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1. RESUMEN

OBJETIVO GENERAL.: Identificar la cantidad y profundidad de cimulos bacterianos presentes
en la dentina en drganos dentarios primarios extraidos por caries dental en la Clinica de
Estomatologia Pediatrica de la FES-I.

MATERIALES Y METODOS: Estudio Experimental, Descriptivo in vitro, que incluyo 6rganos
dentarios primarios extraidos con caries extensa Grupo experimental (n=11) y grupo Control (n=1)
en la Clinica de Estomatologia Pediatrica de la FES-I de Enero-Agosto del 2022. Se utilizaron las
técnicas de Hematoxilina — Eosina y Gram con modificacion de Taylor-Brown & Brenn.
RESULTADOS: 72.7% de los 6rganos dentarios presentd dentina infectada y el 100% dentina
afectada. La mayor parte de los cimulos bacterianos se encontraron en la dentina circumpulpar con
un nivel severo. En segundo lugar, la pulpa cameral y radicular con un nivel moderado y por ultimo
la dentina terciaria.

CONCLUSIONES: Se observo que mas de la mitad de los érganos dentarios presento dentina
infectada, por lo tanto, la invasién bacteriana de la dentina se produce una vez que la dentina se
expone al ambiente bucal, de igual modo la invasion bacteriana descontrolada produce una

enfermedad pulpar inflamatoria hasta una infeccion radicular.

Palabras clave: dentina afectada, dentina infectada, caries, bacterias, infeccion
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2. MARCO TEORICO

Complejo dentino-pulpar

El tejido pulpar y dentinario conforman estructural y funcionalmente una verdadera unidad
biolégica denominada complejo dentino-pulpar. La dentina y la pulpa constituyen una unidad
estructural, por la inclusion de las prolongaciones de los odontoblastos en la dentina; conforman
una unidad funcional, debido a que la pulpa mantiene la vitalidad de la dentina y ésta a su vez la
protege. También comparten un origen embrionario comun, ambas derivan del ectomesénquima que
forma la papila del germen dentario.

Dentina

La dentina es la porcién de tejido duro del complejo pulpo-dentinario y forma la masa principal del
diente. La dentina madura esta quimicamente compuesta de alrededor de 70% de material
inorganico, 20% de material organico y 10% de agua en peso. Es un tejido vital y dindmico,
circunstancias que le permiten modificar su microestructura y composiciébn como respuesta a
procesos fisioldgicos (edad, atricion), o patoldgicos, tales como la erosion, la abrasion, o la caries.?
El material inorganico esta compuesto principalmente por cristales de hidroxiapatita, similares
guimicamente a los del esmalte, cemento y hueso. Son méas pequefios y delgados. Las dimensiones
de los cristales son de 36nm de longitud, 25 nm de anchura y 10 nm de altura, ademas se orientan
de forma paralela a las fibras de colageno de la matriz de la dentina, disponiéndose entre las fibras
y también dentro de las mismas, ya que ocupan los espacios entre las moléculas de colageno que la
forman. La matriz organica esta formada por componentes entre los que se destaca el colageno tipo
I, que es sintetizado por el odontoblasto y representa el 90% de dicha matriz. Los colagenos tipo I,

IV, V y VI se han descrito en pequefias proporciones.?
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El tipo I11 se segrega en casos de dentina opalescente y esta ocasionalmente presente en la dentina
peritubular; el tipo 1V, en los momentos iniciales de la dentinogénesis. La fase mineral se encuentra
dentro del colageno. La fase inorganica hace que la dentina sea mas dura que el hueso y mas blanda
que el esmalte. La dentina posee un color amarillento y tiene una cualidad elastica que es muy
importante para el adecuado funcionamiento del diente, dado que otorga flexibilidad para evitar

fractura del esmalte.3 4

Zonas topograficas

Dentina de manto

Es la primera dentina sintetizada por los odontoblastos recién diferenciados, constituye una delgada
capa de 20 um de espesor que queda ubicada por debajo del esmalte y el cemento. La matriz organica
de este tipo de dentina esta formada por fibras de colageno muy gruesa que se disponen enforma
ordenada y regular. La dentina del manto posee abundante sustancia fundamental. Ademas, presenta
un numero aumentado de tdbulos, pues contiene las ramificaciones terminales de los mismos. Es la
matriz menos mineralizada que el resto de la dentina. Es también Ilamada dentina primaria.®
Dentina Circumpulpar

Esta forma el mayor volumen de dentina de la pieza dentaria, y se extiende desde la zona del manto
hasta la predentina; su nombre proviene del hecho de que rodea a la pulpa. Las fibras colagenas son
considerablemente mas delgadas que las del manto, y se disponen irregularmente, formando una
malla densa. La calcificacion de esta dentina es de tipo globular y no lineal como ocurre en la dentina

del manto.®
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Predentina

Es una capa sin mineralizar, de 20 um a 30 um de ancho, situada entre los odontoblastos y la dentina
circumpulpar. Esta constituida por prolongaciones citoplasmaticas, acompafiadas por fibras
nerviosas amielinicas y matriz organica dentinaria. La primera capa de matriz extracelular formada
por los odontoblastos es predentina; a medida que esta se calcifica se forma nueva predentina. Asi,
dicha capa se mantiene durante toda vida del diente, como consecuencia de la actividad cada vez
mas lenta, pero continua, de los odontoblastos. La presencia de esta dentina es importante ya que
constituye una fuente de produccién continua de dentina. También es muy importante conocer que,
si la predentina se calcifica completamente, esta podria comenzar a ser resorbida por los

odontoclastos.®

Tipos de dentina

Dentina primaria

Forma la mayor parte del diente y delimita la cAmara pulpar de los dientes ya formados, se considera
dentina primaria la que se deposita desde que comienza las primeras etapas de la dentinogénesis
hasta que el diente entra en oclusion.®

Dentina secundaria

Es la formada después de la formacion completa de la raiz, se representa por la aposicion continuada,
pero mas lenta de dentina, posee un patron incremental y una estructura tubular que es bastante
irregular es mayor en cantidad, y aunque hay menos tabulos por milimetro cuadrado en la dentina
secundaria por la lejania con pulpa dental. En los molares hay una deposicién de dentina secundaria
en techo y piso de la camara pulpar y origina una reduccion asimetrica del tamafio y la forma de la

camara pulpar, por lo que no se deposita regularmente.®
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Dentina terciaria

Esta es llamada también de reparacion o reactiva, y se produce como reaccion a los estimulos
nocivos tales como las caries o procesos defectuosos de reparacion. Esta estd formada
especificamente por los odontoblastos directamente afectados por el estimulo. La calidad y cantidad
se relaciona con la intensidad y duracion del estimulo. Puede ser muy rapido depositando 3.5 um
diarios como caracteristica es que el patron serd irregular y disperso con células incluidas. Y si el

estimulo es muy ligero la deposicion sera menor cantidad y en forma mas regular.®

Histologia de la Dentina

Tabulos dentinarios

Son estructuras cilindricas delgadas que se extienden por todo el espesor de la dentina desde la pulpa
hasta la union amelodentinaria o cementodentinaria. La pared del tdbulo esta formada por dentina
peritubular la cual se encuentra constituida por una matriz mineralizada, que ofrece una estructura
y una composicion quimica caracteristica. En su interior se encuentra el liquido tisular y las
prolongaciones odontoblésticas. Siguen un trayecto en S desde la superficie externa de la dentina
hasta su limite con la pulpa en la dentina coronaria. Esta curvatura en S es menos pronunciada en la
dentina radicular y ain menos pronunciada en el tercio cervical de raiz. Dichas curvaturas se
originan como resultado del apifiamiento de los odontoblastos a medida que se dirigen hacia el
centro de la pulpa.

