencia de tlbulos dentinarios con grosores
irregulares.F. DI + Ol (dt), se observa nula presencia de tibulos dentinarios.G.
Control (dt), se observa tabulos de grosor y direccion normal. H. Control (dp) se

observa dentina con tabulos de estructura normal. e=esmalte, d=dentina.

FIGURA 14. DIENTES CON AMELOGENESIS IMPERFECTA, DENTINOGENESIS
IMPERFECTA, ODONTODISPLASIA REGIONAL Y DIENTESCONTROLES
DESCALCIFICADOS ANALIZADOS POR TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA PARA
DETERCTAR EXPRESION DE DSPP ab122321
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MUESTRA AGOTADA




Fig. 14. Dientes descalcificados analizados por técnicainmunohistoquimica
paradetectar DSPP ab122321 con aumento 40x con:A. Al Hipoplasica, nétese
el esmalte perdido y la dentina normal. B. Al Hipomadura (dt), se observa tibulos
dentinarios con direccion normal.C. Al Hipocalcificada (dt), Muestra agotada. D.
ODR (dt), se observa escasos tubulos dentinarios con grosores alterados.E. DI
(dp), se observa escasa presencia de tubulos dentinarios con grosores
irregulares.F. DI + Ol (dt), se observa pocos tubulos de diametros diferentes.G.
Control (dt), se observa tubulos de grosor y direccion normal. H. Control (dp) se

observa dentina con tubulos de estructura normal. e=esmalte, d=dentina.
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5.4 CONFORMACION ULTRA ESTRUCTURAL DE ESMALTE Y DENTINA DE
DIENTES DE PACIENTES CON AMELOGENESIS IMPERFECTA,
DENTINOGENESIS IMPERFECTA Y ODONTODISPLASIA REGIONAL CON
DIENTES CONTROLES SANOS

Del total de muestras donadas, se analizaron 27 dientes con la técnica de

Microscopia Electrénica de Barrido (MEB), 20 dientes primarios y siete dientes
permanentes, con el proposito de observar la conformacion ultraestructural de
los dientes.

Dientes con Amelogénesis Imperfecta: Se estudiaron 12 dientes de pacientes
con Amelogénesis Imperfecta, de los cuales tres dientes primarios fueron del tipo
Al Hipoplasica, seis dientes primarios del Tipo Al Hipomadura y dos terceros
molares y un molar primario con Al Hipocalcificada.

Al Hipoplasica: Cuando estudiamos esmalte, el méximo grosor observado en la
zona proximal de los dientes primarios fue de 0,72 mm. De los tres casos
observados, en dos se observo prismas irregulares y en uno de ellos se observo
una estructura amorfa sin prismas (Figura 15A y 16A).En La dentina se observo
una disposicion de los tubulos similar a la de dentina normal (Tabla XI).

Al Hipomadura: Al observar esmalte en MEB, el grosor en zona proximal mostré
una mediana es de 0,7 mm. En los seis dientes se observé presencia de prismas
de estructura regular. En dentina, la disposicién de los tdbulos fue normal en las
seis muestras (Figura 15B, Tabla XI).

Al Hipocalcificada: Tanto en los dientes permanentes como en el diente primario
el esmalte observado en los dos terceros molares con MEB, presento estructura
prismatica. Uno de los molares permanentes mostré adelgazamientos que daban
imagen de “cuentas de collar” a los prismas (Figura 15C y 16C). La dentina
presenté morfologia dentro de rangos normales (Tabla XI).

Dientes con Dentinogénesis Imperfecta:Se analizaron tres dientes, de los
cuales correspondieron a un premolar con DI aislada y dos dientes primarios,un

molar y un incisivo asociados a Osteogénesis Imperfecta.
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Dentinogénesis imperfecta aislada: El premolar con DI aislada, presentd dentina
con escasos tubulos con direcciones irregulares, sin paralelismo entre si y con

un didmetro menor a los controles, con una mediana de 2,2 um (Tabla XI).

Dentinogénesis imperfecta asociada a Ol: En los dos dientes con DI asociada a
Ol se observé escasos tubulos dentinarios con amplias variaciones de sus
didmetros, incluso algunos de formas que semejaban lagunas 6seas. En uno de
los casos, en el tercio externo de la dentina, se identificd presencia de tabulos
con curvaturas en forma de “U” con el area convexa hacia el limite
amelodentinario (Figura 15F y 16F, Tabla XI).

Dientes con Odontodisplasia regional: De los tres dientes donados con ODR,
un diente primario se proceso para estudiar en MEB. En esmalte se observo que
el grosor fue de 0,27 mm y una estructura irregular, con escasas zonas que
presentaban una estructura tipo prismas con ondulaciones multiples y de escaso
radio. En dentina, los tdbulos presentaron amplia variacién de diametros con una
maxima de 10 um y el diametro minimo de 1,5 um, los tdbulos se observaron
rectos solamente en tercio externo coronario y se observaron de disposicion
irregular en otras areas (Figuras 15D y 16D, Tabla XI).

Dientes controles sanos: Se estudiaron 11 dientes controles sanos, tres
molares permanentes correspondientes a terceros molares y un premolar, siete
dientes primarios correspondientes a un incisivo, un canino y cuatro molares. Con
MEB se observé la ultraestructura normal descrita en esmalte, los prismas
presentaron una disposicién normal al igual que los tabulos dentinarios. (Figura
15G-H, Tabla XI).
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Tabla Xl.Dientes observados con Microscopia Electrénica de Barrido. MEB

. e — | Ezsmalte | Dentina
[13 pEpaToLoGl: | DENTICION Grosor Grogor | Fresenca | Diamein. Démeto lEmefode | Diameln | Disposidd
b TE M. deprismas | prismas prismaz tibules detibuke | nrcemal
esmats asmalis wm um um um de tibuks
mm mm Mediana Madiana Medana Medana
Modiana Mediana irrga franga] (ramga) jrangs)
(range] irargol
oT | of oT oP oT 3 oT oP
Al Hipan@aica 3 0 3,15 - H 24° - 25" - 3
n=3 (0.1-0,72) (047 (2-5)
Al FTHipomadia | & ] 07" - 3 35% - F - 3
=12 n=g 0,53 (1,853 (1,1-5,5)
127)
A 1 2 15 16%* 3 45% 147 35% 35 3
leﬁ]ufmua [1-2) 11,6-2) (2,86,3) (1,7-6,3] (1-4) (1-5)
n=3
[V zidlada [ 1 - 0,52** 1 - 1,6 - 22" [
=1 {0,2-0,7) (1,34, {1,6-2,8)
=3 T con TF 2 0 0,44% - 2 5,52° - 625" - 0
n=2 10,3-0,58) [25-6) 10.7-12)
OO O0R 1 [] 0,27 - 1 27" - 57" - i
=i n=1 (0,151} 11.3-4) {1,510}
B S 0,62* 13°* 5% 3,7 1,9 ER 35" 5
(046-0.9) | {117-1.8) E 13355 (3.35,5] [1.3-5] (3-5) gue
Molares
DIENTES .
Tremdar 1 . s T N 13 " 7 g
51-_":!15 n=1 (0.7-1.2| (3.35.3) 12.1-3.1)
n= Tncsf 1 0,37 - 1* 45% - 45" - 1°
n=1 10.3-05) 13.65.3) (5.5-3,6)
Canio 1* 0,34 - 1* 4,6% - 33" - 1*
n=1 {0.3-0,6) 13.3-6) (1.3-4.5)
OTAL 20 7 26 3
n=1 -
Al = Amelogénesis Imperfecta; DI= Dentinogénesis Imperfecta ODR=

Odontodisplasia Regional. DT=Dientes temporales, DP=Dientes permanentes.

*= Resultado con dientes temporales; **=resultados con dientes permanentes
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FIGURA 15. DIENTES CON AMELOGENESIS IMPERFECTA, DENTINOGENESIS
IMPERFECTA, ODONTODISPLASIA REGIONAL Y DIENTES CONTROLES
OBSERVADOS EN MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO 1000x
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Fig. 15. Microscopia electronica de Barrido con aumento 1000x de dientes
con: A. Al Hipoplésica (dt) (molar), ndtese el esmalte de estructura amorfa y sin
prismas. B. Al Hipomadura (dt), se observa prismas de esmalte (punta de flecha).
C. Al Hipocalcificada (dp) (tercer molar extraido) esmalte dentario de grosor
normal con presencia de prismas (punta de flecha). D. ODR (dt), esmalte rugoso
e irregular con forma de arremolinado y dentina con tlbulos de didmetro variable.
E. DI (dp) Dentina con escasos tubulos dentinarios y algunos de diametros
variables. F. DI + Ol (dt), la dentina presenta tlbulos con diametro variable. G.
Control temporal (dt), esmalte de estructura prismatica normal. H. Control
permanente (dp) esmalte de estructura prismatica normal. Flecha blanca =Tubulo

dentario. Punta de flecha blanca = prismas del esmalte.
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FIGURA 16. DIENTES CON AMELOGENESIS IMPERFECTA, DENTINOGENESIS
IMPERFECTA, ODONTODISPLASIA REGIONAL Y DIENTES
CONTROLESOBSERVADOS EN MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO 500x
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Fig. 16. Microscopia electrénica de Barrido con aumento 500x de dientes
con: A. Al Hipoplasica (dt) (molar), notese el esmalte de estructura amorfa y sin
prismas. B. Al Hipomadura (dt), se observa zonas sin prismas de esmalte (punta
de flecha). C. Al Hipocalcificada (dp) (tercer molar extraido) esmalte dentario de
grosor normal con presencia de prismas (punta de flecha). D. ODR (dt), limite
amelodentinario con dentina de tlbulos de didmetro variable. E. DI (dp) Dentina
con escasos tubulos dentinarios y algunos de didmetro menor. F. DI + Ol (dt),
presenta tubulos escasos. G. Control temporal (dt), esmalte de estructura
prismatica normal. H. Control permanente (dp) esmalte de estructura prismatica
normal. Flecha blanca =Tubulo dentario. Punta de flecha blanca = prismas del

esmalte.
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6. DISCUSION

En el presente trabajo se estudié un conjunto de condiciones patoldgicas que
incluye las Amelogénesis Imperfectas, Dentinogénesis Imperfecta y
Odontodisplasia regional. Estas patologias han sido estudiadas, describiendo sus
fenotipos clinicos, caracteristicas radiograficas y andlisis genéticos (Witkop,
1989, Crawford 2007, La Dure-Molla 2015, Rashidian y cols. 2013). Sin embargo,
existen escasos reportes respecto a las modificaciones morfoldgicas a nivel
histopatoldgico, ultra estructural e inmunoquistoquimico de cada una de estas
condiciones patoldgicas.