La cantidad de tabulos depende de la ubicacion. En la dentina coronal varia de 8000 a 58000 mm?,
estas diferencias son importantes en la evaluacion de las reacciones a los procedimientos
restauradores. Se encuentran aproximadamente 7000 tlbulos por mm? en la dentina periférica y

60000 por mm? cerca de la pulpa. Los tibulos dentinarios también presentan extensiones laterales
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que se ramifican a partir del tubulo principal y que pueden alojar o no prolongaciones
odontoblasticas, dichas ramificaciones se denominan canaliculos.

El diametro de los tabulos dentinarios es muy variable, depende de la edad del diente. En un diente
joven, en la dentina circumpulpar, el tibulo puede tener un diametro de 2,5 a 4 um; avanzando hacia
el esmalte el diametro decrece, y al llegar al limite amelodentinario, el didmetro promedio oscila
entre 0,8 y 1 um, y a este nivel muchas veces el tubulo se bifurca. En 1995 se evalu6 el diametro de
los tubulos dentinarios a una distancia de 1.5 mm de la pulpa, en aproximadamente 2,5 + 0,3 pm.
En ocasiones aparecen, en ciertas zonas de la dentina, megattbulos con un mayor diametro, que
I6gicamente aumentaran localmente la permeabilidad. Estos hechos morfoldgicos tendran
repercusiones en los cambios de gradientes de presion en el interior del tdbulo. Los tabulos
dentinarios hacen permeable a la dentina, ofreciendo una via de entrada a los irritantes del tejido

pulpar para la caries.

Dentina peritubular

La periferia del tubulo dentinario esta compuesta por un anillo hipermineralizado de dentina, se
forma dentro de la dentina mineralizada y posee una matriz organica en la cual hay muy pocas fibras
colagenas. La formacion de esta puede acelerarse por estimulos externos ambientales cerrando la
luz del tabulo, obliterando el espacio tubular y se deposita de forma centripeta y de manera lenta y
gradual. En dientes recién erupcionados no se ha formado en la zona mas pulpar por lo que se
considera aun tubulos abiertos y en la restauracion de estos dientes se debe tener mas cuidado por
la facil llegada al tejido pulpar.’

La dentina peritubular puede ser diferenciada facilmente de la dentina intertubular, debido a que
presenta menos cantidad de fibrillas de colageno y mayor proporcion de proteoglicanos sulfatados,

mientras que la dentina intertubular contiene gran cantidad de colageno. Ademas, esta mas
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mineralizada y por ello es mas dura que la intertubular. La dureza de esta dentina puede proporcionar
un soporte estructural adicional para la dentina intertubular y con ello fortalecer el diente. El
crecimiento continuo de la dentina peritubular se produce como un cambio relacionado con la edad
0 por otras razones como procedimientos restauradores que llevan a la obliteracion de los tabulos
pudiendo producirse una esclerosis dentinaria. EI término de esclerosis es usado para describir la
deposicion continua de dentina peritubular el cual puede ocasionar la obliteracion del tabulo,
denominandose dentina esclerotica fisioldgica. La esclerosis de la dentina también aparece con la
edad, se puede observar frecuentemente en el tercio apical de la raiz y en la corona. La esclerosis

reduce la permeabilidad de la dentina y puede ayudar a prolongar la vitalidad de la pulpa.

Contenido de los tdbulos dentinarios

El interior del tdbulo dentinario se encuentra ocupado por la prolongacion odontobléstica, aunque
entre dicha prolongacion y la pared del tubulo existe un espacio estrecho (espacio periprocesal) el
cual se encuentra ocupado por el liquido tisular. Los procesos odontoblasticos son las
prolongaciones citoplasmaticas que dejan los odontoblastos a medida que forman la dentina; ellos
determinan la morfologia de los tubulos. Estos procesos son mas anchos en su base (cerca del cuerpo
del odontoblasto) y terminan en punta afilada; sus ramas colaterales y terminales ocupan las
ramificaciones de los tubulos dentinarios. Tomes fue quien describio hacia la mitad del siglo XI1X
la presencia de estructuras membranosas de origen epitelial en el interior de los tubulos, los estudios
posteriores han sido controvertidos en lo concerniente a si el proceso odontoblastico ocupa todo el
volumen disponible en el tdbulo. Goracci et al., mediante microscopio electronico de alta
resolucion, determinaron el area exacta donde se extiende el proceso odontoblastico.® Dicho estudio
evidencid que las prolongaciones odontoblasticas son observadas solamente en el tercio interno de

la dentina. En la actualidad se acepta por la mayoria de los autores que el proceso odontoblastico
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termina en el tercio interno de la dentina y en los dos tercios externos, en los cuales los tabulos no
poseen prolongaciones, y éstos estaran llenos de fluidos extracelulares. El fluido se dirige hacia
fuera entre los odontoblastos y los tubulos dentinarios, escapa a traves de los poros existentes en el
esmalte. La exposicion de los tubulos por fractura de un diente o por una preparacion de una cavidad
expone los tubulos, produciendo un movimiento de liquido no sélo hacia la superficie de la dentina
expuesta en forma de gotitas muy pequefias, sino también en profundidad, presionando las fibras
nerviosas dentales las cuales inician el dolor. Se cree que el movimiento rapido del fluido a través
de los tGibulos dentinarios es una de las causas de que la dentina tenga sensibilidad.®

La existencia de los tabulos dentinarios determina que la dentina sea muy permeable; también
constituyen una via de ingreso rapido de microorganismos provenientes de una caries. En la dentina
de dientes jovenes, en donde, no se ha terminado de formar el pice, los tabulos son mas amplios y

permeables, lo cual facilita ain mas la filtracion de bacterias o sus toxinas.°

Dentina intertubular

La dentina intertubular se distribuye entre las paredes de los tibulos dentinarios y su componente
fundamental son las fibras de colageno que constituyen una malla fibrilar entre la cual y sobre la
cual se depositan los cristales de hidroxiapatita. Conforma el mayor componente de la dentina y
representa el principal producto secretor de los odontoblastos, ademas esta constituida por una red
tejida de fibrillas colagenas que miden entre 50 y 200 mm de diametro, en las cuales se deposita
cristales de hidroxiapatita. La dentina intertubular se localiza entre los anillos de la dentina
peritubular y constituye el grueso de la dentina circumpulpar. Su matriz organica esta compuesta

principalmente por fibrillas de colageno con un diametro de 500-1000 A5 !
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Dentina Interglobular