Diagndstico de los pacientes

Cada uno de estos pacientes participantes en el estudio fue diagnosticado
previamente a través de andlisis clinico, radiogréfico y genealdgico, examinando
al maximo de familiares que fue posible. En el andlisis clinico se consulté por
infecciones frecuentes, laxitud de piel y articulaciones u otras alteraciones que
sugieran una condicién sindrémica, que se excluyeron, salvo osteogénesis
imperfecta, y se descarté consumo excesivo de flior o consumo de antibiéticos
como penicilina u otras alteraciones ambientales que explicaran los cambios de
coloracion de los dientes (Klein y cols. 2013, Chetty y cols. 2016, MacDougall y
cols. 2006).

Diagnéstico de Al

Para el diagnostico de amelogénesis imperfecta se empled los criterios y
clasificacion de Witkop (1989), esta decision se bas6 en que hasta el dia de hoy
es la clasificacibn méas usada y porque se basa en el fenotipo clinico-radiografico
y lo relaciona con su patron de herencia, aspectos que pudimos determinar en
todos los casos estudiados. Aun cuando se han propuesto varias clasificaciones
nuevas, muchas de estas consideran ademas del modo de herencia y fenotipo la
identificacion de las mutaciones y/o resultado bioquimico para especificar el
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diagnéstico (Crawford y cols. 2007, Nusier 2004), informacién disponible sélo
para algunos de nuestros casos.

Diagnéstico de DI

Para el diagnéstico de los pacientes con Dentinogenesis Imperfecta se
empled los criterios de Hart (2007) que clasifica los desérdenes dentinarios en
dos grandes grupos: DI y Displasias dentinarias. Hart describié que en las DI las
alteraciones clinicas e histoldgicas de los dientes son similares en las DI tipo |
gue son las asociadas a osteogénesis imperfecta y las DI tipo Il que son aquellas
no sindrémicas. Se decidié emplear esta clasificacion ya que con las diferentes
técnicas empleadas esperdbamos encontrar diferencias en la estructura o la
presencia de proteinas como DSPP que nos permitieran diferenciar los dientes
en cada tipo de alteracion. Otras clasificaciones de desérdenes del desarrollo
dentinario consideran principalmente aspectos clinicos y moleculares para
diferenciarlas, describiendo una graduacion de la expresion clinica compleja y
subjetiva (La Dure-Molla 2015 y Chetty y cols. 2016).

Diagnostico de ODR

En el caso de la ODR, la paciente no presenta una alteracion sindrémica
asociada, lo que ha sido descrito previamente por varios autores (Neville 4° Ed.
2009). Los dientes afectados presentaron las alteraciones descritas por
Rashidian para su diagnostico, como ser dientes clinicamente pequefios,
estriados, hipoplasico e hipocalcificado, con una coloraciéon marrén o amarillento,
afectando a un solo cuadrante que tiene presentacion unilateral, condicién que
rara vez atraviesa la linea media (Rashidian y cols. 2013).

Dientes donados

En esta tesis se utilizaron dientes donados directamente por los pacientes
gue correspondieron principalmente a dientes primarios exfoliados y terceros
molares que requirieron exodoncia por motivos ortodoncicos, Todos estos
pacientes o sus padres autorizaron el estudio morfol4gico de los dientes firmando

un consentimiento informado o un asentimiento en el caso de menores de edad
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entre 12 y 17 afios, los que fueron revisados por el Comité de ética de la Facultad
de Odontologia, cumpliendo los criterios de la convencion de Helsinsky

(Declaracién de Helsinsky, 2000).

Estos dientes fueron cortados en sentido longitudinal desde la cuspide al
apice o zona cervical con orientacién vestibular-lingual/palatal, obteniendo en la
mayoria de los casos tres fragmentos de cada diente con superficies de corte que
mostraban esmalte y dentina y en los casos de dientes permanentes
adicionalmente cemento radicular. Cada uno de estos fragmentos fueron
analizados y comparados mediante tres grupos de técnicas: a) dientes sin
descalcificar con cortes por desgaste que se observaron con microscopia de luz
corriente y con filtros de luz polarizada, b) dientes descalcificados estudiados con
tincion corriente de hematoxilina-eosina y con técnicas inmunohistoquimicas para
evaluar amelogenina y DSPP y c) se realiz6 andlisis ultraestructural con

microscopia electronica de barrido.

La técnica de cortes por desgaste con luz corriente y polarizada de dientes
sin descalcificar actualmente se emplea para estudios con mdltiples objetivos,
tales como la histopatolologia del esmalte en caries dental (Ekstrand 1997)
alteraciones ambientales del desarrollo del esmalte (Sabel 2010), con fines
arqueoldgicos (Antoine 2008), forenses (Hurnanen 2017) etc. Esta técnica
permite evaluar principalmente la estructura primaria de esmalte y dentina y una
de sus ventajas es que permite identificar zonas de menor calcificacion tanto en
esmalte como en dentina (Nanci 2004). Adicionalmente, los cortes por desgaste
permiten estudiar la bandas de Hunter Schreger, las cuales se consideran un
fenémeno optico visualizado en la superficie de esmalte de un diente cortado o
fracturado observado bajo luz reflectada (Lynch 2011). Actualmente se sugiere
gue la apariencia de las bandas de Hunter Schreger esta relacionada con

decusaciones sincrénicas de los prismas del esmalte en el plano horizontal
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(Osborn 1990). Lynch concluyd que las bandas de H-S han evolucionado para
optimizar la resistencia a la atricion, abfraccién y fractura dentaria, por lo que la

ausencia de estas bandas podria explicar una mayor fragilidad del esmalte.

La técnica histopatolégica para estudio de dientes descalcificados se
emplea frecuentemente en histopatologia con fines de diagnéstico de biopsias de
tejidos calcificados tales como hueso, dentina y cemento radicular. Debido a que
el esmalte dentario presenta el mayor porcentaje de cristales de hidroxiapatita de
todos los tejidos o matrices extracelulares calcificadas de los seres humanos,
generalmente no se emplea para estudio de esmalte de dientes sanos ya que al
descalcificar estas muestras se pierde esta matriz extracelular (Nancy 2004). Sin
embargo, para el estudio de patologias de esmalte con disminucién significativa
de la mineralizacion y en tumores odontogénicos ha demostrado ser Util e incluso
se ha descrito estudios inmunohistoquimicos en esta matriz que permiten
identificar proteinas del esmalte como amelogenina (Urzda 2015, Yagishita
2001).

La técnica de MEB permite estudiar ultra estructura de tejidos dentarios
con alta magnificacion lo que permite analizar con gran detalle la forma,
arquitectura y direccion de los prismas del esmalte y, ademas podemos observar
con esta técnica los tlbulos dentinarios, viendo la densidad, diametros y direccion
de los tdbulos. Se ha demostrado que MEB es muy (til ya que permite observar
tubulos gigantes y determinar con mayor exactitud los didmetros ademés de
formas irregulares (Lindau y cols. 1999, Majorana y cols, 2010, Gjorup y cls,
2009).
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6.1 AMELOGENESIS IMPERFECTA

Las Al presentan una gran diversidad fenotipica y su estructura ha sido
estudiada principalmente a través de técnicas por desgaste con luz corriente y
luz polarizada y MEB (Urzua 2015, El-Sayed 2010, Nusier 2004, Wright 2009).
Los cortes por desgaste permiten estudiar la bandas de Hunter Schreger, las
cuales se consideran un fendmeno 6ptico visualizado en la superficie de esmalte
de un diente cortado o fracturado observado bajo luz reflectada (Lynch 2011).
Actualmente se sugiere que la apariencia de las bandas de Hunter Schreger
estan relacionadas con decusaciones sincronicas de los prismas del esmalte en
el plano horizontal (Osborn 1990). Lynch concluyd que las bandas de H-S han
evolucionado para optimizar la resistencia a la atricion, abfraccion y fractura
dentaria.

En el presente estudio en las Al Hipoplasicas (AIHP) ademas de la
disminucion de grosor que fue observada con cortes por desgaste y microscopia
electrénica de barrido observamos presencia de estructura prismatica en dos
casos y ausencia de estructura prismatica en un caso. En el estudio de Nusier y
cols. estudiaron nueve familias con Al, de las cuales cinco presentaban Al
Hipoplasica. En estos cinco casos clinicamente encontraron una familia con
esmalte delgado rugoso, otra con esmalte delgado liso, otra familia con esmalte
con hoyuelos y dos familias con esmalte muy delgado o perdido en los tercios
incisal o medio. Solo en una de las familias con pérdida de esmalte estudiaron la
estructura del esmalte, donde observaron estructura prismética con MEB. (Nusier
y cols). Por otro lado, Wright y col (2009) observaron en dos pacientes con Al
hipoplasica en los que identificaron mutaciones de los genes AMEL y ENAM que
el esmalte presentaba menor grosor y disrupcién de la estructura prismatica. Por
lo tanto, es muy probable que existan otros genes mutados asociados a las AIHP
en gue se observa disminucion de grosor del esmalte con presencia de estructura
prismatica, tal como los caso reportados por Nusier y el presente estudio.
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Los casos de Al hipomadura, en el presente estudio al ser analizados con cortes
por desgaste se observd grosor normal con pérdida translucidez, y con luz
polarizada se observd disminucién de birrefringencia en dos de seis casos y
ausencia en los cuatro restantes y presencia de Bandas de Hunter Schreger
difusas. Resultados similares observé Poulter 2014, quien al estudiar la
estructura de dientes con Al hipomineralizada y mutacion del gen ITGB6,
observaron clinicamente esmalte hipomineralizado con numerosos hoyuelos o
fositas, en los que al ser analizados con microtomografia computarizada
(microCT) observaron desgaste de las clspides y desprendimiento del esmalte
dejando dentina expuesta. Adicionalmente observaron &reas con menor
densidad mineral en el esmalte cuspideo cercano al limite amelodentinario. Con
MEB, este autor observdé numerosos hoyuelos y zonas prisméaticas irregulares
con bandas de H-Sch difusas, ademés la capa interna del esmalte estaba
estructuralmente anormal con pérdida de la organizaciéon prismética. Por otro
lado, El-Sayed el afio 2011 estudié una familia con Al hipomadura con una
mutacién en el gen WDR72 encontrando con MEB estructura prismética normal

general, pero la zona interprismatica estaba mas marcada que los controles.