La dentina interglobular es el término utilizado para describir zonas de dentina no mineralizada o
hipomineralizada que persisten dentro de la dentina madura. Esta se encuentra principalmente en la
dentina circumpulpar, justo por debajo de la dentina del manto. Como resultado de algunas
enfermedades como deficiencias hormonales o nutricionales, la mineralizacion de la dentina se ve
afectada y se produce un aumento de las areas de la dentina interglobular. Se forma durante la
dentinogénesis y que representa islas no mineralizadas de tejido que puede ser producto de muchos
factores locales y sistémicos. Como esta irregularidad de la dentina es un defecto de la
mineralizacion y no de la formacion de la matriz, el patrén arquitectonico normal de los tabulos

permanece inalterado y corren sin interrupcion a través del area interglobulares.*

Lineas incrementales

La dentina al igual que el hueso crece por aposicion, este crecimiento es el que determina la
formacion de las lineas incrementales. Estas lineas corren en angulo recto respecto a los tdbulos
dentinarios y marcan el patrén ritmico normal de la aposicién de dentina en direccion internay hacia
la raiz. Las menores lineas incrementales que pueden ser distinguibles son las lineas incrementales
de Von Ebner.t? Ellas representan el patron diario de formacion de dentina, se hallan separadas por
una distancia regular, que es de unos 6 um en la corona y de unos 3.5 um en la raiz. Esta diferencia
se debe a que la formacidn de la dentina en la corona es mas rapida que en la raiz. Otro tipo de lineas
incrementales son las de Owen. Estas lineas mayores son irregulares en grosor y espaciamiento.
Owen las describid originalmente como una coincidencia de las curvaturas secundarias entre los
tubulos dentinarios vecinos, pero actualmente se dice que son alteraciones en el proceso de

calcificacion de la dentina.l*
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Zona granulosa de Tomes

Se encuentra en toda la periferia de la dentina radicular. En cortes longitudinales se observa como
una franja oscura, delgada de 50 um aproximadamente, vecina a la union cemento dentinaria y
paralela a ella en toda su longitud. El aspecto granular se atribuy6 a la existencia de numerosos
espacios de dentina interglobular, que se originarian por la falta de mineralizacién de los haces de
fibras colagenas de la zona mas periférica de la dentina radicular.

Tejido pulpar

La pulpa es un tejido blando de origen mesenguimatoso, con células especializadas como son los
odontoblastos, los cuales se encuentran dispuestos periféricamente en contacto directo con la matriz
de la dentina. La relacion que se establece entre los odontoblastos y la dentina es lo que se denomina
complejo dentino-pulpar y es una de las razones por las cuales la pulpa y la dentina se deben
considerar una unidad funcional. La pulpa dental es el tejido conectivo blando que mantiene a la
dentina. En ella se pueden distinguir cuatro zonas diferentes: la zona odontoblastica, la zona
subodontoblastica u oligocelular de Weil, la zonarica en células y la zona central de la pulpa o tejido
pulpar propiamente dicho. Las células principales de la pulpa son: los odontoblastos,fibroblastos,

células mesenquimatosas indiferenciadas y los macréfagos.*®

Componentes Estructurales de la Pulpa

La pulpa dental consta basicamente de los mismos componentes que el tejido conjuntivo laxo de
cualquier otra parte del cuerpo y se encuentra ricamente vascularizado e inervado. Esta formada por
un 75% de agua y por un 25% de materia organica. Esta ultima esta constituida por células y matriz

extracelular representada por fibras y sustancia fundamental.*®
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Elementos Celulares de la Pulpa Normal

Odontoblastos: Son las células mas predominantes del dérgano dentino-pulpar. Son células
especificas o tipicas del tejido pulpar, situadas en la periferia y adyacente a la predentina. Los
odontoblastos conforman por su disposicion en empalizada la capa odontoblastica, la cual es
semejante a un epitelio cilindrico pseudoestratificado en la region coronaria y un epitelio cilindrico
simple en la zona radicular. Los odontoblastos en la porcidn coronaria alcanzan la cifra de 45.000
m?, el cual va disminuyendo en la zona radicular. Los odontoblastos de la corona son también mas
grandes que en la zona radicular: esta célula adopta una forma cilindrica alta de 40 um, mientras
que en la zona media las células son cubicas y en la zona apical son de aspecto aplanado. Las
variaciones morfoldgicas estan directamente relacionadas con la actividad funcional.

Estas células poseen una matriz compuesta con fibras coladgenas y proteoglucanos, capaz de
mineralizarse. Las caracteristicas ultraestructurales de estas células son similares, contienen un
reticulo endoplasmatico rugoso muy extenso que ocupa gran parte del citoplasma, un aparato de
Golgi bien desarrollado y localizado en el lado dentinario del nucleo, grénulos secretores y
numerosas mitocondrias, ademas son ricas en ARN, y sus nucleos contienen uno o varios nucléolos
prominentes.®

Las diferencias mas significativas entre estas células quizas sean el aspecto morfolégico y la relacién
anatomica que se establece entre las células y las estructuras que producen. Los odontoblastos por
otra parte presentan prolongaciones celulares para formar los tibulos dentinarios. Con respecto a
las variaciones de la longitud, de la prolongacion celular o citoplasmatica en el interior del tubulo
dentinario, numerosas investigaciones demuestran que su extension promedio oscila entre 0.2 a
0.7mm. Por otra parte, trabajos realizados con microscopia electronica de barrido o mediante
técnicasinmunohistoquimicas, demuestran que puede llegar hasta la unién amelodentinaria. Se ha

sugeridoque el proceso odontoblastico ocupa toda la longitud de los tibulos so6lo en las primeras

11|Pa&gina



fases del desarrollo, mientras que en un diente adulto las prolongaciones pueden presentar distintas
longitudes, alcanzando en algunos casos la dentina periférica. La extension de las prolongaciones
odontoblasticas es un punto muy controversial. Investigaciones sugieren que los procesos 0
prolongaciones citoplasmaticos solo se extienden cerca de un tercio de la distancia, desde la
predentina al esmalte en dientes normales de jovenes adultos.*®!” En cuanto a la vida del
odontoblastono se conoce aun, pero es probable que sea la misma que el diente. Es importante hacer
referencia,que el odontoblasto maduro es una célula altamente diferenciada que ha perdido la
capacidad de dividirse. Los nuevos odontoblastos que se originan en los procesos reparativos de la
dentina, es a expensas de las células mesenquimatosas indiferenciadas, aunque algunos autores
opinan que podriaderivar de los fibroblastos pulpares.

Fibroblastos: Son las células principales y méas abundantes del tejido conectivo pulpar,
especialmente en la corona, donde forman la capa rica en células. Los fibroblastos pulpares son
células fusiformes con nucleos ovoides. Sintetizan y secretan la mayor parte de los componentes
extracelulares, es decir, el colageno y la sustancia fundamental. Los fibroblastos tienen por funcion
formar, mantener y regular el recambio de la matriz extracelular fibrilar y amorfa: ademas son
células multifuncionales, pues tienen también la capacidad de degradar el colageno como respuesta
ante distintos estimulos fisiolégicos del medio interno. Se piensa también que estas células pueden
tener el potencial de originar nuevos odontoblastos en la periferia de la pulpa cuando se amerita.’
Células Mesenquimaticas Indiferenciadas: Estas células derivan del ectodermo de las crestas
neurales. Constituyen las células de reserva de la pulpa por su capacidad de diferenciarse en nuevos
odontoblastos o fibroblastos, segun el estimulo que actle. Se encuentran bajo los odontoblastos en
la zonarica en células. Estas células se hallan en toda el area celular y en la zona central de la pulpa
y se relacionan a menudo con los vasos sanguineos. Ademas, menciona que poseen abundante

citoplasma y prolongaciones citoplasmaticas periféricas.
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Al morirse o lesionarse los odontoblastos, a traves de tales conexiones entre odontoblastos y estas
células se pueden enviar sefiales a estas células menos diferenciadas y hacer que se dividan y se
diferencien, formando odontoblastos o células similares a estas. El nimero de células
mesenquimaticas disminuye con la edad, lo cual produce una reduccion en la capacidad de

autodefensa de la pulpa.

Macrofagos. Son monocitos que han abandonado el torrente sanguineo, entran en los tejidos y se
diferencian en varias subpoblaciones, una de esta subpoblacién son los macréfagos, los cuales
desempefian funciones activas de endocitosis y fagocitosis, Debido a su movilidad y actividad
fagocitica, estos elementos celulares son capaces de actuar como reservorios, que eliminan hematies
extravasados, células muertas y sustancias extrafias presentes en los tejidos, todo el material ingerido
por los macréfagos es destruido por la accion de enzimas lisosomales. Ademas, otro grupo de
macrofagos participan en reacciones inmunes mediante el procesamiento del antigeno y su
presentacion posterior a la célula T de memoria.

Células Dendriticas: Son elementos accesorios del sistema inmune. En la epidermis y en las
membranas de las mucosas se encuentran células similares llamadas células de Langerhans. Las
células dendriticas se hallan especialmente en los tejidos linfoides, pero también estan ampliamente
distribuidas por los tejidos conectivo, entre ellos el de la pulpa.

Linfocitos: Se ha demostrado que en la pulpa sana solamente posee linfocitos de tipo T, los linfocitos
B normalmente estan ausentes. Los linfocitos T participan en la respuesta inmunoldgicas inicial,
estas células se activan mediante mecanismos inmunoldgicos ante la presencia de antigenos
provenientes de la caries, los cuales liberan linfoquinas que provocan vasodilatacion pulpar, La

interaccion entre ambos tipos de linfocitos facilitaria la diferenciacion de linfocitos B en células
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plasmaticas, las cuales son la que elaboran anticuerpos especificos contra los antigenos que han
propiciado la respuesta inflamatoria.

Mastocitos. Se encuentran ampliamente distribuidos por los tejidos conectivos. En pocas ocasiones
se hallan en el tejido pulpar, mientras que se encuentran de forma sistémica en las pulpas con
inflamacidn cronica, no se encuentran en las pulpas normales, pero se encuentran abundantemente
en las pulpas inflamadas.

Fibras

Fibras Colagenas

Estan constituidas por colageno tipo I, el cual representa aproximadamente el 60% del coladgeno
pulpar. Su distribucion y proporcion difiere segun la region. Son pocas y de forma irregular en la
pulpa coronaria y en la zona radicular adquieren una disposicion paralela y estan en mayor
concentracion. Su densidad y diametro aumenta con la edad.

Fibras Reticulares

Estan formadas por delgadas fibrillas de colageno tipo Il asociadas a fibronectina. Ambos tipos de
colageno 1y 11 son sintetizados por los fibroblastos. Las fibras reticulares son fibras muy finas que
se distribuyen de forma abundante en el tejido mesenquimatico de la papila dental. Estas fibras se
disponen al azar en el tejido pulpar, excepto a nivel de la region odontoblastica donde se insindan
entre las células y constituyen el plexo de Von Korff. Ademas, puede aumentar el diametro con la
edad, pero en menor proporcion que las colagenas.

Fibras Elasticas

Son muy escasas en el tejido pulpar y se encuentran localizadas exclusivamente en las delgadas

paredes de los vasos sanguineos y su principal componente es la elastina.
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Sustancia Fundamental

La sustancia fundamental o matriz extracelular amorfa, estd constituido principalmente por
proteoglicanos y agua. Es de consistencia similar a un gel y constituye la mayor parte del 6rgano
pulpar. La sustancia fundamental rodea y da apoyo a las estructuras. Se comporta como un
verdadero medio interno, a través del cual las células reciben los nutrientes provenientes de la sangre
arterial; igualmente los productos de desechos son eliminados en él para ser transportados hacia la
circulacion eferente.

Zonas Morfoldgicas de la Pulpa

Capa Odontoblastica

Es la capa mas superficial de la pulpa, la cual se localiza debajo de la predentina. Esta constituida
por los odontoblastos dispuestos en empalizada. En consecuencia, esta capa se compone de los
cuerpos celulares de los odontoblastos, ademas entre estos se pueden encontrar capilares, fibras
nerviosas y células dendriticas.

La capa odontoblastica de la pulpa coronal contiene mas células por unidad de area que la pulpa
radicular. Mientras que los odontoblastos de la pulpa coronal maduran suelen ser cilindricos, los de
la porcion media de la pulpa radicular son mas cubicos. Cerca del foramen apical aparecen como
una capa de células planas. Entre los odontoblastos existen una serie de uniones intercelulares
especializadas, es decir, complejos de unidn, que incluyen desmosomas, uniones en hendiduras
(nexos) y uniones estrechas (zonulas ocluyentes). Funcionalmente estas uniones son las que
mantienen la integridad de la capa odontoblastica.

En la porcién coronal de la pulpa joven, los odontoblastos presentan una forma cilindrica alta, lo
cual determina un aspecto de empalizada. Los odontoblastos de la porcién media de la pulpa
radicular son mas cubicos y cerca del foramen apical muestran un aspecto de capa celular aplanada.

Entre los odontoblastos vecinos existen uniones celulares especializadas de tipo desmosomas. Las
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uniones intercelulares proporcionan una via de baja resistencia a través de la cual los estimulos
eléctricos pueden pasar rapidamente de célula a célula. Estas uniones no rodean completamente a
los odontoblastos, asi el liquido, las proteinas plasmaticas, los capilares y las fibras nerviosas pueden
pasar entre ellos. Las uniones de tipo desmosoma han sido observadas también entre odontoblastos

y fibroblastos en el area sub-odontoblastica.

Zona pobre en Células O Zona Odontoblastica U Oligocelular De Weil

Esta capa se encuentra situada por debajo de la anterior, tiene aproximadamente 40 um de ancho y
se la identifica como una zona pobre en células. Esta conformada por capilares sanguineos, fibras
nerviosas amielinicas y las finas prolongaciones citoplasmaticas de los fibroblastos. En ella existe
el plexo nervioso de Raschkow, el plexo capilar subdentinobléstico y fibroblastos. Esta zona puede
no ser aparente en las pulpas jovenes, donde la dentina se forma con rapidez, o en las pulpas adultas,

donde se genera dentina reparadora.