Las Al Hipocalcificadas en nuestro trabajo, presentaron grosor normal con
presencia de estructura prismatica. Segun el analisis en microscopia 6ptica de
cortes por desgaste observados en pacientes afectados con Al hipocalcificada
mostraron mantencion de la estructura prismatica (Urzuay cols. 2015). Con MEB
pudimos observar que en uno de los casos analizados en nuestro estudio con Al
hipocalcificada mostré6 en un tercer molar de un paciente vardn estructura
prismatica con adelgazamientos que daban imagen de “cuentas de collar’,
reportado previamente con mutacion de FAM83H (Urzta 2015). En estudios en
familias con Al hipomadura donde también demuestran la mutacion en FAM83H,
observaron con MEB en dientes cortados longitudinalmente, estructura

prismatica en menor ndmero, areas inter prismaticas amplias y zonas con
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fracturas, rupturas y colapso de prismas. Este mismo autor observd en un tercer
molar impactado, que la dentina presentaba dentina peritubular ensanchada y
tubulos dentinarios estrechos u obliterados. (Zhang 2015). En otros estudios en
Al hipocalcificada con MEB, al analizar superficie de esmalte sin cortar ni fracturar
se observo extensa desorganizacion con estructura irregular y superficie rugosa,
desprendimiento de esmalte post erupcion dentaria y en el fondo de las
depresiones observaron &reas tipo coral de aprox. 3-4 micrones de longitud.
(Gjorup y cols. 2009). En el analisis ultraestructural de dientes deciduos
afectados con Al hipocalcificada en una familia con una mutacion en FAM83H,
se reportd pérdida de esmalte post erupcion, prismas irregulares y de mala

calidad cubiertos por material amorfo. (El-Sayed 2010 y cols).

Con el andlisis histoldgico de dientes descalcificados y procesados para
técnica de rutina (H-E) se observo que en la mayoria de los casos el esmalte se
perdi6 después del proceso de descalcificacion, pero en algunos casos de Al
hipocalcificada se encontré6 matriz de esmalte con &reas prisméticas y areas
amorfas sin estructura prismatica. Los tubulos dentinarios en los tres tipos de Al
presentaron una direccion y densidad similar a controles sanos. En un estudio
del presente equipo de trabajo, en el que se realizo andlisis histopatoldgico de
rutina con tincién H-E reveld la persistencia de materia organica en el esmalte
afectado, después del proceso de descalcificacion en dientes con Al

hipocalcificado (Urzua y cols 2015).

En el andlisis inmunohistoquimico de nuestro estudio, dientes con Al
hipocalcificada se encontr6 marcada expresion de AMELX F-11. Segln un
estudio del presente equipo de trabajo donde se analiz6 la expresion de
amelogenina, en un paciente con una mutacién en el gen FAM83H revelan un

intenso marcaje tanto en interior como en la periferia de los prismas de esmalte,
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mientras que en otro paciente sin esta mutacion se observd un marcaje solo en
la periferia de los prismas (Urzua y cols. 2015).

6.2 DENTINOGENESIS IMPERFECTA

Con relacion a dientes de pacientes con DI aislada y DI asociada a Ol,
nuestros resultados revelaron que en ambas condiciones la dentina presentaba
escasos tubulos dentinarios, sin paralelismo entre ellos, con mayor nimero de
ramificaciones y abundante dentina interglobular; mientras que el esmalte

presentaba mdltiples fisuras o se habia desprendido lo que dificult6 su analisis.

En casos de Ol, Anderson encontré diversidad en la expresividad de
dentinogénesis imperfecta, él describié casos de pacientes con Ol tipo | més DI
y de pacientes con Ol tipo Ill mas DI cuyos dientes primarios en cortes por
desgaste presentaban una dentina con tubulos dentinarios con amplia variacién
en el didmetro y multiples ramificaciones, adicionalmente en pacientes con Ol
tipo 1l observé lagunas celulares, mientras que en otros pacientes con Ol
encontrd dentina con estructura histolégica normal (Andersson y cols. 2017).

En el presente estudio en un caso de Ol con DI observamos en el tercio
externo de la dentina, estructuras tubulares con curvaturas en forma de “U” con
el area convexa hacia el limite amelodentinario. Varios autores han observado
estructuras curvas tipo canal o tipo inclusion vascular similares a las observadas
por nosotros. Lindau y col. describieron en dientes permanentes y primarios de
pacientes con Ol tipo I, lll y IV tubulos dentinarios gigantes e inclusiones “tipo
vaso sanguineo” similares a las observadas por nosotros(Lindau 1999).De Coster
encontré en pacientes con Ol y DI con mutaciones en COL1A1 areas de dentina
con apariencia normal alternada con areas de dentina atubular con “estructuras

tipo canal” (De Coster 2007), los que también fueron descritos por Majorana
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2010.Por otro lado, Davis también describe en tres familias danesas con DI
aislada tubulos dentinarios con didmetro parecido al de los capilares y que los
tibulos mas anchos estaban donde se formaba la dentina primaria (Davis y cols.
2015). Se ha descrito una amplia variacion en la estructura de la dentina de
pacientes con Ol afectados con DI, si bien la mayoria de los autores describe
escasos tubulos dentinarios con presencia de tlbulos dentinarios gigantes, en
otro analisis con MEB de terceros molares afectados con DI en pacientes con Ol,
se observo que los tubulos dentinarios tenian didmetro reducido y se encontraban
en zonas de dentina con aspecto globular (Silveira y cols. 2008).0tros autores
describen &reas tubulares irregulares con ondulaciones, variaciones de didmetro
y multiples ramificaciones (Vital 2012) similares a las observadas en el presente
trabajo.

Similar a la abundante dentina interglobular observada por nosotros en
dientes de pacientes con Ol, son los hallazgos de Taleb quien ademas observo
gue ellimite amelodentinario se caracterizaba por una falta de festoneado (Taleb
y cols. 2018). Lindau 1999, observé en dientes de pacientes con la misma
condicion que el limite amelo-dentinario presentaba en un alto porcentaje una

union lisa 'y en pocos casos este limite era festoneado.

En el presente trabajo de investigacion observamos en los dientes
afectados por DI aislada escasos tubulos dentinarios con direcciones irregulares
y &reas con alto porcentaje de dentina interglobular. Similares hallazgos reporta
Devaraju y col 2014, quienes en cortes por desgaste observaron tubulos

irregulares y aumento de dentina interglobular.