Zona rica en Células

Se caracteriza por su amplia densidad celular, donde se destacan las células mesenquimaticas y los
fibroblastos que originan las fibras de Von Korff. Ademas, esta capa puede contener un nimero
variable de macrdfagos, células dendriticas y linfocitos. Esta capa es mucho mas predominante en
la pulpa coronal que la radicular. La division celular dentro la zona rica en células es rara en pulpas
normales, la muerte de los odontoblastos causa un gran aumento en la mitosis. Puesto que los
odontoblastos con lesiones irreversibles se sustituyen por células que emigran desde la zona rica en

células hasta la superficie interna de la dentina.
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Caries dental

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha definido la caries dental como un proceso
localizado de origen multifactorial que se inicia después de la erupcion dentaria, determinando el
reblandecimiento del tejido duro del diente que puede evolucionar hasta la formacion de una
cavidad. La enfermedad es inicialmente reversible y puede ser detenida en cualquier estadio de su
evolucion, puede afectar la salud general y la calidad de vida de los individuos ya que afecta
funciones bésicas vitales como la alimentacion y la nutricion y altera otras mas complejas que
influyen psicosocialmente en la vida de relacidn de las personas por ello la salud integral se ven
comprometidas como consecuencia de la enfermedad caries.®

Definicion de caries como enfermedad

La caries dental es una enfermedad dinamica, no transmisible, multifactorial, mediada por
biopeliculas, modulada por la dieta, que produce una pérdida neta de minerales de los tejidos
dentales duros. Esta determinada por factores bioldgicos, conductuales, psicosociales y ambientales.

Como consecuencia de este proceso, se desarrolla una lesion de caries.*®

La caries dental es una alteracion de los tejidos mineralizados del diente donde se ha producido un
desequilibrio de minerales con una consecuente disolucion de los cristales de hidroxiapatita por los
acidos organicos, pudiendo provocar la ruptura de la superficie del esmalte produciendo una
cavitacion, la cual dejara expuesta a la dentina, en donde las fibras de colageno sufriran una
degradacion enzimatica a causa de las bacterias. El proceso puede causar dolor, pérdida temprana

de drganos dentarios, ausentismo escolar, y requerir tratamientos costosos.
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Dependiendo de diversos factores, incluyendo el tiempo, la composicion bacteriana, flujo salival, y
la dieta, la acumulacién de biopeliculas puede conducir al establecimiento de un ambiente acido que
provoca la desmineralizacion del esmalte.

Caries de dentina

La caries dentinaria esta formada por dos capas:

Dentina infectada: Una capa superficial que esta severamente descalcificada y no se puede
remineralizar fisiolégicamente.

Dentina afectada: Y una capa profunda en la que la descalcificacién es moderada.

Capa superficial o capa de dentina infectada

Se caracteriza porque la estructura histologica esta completamente perdida. Los tibulos dentinarios
estan desorganizados y su interior esta ocupado por bacterias que proliferan en su interior. Debido
a la desmineralizacion que acompafia al proceso carioso la dentina peritubular desaparece y el
didmetro tubular aumenta. Las bacterias van invadiendo la dentina intertubular, facilitado este hecho
por la pérdida de la dentina peritubular, y los tibulos van coalesciendo unos con otros, dando lugar
a la formacion de areas de necrosis. Otra via de difusion bacteriana son las ramificaciones laterales
de los tubulos dentarios. En la dentina intertubular se aprecia una desmineralizacion severa, las
fibras de colageno quedan expuestas total o parcialmente y estan desnaturalizadas.

Estudios bioquimicos revelaron que los precursores del colageno y los enlaces intermoleculares
estan disminuidos.?® Ademas, los cristales liberados son granulares y no guardan relacion con la
estructura organica. Dado que no hay procesos odontoblasticos vivos y las fibras coldgenas estan
irreversiblemente dafadas, esta dentina no se puede remineralizar fisiologicamente, por lo que debe

ser eliminada clinicamente.?°
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Capa profunda o de dentina afectada
Esta capa se puede dividir a su vez en tres areas, teniendo todas en comdn que la estructura dentinaria
esta conservada:

e Capaturbida

e Zona transparente o translucida

e Zona subtransparente
En la capa tarbida los procesos odontoblasticos estan presentes y vivos. La dentina peritubular ya
es evidente y, aunque la dentina intertubular estd desmineralizada, las fibras colagenas no estan
desnaturalizadas y presentan sus bandas caracteristicas. Estudios bioquimicos han puesto de
manifiesto que los enlaces intermoleculares estan reducidos, pero hay mas precursores del colageno.
Otra caracteristica es que los cristales de hidroxiapatita son mas cortos, puesto que la
desmineralizacion afecta en primer lugar a sus extremos. Aunque se considera una capa libre de
bacterias, hay autores que han demostrado su presencia.?°
En la zona transparente o translicida, la dentina intertubular estd también desmineralizada
parcialmente. Hay una caracteristica importante y es que los tibulos dentinarios estan llenos de
cristales de whitloguita (Mineral de fosfato que a menudo se representa como un tipo de apatita).
Estos cristales son de gran tamafio y mas resistentes al ataque acido. Esta esclerosis tubular es la
responsable de su aspecto transparente o transltcido.?°
Los depositos intratubulares no se sabe con certeza si son un mecanismo de defensa activo o el
resultado de un fendmeno ciclico de disolucion y precipitacién de los cristales. Lo que si se ha
demostrado es que su presencia disminuye la permeabilidad dentinaria y, por tanto, el paso de
acidos, bacterias y productos bacterianos, sirviendo de proteccién para el tejido pulpar. Por estos

motivos es una dentina que debemos respetar durante la eliminacion de caries.?°
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Por ultimo, la dentina subtransparente no es mas que una zona de transicion entre la zonza
transparente y la dentina sana subyacente, por lo que encontramos menos calcificaciones

intratubulares y mas éreas de dentina no afectada.?

Caracteristicas de la dentina afectada por caries

Fase mineral

La fase mineral de la dentina se compone principalmente de hidroxiapatita rica en carbonato. El
proceso de caries dentinaria consiste en episodios dinamicos y ciclicos de desmineralizacion y
remineralizacion. Un estudio de iméagenes infrarrojas a través de microscopia transformada de
Fourier (FTIR) ha demostrado que la fase mineral de la dentina afectada por caries es menos
cristalina y tiene un contenido mineral mas bajo que la dentina normal. EI microanalisis con sonda
de electrones (EPMA) revel6 que la dentina afectada por caries, asi como la dentina infectada por
caries, mostraban un contenido de magnesio (Mg) mucho mas bajo en comparacion con la dentina
intacta,aunque las densidades de calcio (Ca) y fésforo (P) en la dentina afectada por caries eran
relativamente similares a la dentina intacta. La reduccion del contenido de Mg en la dentina
comienza antes del comienzo de la disminucion del contenido de Cay P en la caries dentinaria.
Los cambios en el contenido de Mg podrian ser el primer signo de desmineralizacién por caries y
pueden indicar una pérdida de matriz de dentina peritubular. Ademas, los cristales de apatita mas
grandes estan presentes en la dentina remineralizada después de una desmineralizacion por caries,

en comparacion con los cristales de apatita en la dentina intacta.?*
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Fase organica

La matriz organica dentinaria contiene diferentes proteinas extracelulares, como colageno tipo I,
proteoglicanos, fosfoproteinas dentinarias y sialoproteinas. Se han informado cambios en la matriz
organica de la dentina asociados con la caries. En la capa interna (dentina afectada por caries), el
patrén general de composicion de aminoacidos no muestra diferencias significativas con respecto a
la dentina intacta. Ademaés, los enlaces cruzados covalentes intermoleculares reducibles del
colageno se desplazan parcialmente a la forma precursora, lo que conduce a una disminucion de los
enlaces cruzados, pero este cambio es reversible. Estos resultados apoyan la idea de que la dentina

afectada por caries es remineralizable.?