En nuestro estudio en los dientes afectados por DI aislada, encontramos

ademas del menor nimero de tubulos dentinarios un menor diametro de los
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tubulos dentinarios en un premolar de un individuo adulto, por lo que este menor
diametro de los tibulos dentinarios podria atribuirse al envejecimiento dentario
mas que a la condicion en estudio (Gémez de Ferrais).

En otros estudios que analizaron con MEB en un caso de DI aislada,
observaron ausencia de paralelismo entre prismas de esmalte ademas de
alteraciones de los tubulos dentinarios tales como reduccion en la cantidad,

obliteracion de estos o tubulos de hasta 10 um de diametro (Gama y cols. 2017).

Con relacion a los hallazgos de inmunohistoquimica con anticuerpos anti
DSPP nosotros observamos una gran diferencia entre los casos con DI aislada,
DI asociada a Ol y los controles. En los casos de DI aislada no se observo
inmunomarcacion con ninguno de los dos tipos de anticuerpo anti DSPP,
mientras que en los casos de Ol con DI ambos anticuerpos marcaron los escasos
tubulos dentinarios presentes y de manera muy llamativa los tdbulos dentinarios
gigantes que se marcaron no solo en la zona peritubular sino también en forma
difusa la periferia de estos tabulos. A nuestro entender este es el primer estudio
gue compara la inmuno marcacién de DSPP en dientes humanos con DI en
pacientes con y sin Ol. En pacientes con Ol y dentina estructuralmente anormal,
se ha realizado inmunomarcacién para colageno | encontrdndose una tincion
heterogénea en las areas de dentina patoldgica circumpulpar (De Coster 2007)
con una distribuciéon similar a la observada por nosotros al marcar DSPP.En
dientes de pacientes con Ol, Majorana 2010 empleando inmunofluorescencia
encontré colageno Ill, el que normalmente sélo se encuentra en dentina reactiva.
Este mismo autor en el afio 2014, realiz6 un analisis inmunohistoquimico
marcando colageno | y VI en dientes de pacientes con Ol y observé una
estructura fibrilar desorganizada, con una marcacion de colageno | menos
uniforme y con mayor reactividad de coldgeno VI que los dientes normales. Los

hallazgos de estos autores mas los nuestros sugieren que los pacientes con Ol
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con dentina estructuralmente anormal tendrian fibras de colageno | y DSPP
distribuido en forma heterogénea en torno a tlbulos gigantes ademas de mayor

presencia de colageno Il y VI que los controles.

6.3. ODONTODISPLASIA REGIONAL

En el presente trabajo los tres dientes afectados por ODR, presentaron el
esmalte y la dentina con grosor disminuido y aspecto irregular. El esmalte con
forma arremolinada, presentaba curvaturas muy marcadas y muy irregulares, lo
que fue evidente en las muestras estudiadas con cortes por desgaste, con técnica
histoldgica de rutina en muestras descalcificadas y con MEB. La dentina presenté
alteraciones como abundante dentina interglobular y tibulos de diametros muy
variables. Hallazgos importantes se observaron inmunohistoquimica, donde al
analizar el abundante material organico remanente en el esmalte después de
descalcificar los dientes presentaron intensa marcacion con anticuerpo anti

amelogenina.

En el estudio de un paciente que presentaba un caso raro de ODR, debido
a que los dientes afectados correspondian a zona anterior maxilar cruzando la
linea media, en corte por desgaste observaron que el esmalte presentaba grosor
variable con areas hipoplasicas e hipocalcificadas provocando una superficie
irregular, la dentina era delgada y los tabulos eran reducidos en namero y con
forma tortuosa. La misma muestra, al ser analizada con microscopia 6ptica con
técnica histolégica corriente y tincién H-E, estos autores observaron un esmalte
anormal y delgado y dentina con zonas atubulares con un espacio pulpar amplio
(Kappadi y cols). En nuestro estudio vimos similares caracteristicas a nivel
dentinario, pero adicionalmente presencia de abundante dentina interglobular y

tubulos dentinarios de didmetros variables de hasta 10 um en dientes primarios,
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siendo algunos incluso gigantes con relacion a otros.. Adicionalmente,
observamos un esmalte con prismas de aspecto arremolinado

En otro andlisis observaron en microscopio Optico, que los dientes
descalcificados tefiidos con H-E, presentaban dentina interglobular y presencia

de material amorfo en predentina (Gurunathan y cols.).

Carlos y cols. analizaron dos casos con ODR, encontrando en ambos
casos que tanto esmalte como dentina tenian grandes alteraciones incluyendo
hipomineralizacion y descoloracion en la estructura coronaria. En el andlisis ultra
estructural de estos casos, observaron alteraciones de la superficie prisméatica y
surcos dentinarios con presencia de dentina interglobular, también los autores
demostraron que la dentina presentaba alteracion en densidad, tamafio y
orientacion de los tubulos dentinarios (Roman Carlos y cols).

Las Amelogénesis imperfectas, Dentinogénesis imperfectas vy
Odontodisplasia  regional presentan alteraciones  estructurales vy
ultraestructurales particulares a cada una de ellas, por lo que el estudio
histopatoldgico, inmunohistoquimico y ultraestructural puede ser de alta
relevancia en el diagnostico diferencial de estas patologias. El conocimiento de
las alteraciones estructurales de los dientes tiene gran relevancia en
Odontologia, ya que contribuye al diagnostico preciso de cada una de estas
patologias y sus variaciones, lo que por un lado permite correlacionar estos
cambios con las mutaciones descritas para comprender la etiopatogenia de estas
condiciones y contribuir a tomar medidas preventivas, asi como buscar terapias
odontoldgicas especificas para proteger y/o restaurar las estructuras dentarias

alteradas.
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7. CONCLUSIONES
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1.