Respuesta defensiva ante la caries

Existen controversias en la literatura sobre el papel y el impacto de las reacciones dentinarias y
pulpares que ocurren durante el ataque de caries. Investigaciones han considerado la caries como
un proceso progresivamente destructivo.8-22

La caries dental se desarrolla donde las acumulaciones bacterianas en la superficie del diente
permiten organizarse en estructuras de biopeliculas, recibiendo nutrientes de la dieta y
permaneciendo relativamente imperturbable por las fuerzas mecénicas.

Se debe esencialmente a la proliferacion o sobrecrecimiento de bacterias cariogénicas como los
estreptococos del grupo mutans, que metabolizan los azucares de la dieta, y conducen a un nicho
ecologico de un pH bajo creando asi el inicio de la desmineralizacion de la estructura dental. Por el
contrario, algunas bacterias del biofilm a través de su sistema de arginina-desiminasa pueden
producir un pH alcalino que da como resultado un micro-nicho neutralizante y un pH elevado que

conduce a remineralizacion.??
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Cuando no existe la capacidad de remineralizacion de la zona mineral del diente o0 no se logra
controlar a tiempo con una restauracion el avance del proceso carioso, la lesion pasa a la dentina
peritubular para finalmente alcanzar la dentina intertubular; igualmente se produce la
desmineralizacion de la dentina, luego la disolucion de la matriz y finalmente la propagacion de las
bacterias, las cuales fagocitan la matriz diluida y conforman la cavidad cariosa en la zona dentinaria.
Para que exista una respuesta pulpar no es necesario que las bacterias alcancen fisicamente la pulpa.
Las toxinas o los subproductos metabdlicos se pueden difundir a través de los tabulos dentinarios y
provocar respuestas inmunes en la pulpa dental.

La endotoxina bacteriana es capaz de difundir a través de 0,5 mm de dentina. Las bacterias pueden
penetrar hasta 0,75 mm de la pulpa sin producir lesion pulpar, pero a partir de esa distancia, a medida
que avanzan las reacciones pulpares, se va volviendo mas intensa. Para este punto se activa la
respuesta inmune natural frente a la caries y dependiendo de la cantidad de dentina sana se intentara
resolver el problema de la invasion bacteriana.

Como primera respuesta existe un aumento de los espacios intercelulares entre los odontoblastos.
La dentina desmineralizada libera moléculas estimuladoras como glicoproteinas, fibronectina y
factores de crecimiento tipo beta que interactian con los receptores de membrana de los
odontoblastos. Estos aumentan la actividad de la fosfatasa alcalina y de la ATPasa, la cual permite
la captacion decalcio y fosfato y la sintesis de colageno, depositandose dentina esclerotica. De esta
formadisminuye la permeabilidad dentinaria. Es decir, aumentan el depésito de dentina peritubular
para formar dentina esclerética.

Parece que mientras existan al menos 2 mm de dentina sana se activa la respuesta inmune innata de
la pulpa frente a las bacterias y se inicia cuando las células efectoras (monocito-macréfagos, células
dendriticas inmaduras, células Ty, en la pulpa, también los odontoblastos) reconocen, a través de

los receptores, los patrones moleculares inespecificos presentes en las bacterias (acido lipoteicoico,
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LPS, ARN bacteriano). Y activan la inflamacidn neurogénica creando asi citoquinas innatas para
lograr eliminar precozmente la mayoria de los antigenos bacterianos que llegan al tejido pulpar, por
lo que seria suficiente para proteger la pulpa y facilitar su reparacion creando asi la pulpitis
reversible.?3

La respuesta inflamatoria especifica de la pulpa dental se caracteriza por el acimulo focal de células
inflamatorias crénicas. Este proceso esta probablemente mediado, en un estadio inicial, por los
odontoblastos y, posteriormente, por las células dendriticas; estas Ultimas son responsables de la
presentacion del antigeno y de la estimulacion de los linfocitos T. Los anticuerpos se acumulan en
la capa odontoblastica; con el avance de la lesion, pueden verse en los tubulos dentinarios. Los
mediadores neurogenicos estan implicados en la respuesta pulpar a los irritantes y, al igual que los
componentes del sistema inmune, pueden mediar en el proceso patoldgico. La estimulacion externa
de la dentina provoca la liberacion de neuropéptidos los cuales producen respuestas vasculares tales
como la vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular, lo que provoca un proceso
inflamatorio con edema, calor y dolor.?*

El acimulo de células inflamatorias comienza a ser marcado cuando la lesion cariosa se aproxima
a la pulpa y la infeccion alcanza la dentina terciaria. La exposicion pulpar en los dientes deciduos
e inmaduros puede provocar una respuesta proliferativa o hiperplasica.?* Si la infeccion persiste
termina activandose la respuesta inmune adaptativa especifica, que incrementa la inflamacion y
aumenta el edema y la presion intrapulpar, lo que en una cavidad inextensible como lo es la cavidad

pulpar, acaba por producir un dafio irreversible a la pulpa (pulpitis irreversible, necrosis pulpar).?®
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los métodos de identificacion de la dentina se basan en la observacién del color y la dureza del
tejido, es decir son métodos fisicos. Actualmente estos métodos son cuestionados, por la falta de
objetividad ya que el color y dureza no son datos confiables en cuanto a la penetracion bacteriana
del tejido dentinario. Existen resultados contradictorios que muestran bacterias invasoras en el
esmalte y dentina y otros no encuentran, algunas investigaciones afirman que debajo de una lesién
temprana que se encuentra bajo el esmalte y la dentina esta libre de bacterias, sin embargo, otros
mostraron bacterias dentro de lesiones no cavitadas, y en algunos casos las bacterias se encuentran
presentes en la dentina. Por lo tanto, es necesario identificar la cantidad de dentina afectada e
infectada, ya que estudios previos solo reportan las caracteristicas de cada una, y no la profundidad

a la que puedan llegar.

4. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢Cudl serd la cantidad y la profundidad de las bacterias presentes en la dentina afectada en 6rganos
dentarios primarios extraidos por caries dental en la Clinica de Estomatologia Pediatrica de la

Facultad de Estudios Superiores Iztacala (FES-1)?
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5. JUSTIFICACION

La Odontologia Minimamente Invasiva (OMI) es un enfoque basado en evidencia que tiene como
objetivo detener la caries y preservar la mayor cantidad de estructura dental posible, logrando su
objetivo de un enfoque menos invasivo mediante la eliminacién de la dentina infectada. La dentina
infectada y afectada por caries son sustratos distintos que tienen diferente composicion quimica y
estructuras morfologicas. Aunque se ha reportado reducciones en los recuentos bacterianos y una
actividad reducida en la dentina afectada restante, la actividad bacteriana continua sigue siendo una
preocupacion en la practica clinica diaria.

Por lo tanto, persisten los esfuerzos para eliminar o reducir las bacterias residuales en la dentina
afectada con el objetivo de disminuir el riesgo de progresion de la caries, mediante el uso de agentes
antibacterianos al acondicionador de dentina, la aplicacion de fluoruros antes de la restauracion y el
empleo de revestimientos/bases antibacterianos. Investigaciones han reportado que la dentina
afectada por caries puede ser remineralizada, haciendo una adhesion més confiable a este tejido.
De ahi el interés en conocer la cantidad de bacterias en la dentina infectada, afectada y sana, con el
propdsito de comprender la dificultad que presenta realizar un procedimiento estable, duradero y la

reparacion del tejido dental afectado.

6. HIPOTESIS DE INVESTIGACION
La cantidad de cumulos bacterianos en la dentina afectada tubular sera mayor en comparacion con

la cantidad de cimulos bacterianos en dentina infectada.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar la cantidad y profundidad de cimulos bacterianos presentes en la dentina en
organos dentarios primarios extraidos por caries dental en la Clinica de Estomatologia

Pediatrica de la FES-I.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Describir las caracteristicas la dentina afectada e infectada en los érganos dentales

Describir las caracteristicas del tejido neurovascular afectado por caries (necrosis, fibrosis,

tejido inflamatorio).
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9. MATERIAL Y METODOS

e Tipo de estudio: Experimental, Descriptivo in vitro.

e Poblacion de estudio: Organos dentarios primarios extraidos con caries extensa en la

Clinica de Estomatologia Pediatrica de la FES-I.
e Periodo de estudio: De Enero a Agosto del 2022.

e Tamafo de la muestra: Diez 6rganos dentarios primarios extraidos con caries extensa y

dos dientes sanos extraidos.

e Tipo de muestreo: Muestreo no probabilistico por conveniencia.

10. CRITERIOS DE SELECCION

Criterios de inclusién
o Organos dentarios con caries extensa y sin posibilidad de rehabilitar.
o Organos dentarios con diagndstico de extraccion indicada.
e Organos dentales sanos (Mesiodens) o con necesidad de ser extraido por tratamientos de
ortopedia dental.
Criterios de exclusion

« Organos dentarios con destruccion extensa y que no cuente con dentina clinica visible.
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11. DEFINICION DE VARIABLES DEL ESTUDIO

Variables Definicion operacional Tipo de Nivel de medicién
independientes variable
Caries dental Enfermedad dinamica, no Cualitativa ICDAS 4-5
transmisible, multifactorial, ordinal
mediada por biopeliculas,
modulada por la dieta, que
produce una pérdida neta de
minerales de los tejidos
dentales duros.
Edad NUmero de afios cumplidos al Cuantitativa Afios
momento de la examinacién discreta
bucal
Variable Definicion operacional Tipo de Nivel de medicion
dependiente variable

Cantidad de bacterias

Numero de bacterias presentes

Cuantitativa

presentes en la dentina infectada y discreta
afectada
Dentina Capa sensible de tejido y Cualitativa Dentina infectada:
tbulos dentinarios que tienen nominal Una capa superficial
una comunicacion constante dicotomica que esta severamente
con el nervio de los OD debajo descalcificada y no se
del esmalte. puede remineralizar
fisiolégicamente.
Dentina afectada: Y
una capa profunda en
la que la
descalcificacion es
moderada.
Tejido pulpar afectado Tejido afectado por Cualitativa Necrosis Pulpar,
microorganismos, los cuales ordinal Hiperemia, Fibrosis,

Ilegan a la pulpa a través de los

tbulos dentinarios expuestos,

Inflamatorio Mixto.
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ya sea por caries, o factores
irritantes (productos
bacterianos, bacterias,
endotoxinas, etc.), que, al
penetrar a través de los tabulos
dentinarios, destruyen el
odontoblasto y las células

subyacentes.
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12. TECNICAS UTILIZADAS
El presente estudio se encargd de evaluar 11 6rganos dentales de denticién primaria con caries
severa y 1 organo dental sano. Al final se obtuvieron dos grupos: Grupo experimental (n=11) y

grupo Control (n=1).

PROCEDIMIENTO

El procedimiento fue colocar el OD en formol al 10% después de la extraccion, fueron almacenados
por aproximadamente 20 meses. Cabe mencionar que los OD fueron recolectados en el afio 2020
pero debido a la pandemia se pudieron procesar hasta el afio 2022. Todos los dientes fueron
sometidos a la descalcificacion en acido formico al 5% en formol amortiguado y agitacion continua
de 1,100 rpm a temperatura de 28.5 (Incubator shaker orbital). Los incisivos estuvieron en este
proceso por 12 semanas, y se inicio el protocolode lavado y deshidratacion. Los molares estuvieron
a partir de la semana 15 en acido formico al 20% y se inicid el protocolo de lavado hasta la semana
17.  El protocolo de lavado consistio en 4 inmersiones en agua destilada cada 30 minutos y el
protocolode deshidratacidn consistio en cambios de alcohol etilico de manera ascendente del 70%
al 100% haciendo dos infiltraciones del diente de 1 hora cada cambio de alcohol, al finalizar se hacia
un cambio a alcohol al 50% y aceite de cedro al 50% (Alcohol-Aceite de cedro) se dejo en este
infiltrado por 24 horas. Posterior a este tiempo, se coloco en aceite de cedro al 100% por 3 dias.
Después del protocolo de deshidratacion se llevé a las muestras a parafina | y 1l por 2 horas
respectivamente y parafina 11l 1 hora, al finalizar se colocé la muestra en cubos de inclusion. Las
muestras se llevaron al microtomo para realizar cortes entre 7 y 5um, con el fin de obtener 4
laminillas por bloque, con cortes seriados de cinco cortes longitudinales al eje mayor del 6rgano
dental. Se separaron las laminillas en dos bloques para someterlos a la tincion de rutina con

hematoxilina y eosina y Gram con modificacion de Taylor-Brown & Brenn.
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Fig. 1 Protocolo de descalcificacién, deshidratacién e inclusion.

(A) Organos dentales dentro de Incubator shaker orbital, en proceso de descalcificacion en
acido férmico al 5% en formol amortiguado y agitacién continua de 1,100rpm a
temperatura de28.5.

(B) Protocolo de deshidratacion con cambios de alcohol etilico de manera ascendente del 70%
al 100% haciendo dos infiltraciones del diente de 1 hora cada cambio de alcohol.