Las Al hipoplasicas presentan un esmalte de grosor delgado con
estructura prismatica anormal o ausente. En dentina la estructura y la
presencia de DSPP se observoé similar a los controles sanos.

En Al hipomadura se observé un grosor normal pero con pérdida de
traslucidez observados con la técnica corte por desgaste analizados en
microscopio Optico con luz corriente y filtros de luz polarizada. La dentina
presentd una estructura e inmunomarcacion de DSPP similar a los
controles sanos.

Al hipocalcificada present6 un grosor normal con estructura prismatica, las
muestras descalcificadas presentaron inmunomarcacion de AMELX en
matriz de esmalte. El analisis ultra estructural presento, en un caso, zonas
de prismas parecidos a “cuencas de collar’. En dentina la estructura y la
presencia de DSPP se observo similar a los controles sanos.

Los casos de DI aislada presentaron disminucion en densidad de los
tubulos dentinarios, pérdida de paralelismo entre ellos y variaciones en los
diametros.

La DI asociada a Ol, presenté zonas de dentina con escasos tubulos de
diametros variables, algunos de gran tamafio o con curvaturas en forma
de “U”. Con anticuerpo anti DSPP se observd intensa marcacion en

dentina peritubular y en el interior de tdbulos dentinarios irregulares.
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6. Los dientes del paciente con ODR presentaron un esmalte delgado con
aspecto arremolinado y dentina delgada con zonas atubulares y zonas con
alteracion en tamafio y forma de tubulos dentinarios y abundante dentina

interglobular.



8. RESUMEN

TENIDO | TECNICA DE AMELOGENESIS IMPERFECTA DENTINO ODONTODISPLASIA
ANALISIS GENESIS REGIONAL
IMPERFECTA
AlHlp Hipom Hp calci
100 % Grosor Grosor Fracturay Areas de esmalte
MICROSCOPIA | disminucion de mantenido. mantenido pérdida de Hipoplisica e
GPTICA grosor. Mantencidn Mantencién esmalte Hipocalcificada y
CORTES POR Prismas estructura estructura coronario. prismas con una
DESGASTE irregulares o prismatica. prismdtica. direccién y grosor
ausentes. irregular.
ESMALTE | MmICROSCOPIA | 67 % de casos 32 % de casos | Ningun caso 32% de casos Presencia de
Lz con con con con birrefringencia en el
POLARIZADA birrefringencia birrefringencia | birrefringencia | birrefringencia Unico caso.
CORTES POR
DESGASTE
MICROSCOPIA | Pérdida de Remanente de | Presencia de Pérdida de Areas de esmalte muy
OPTICA matriz de matriz de amelogenina, matriz de irregular y de forma
INMUNOHIST | esmalte. esmalte DSPP ausente esmalte. tortuosa.
oquimica en esmalte
MICROSCOPIA | Pérdida de Escaso Persiste Pérdida de Escasa matriz de
GPTICA matriz de remanente de | matriz de matriz de esmalte muy irregulary
TINCION H-E esmalte. matriz de esmalte con esmalte. sin prismas.
esmalte estructura
prismdtica
separada de la
MICROSCOPIA | Grosor Grosor normal | dentina Esmalte de Grosor de esmalte
ELECTRONICA disminuido, con | con prismas Grosor normal | grosor normal disminuido, esmalte
DE BARIIDO esmalte amorfo con prismas con fisura irregular, rugoso y sin
¥ sin prismas en adelgazados y prismas.
un caso. dan imagen
de cuentas de
collar.
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MICROSCOPIA | 100% de 100% de 100% de Tabulos Dentina delgada,
opmICA Tibulos tibulos tibulos dentinarios muy | ndmero reducido de
CORTES POR dentinarios de normales en normales en E5CA505, CON tibulos dentinarios y de
DESGASTE grosar, grosar, grosar, distribucidn forma tortuosa. Dentina
didmetro y paralelismoy | paralelismoy | desorganizada. | amorfa o con dentina
paralelismo didgmetro, 64 didmetro, 33 interglobular
DENTINA normal 32 % de | % con dentina | % con dentina
casos con interglobular interglobular
dentina
interglobular.
MICROSCOPIA | Mo hay No hay | Mo hay | Mo hay | Presencia de
Lz presencia de presencia  de | presencia  de | presencia de | birrefringencia en el
POLARIZADA birrefringencia birrefringencia | birrefringencia | birrefringencia unico caso
CORTES POR
DESGASTE
MICROSCOPIA | Se encontrd 64 % de | Megativo para | Tdbulos Muy Escaso para
opPTICA poca expresidn | expresidn con | amelogenina y | dentinarios amelogenina y 67 % de
INMUNOHIST | de DSPP no amelogenina y | no hay registro | ausentes ¥ | marcacidn para DSPP
oquimica expresion de 100 % de | de DSPP ya | negativo para
amelogenina expresion  de | que estdn en | amelogenina
D5PP proceso de | escaso para
descalcificacid | DSPP
n
MICROSCOPIA | 100% Tdbulos 100% Tubulos | 100% Tubulos | Muy escasa 100% de presencia de
OPTICA dentinarios de dentinarios de | dentinarios de | presencia de dentina interglobular.
TINCION H-E diametro y didgmetro y diametro y tabules ¥
paralelismao paralelismao paralelismao presencia de
narmal. narmal y 50 % | normal. dentina
de dentina interglobular .
interglobular.
MICROSCOPIA | Tibulos con Tibulos Tibulos con Tabulos con Tdbulos con amplia
ELECTRONICA | disposicidn normales en didmetro curvaturas en variacidn de didmetros.
DE BARRIDO' similar a disposician y normal y forma de Uy en
dentina normal | digmetro. disposicion escaso ndmera
recta.
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10. ANEXOS
ANEXO 1
FICHA CLINICA

N°
Fecha: / /

FICHA CLiNICA

A. ANAMNESIS ESTADISTICA
Nombre completo:

Fecha de nacimiento:_ /_/ Edad:_ Sexo:M F RUT:
Direccion actual:

Fono Fijo: Fono celular:

Ocupacion: Nivel educacional

Lugar (es) de Residencia(s) durante la vida:

B. ANAMNESIS REMOTA FAMILIAR
1. Enfermedades sistémicas: SI NO

Mama Papa

Alteraciones embarazo Labio fisurado
Rubéola Rubéola

Raquitismo Raquitismo
Radiacion Radiacion

Displasia ectodérmica Displasia ectodérmica
Paladar fisurado Paladar fisurado

Antecedentes de:
Consumo medicamentos:

Alteraciones visuales:

Nefrocalcinosis:

Fuma:

Otro :

C. ANAMNESIS REMOTA PERSONAL

ENFERMEDADES

Sl

NO

Enfermedades cardiovasculares

Hipertension arterial

Diabetes

ET.S

Tuberculosis

Enfermedades autoinmunes

Enfermedades respiratorias (Bronquitis frecuente)

Enfermedades tracto digestivo

Enfermedades congénitas

Enfermedades psiquiétricas
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Enfermedades renales

Nefrocalcinosis

Litiasis renal

Otras:

Antecedentes de ingesta de flior y/o medicamentos (SI/NO)
Fecha:

Consumo actual de medicamentos (SI/NO)

Cual(es):
Habitos:

D. ENFERMEDAD ACTUAL

Sl

NO

Sensibilidad a cambios térmicos

Sensibilidad a cambios quimicos

Dolor

Otra sintomatologia:

E. EXAMEN CLINICO

1. Extraoral: indicar SI oNO
Hipotricosis Cejas esc/aumen Cabello canoso
Ufias disp. mano Pestafias esc/aum. ipohidrosis

Ufias disp. pies Hiperpig. Parp. inf. Orejas displasic.

Sequedad piel Nariz displésica Pérpados displa
Frente displasicaMicrog
2. Intraoral:

Mucosa:

Frenillo labial (Superior/Inferior):

Paladar:

Lengua:

Uvula:

Secrecion de glandulas salivales mayores:

Mordida Abierta Anterior:

Estado Periodontal:
e Presencia de placa
(SI/NO;Localizada/Generalizada):

e Presencia de Calculo
(SI/NO;Localizada/Generalizada):

e Hiperplasia gingival (SI/NO; Localizada/Generalizada;, por
farmacos?)

e  Gingivitis (SI/NO;Localizada/Generalizada):

e Periodontitis (SI/NO;Localizada/Generalizada):

Observaciones:
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Examen del Esmalte:

Coloracion del esmalte:
Delgadez del esmalte:
Caracteristicas de textura y rugosidad del esmalte:

Denticion permanente

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
Denticion temporal

X = ausente C = caries T= transposicion dentaria
n arroz O = Coronada G= giroversion

M =en Mora P = Pilar Puente Sp= supernumerario

D = Displasia otra Di= diente invaginado S=sano

Ab= abrasion cervical Mb= mancha blanca Ma= mancha amarillo

Mc= mancha café 1= incluido

Denticion(es) afectada(s): ( ) Temporal () Permanente

N° de Dientes Afectados:

Diagnéstico del paciente*:;
¢Hay islas de esmalte normal en puntas de cUspides o en zona
cervical?

F. EXAMEN RADIOGRAFICO:
Taurodontismo (SI/NO; Dientes afectados):

Contraste Dentina/Esmalte:

4. Otros:

Estatura: cm

Test de saliva global ml x 5min. TuboN°:__
Test de Schirmer oral= mm x 5 min.

Medicion de densidad de GSM Labiales= -
Foto clinica:

Impresion de arcadas dentarias:
Entrega de orden de Radiografia panoramica:
Muestra de Diente permanente o temporal (SI/NO; Cudl (es):
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CERTIFICADO COMITE INSTITUCIONAL DE BIOSEGURIDAD

RSIDAD DE CHILE
e Hi o

Comité Institucional de Bioseguridad
Administracién Conjunta Campus. Norte
FDO N°2

Santiago, 24 de Junio de 2013

CERTIFICADO

El Comité ituci de Dt i (CIB) ha el Proyecto de
Investigacion presentado al Concurso Fondecyt Regular 2014, fitulado
“MUTATIONAL ANALYSIS OF CAUSAL GENES OF AMELOGENESIS
IMPERFECTA AND A SEARCH FOR NEW GENES INVOLVED IN ITS
ETIOLOGY THROUGH TECHNIQUES OF EXOME CAPTURE AND MASSIVE
PARALLEL SEQUENCING™. La Investigadora Responsable de este proyecto
es la Dra. Blanca Urzlia Orellana.

Los procedimientos experimentales, que involucran tanto el manejo de material
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