(C) Aspecto de 6rgano dental 7 posterior a deshidratacion con alcohol etilico.

(D) Ingreso de 6rganos dentales al alcohol-cedro al 50% permaneciendo asi por 24 horas.

(E) Aspecto de 6rgano dental 13B posterior al ingreso de cedro al 100% por 3 dias.

(F) Colocacién de érganos dentales dentro de los cubos de parafina con respectivo marcaje.
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Técnica de Hematoxilina — Eosina

1. Desparafinar los tejidos una hora antes de procesamiento

2. Sumergir laminillas en Xilol 1'y 11 5min respectivamente.

3. Alcohol de manera descendente de 100%, 96% y 70% dos cambios respectivamente de 2
minutos.

4. Lavar con agua destilada 5 minutos

5. Sumergir laminillas en Hematoxilina de Harris 5 minutos.

6. Lavar con agua destilada rapidamente para quitar excesos.

7. Lavar con alcohol acido para decolorar rapidamente.

8. Lavar 2 minutos con agua destilada

9. Sacary meter en agua amoniacal

10. Lavar con agua destilada 2 minutos

11. Sumergir laminillas en Eosina por 2 minutos

12. Rehidratar en alcohol a manera ascendente de 70%, 96% y 100% dos cambios
respectivamente con 2 minutos cada cambio.

13. Sumergir en Xilol 1l y 11 5 minutos respectivamente.

14. Colocar resina Entellan sobre laminillas para realizar el fijado de porta-laminilla.

15. Dejar secar al aire para observacion posterior en microscopio.
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Fig. 2 Protocolo de corte y tincion

(A) Organos dentales dentro de cubos de inclusion y corte para el microtomo.

(B) Organo dental 5 (OD5) en microtomo para realizar cortes entre 7'y 5 pm, con el fin de
obtener4 laminillas por bloque, con cortes seriados de cinco cortes longitudinales al eje
mayor del 6rgano dental.

(C) Organizacion de cortes en cubetas de tincidn en dos bloques.

(D) Realizacion de tincion de rutina, Hematoxilina — Eosina.

(E) Fijacion de cubreobjetos con resina.

(F) Organizacion e identificacion de cortes realizados.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Técnica Gram con modificacion de Taylor-Brown & Brenn

Sumergir en Xilol 'y 11 5 minutos respectivamente.

Deshidratar en alcohol descendente de 100%, 96% y 70% dos cambios respectivamente de
2 minutos.

Lavar en agua destilada 5 minutos.

Sumergir en colorante violeta 5 minutos

Lavar en agua destilada

Sumergir en Yodo/Lugol 1 minuto.

Lavar en agua destilada.

Decolorar acetona-alcohol por 30 segundos.

Lavar en agua destilada.

Sumergir en Fucsina hasta 3 minutos.

Lavar en agua destilada.

Sumergir en solucién de acido picrico por 10 segundos.

Rehidratar con 2 cambios de alcohol de 70%, 96% y 100% 2 minutos respectivamente.
Lavar en Xilol 1'y I 5 minutos respectivamente.

Colocar resina Entellan sobre laminillas para realizar el fijado de porta-laminilla.

Dejar secar al aire para observacion posterior en microscopio.
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13. ASPECTOS ETICOS Y BIOSEGURIDAD

El protocolo fue sometido al Comité de Etica e Investigacion de la Facultad de Estudios Superiores
Iztacala para su aprobacion en apego al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud, titulo segundo de los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres
Humanos (Capitulo | Reforma 2014).

Este protocolo de investigacion se apega al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud en los articulos 13, 14, 16, 17 ya que es informacion perteneciente a
seres humanos y se protegera la privacidad del individuo sujeto de investigacion. Asimismo, de

acuerdo con el articulo 17 esta es: I.- Investigacion con riesgo minimo.
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14. RESULTADOS

Tabla 1. Profundidad y presencia de cimulos bacterianos en diferentes zonas de dentina de los
organos dentarios extraidos por caries dental de nifios de la Clinica de Estomatologia Pediatrica de
FES lztacala.

DENTINA DENTINA PULPA PULPA
MUESTRA EDAD DIENTE CIRCUMPULPAR TERCIARIA CAMERAL RADICULAR
oD3 7 85 ok * _ _
0OD5 7 74 T _ g g
0oD6 8 51 N/A _ ok ok
0D7 6 55 *x _ _ _
0oD13B 5 61 oxk _ _ —
0D13C 5 52 oxx _ _ _
0D13D 5 62 *E* _ * *
0oD16 8 75 _ _ S _
oD18 8 54 *kk * * % *k
OD19A 5 52 _ * * % * %
0D21 8 84 *

Presencia de camulos:

Sin Presencia: _

Leve: *

Moderado: **

Severo: ***

Interpretacion: En la Tabla 1 podemos observar que la mayor parte de los cimulos bacterianos se

encontraron en la dentina circumpulpar con un nivel severo. En segundo lugar, la pulpa cameral y

radicular con un nivel moderado y por ultimo la dentina terciaria.
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Tabla 2. Caracteristicas del tejido pulpar 6rganos dentarios extraidos por caries dental de nifios de

la Clinica de Estomatologia Pediatrica de FES lztacala.

NECROSIS INFLAMATORIO DENTINA

MUESTRA EDAD PULPAR HIPEREMIA FIBROSIS MIXTO PREDENTINA TERCIARIA
OD1 6 NO NO NO NO NO NO
0oD3 7 N NO NO NO NO S|
OD5 7 NO NO NO S| NO S|
0OD6 8 N NO NO NO NO NO
0oD7 6 SI (CORONAL) NO (RADIZIULAR) NO NO NO
0OD13B 5 NO Sl Sl S| Sl SI*
0D13C 5 NO S| NO NO S| S|
0OD13D 5 N NI NI NO NO NO
OD16 8 NO N| N| S| NO S|
0oD18 8 N NO NO NO NO S|
OD19A 5 S| NO NO NO NO S|
0oD21 8 NO NO NO SI* N S|

Interpretacion: En la Tabla 2 se puede observar el porcentaje del tejido pulpar de los 6rganos
extraidos por caries, al 50% se pudo observar las caracteristicas en la necrosis pulpar, 33.3% en
hiperemia, 33.3% en fibrosis, 33.3% inflamatorio mixto, 25.0% predentina y 66.7% en dentina

terciaria.
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Tabla 3. Presencia de dentina afectada e infectada de 6rganos dentarios extraidos por caries dental

de nifios de la Clinica de Estomatologia Pediatrica de FES Iztacala.

MUESTRA EDAD DIENTE INFECTADA AFECTADA

2 oD3 7 85 S Sl
3 0oD5 7 74 NO Sl
4 0oD6 8 51 NO Sl
5 0D7 6 55 NO Sl
6 0D13B 5 61 Sl S
7 0D13C 5 52 Sl Sl
8 0D13D 5 62 Sl Sl
9 0oD16 8 75 5] Sl
10 oD18 8 54 Sl S
11 OD19A 5 52 Sl Sl
12 oD21 8 84 S Sl

Interpretacion: En la Tabla 3 se presenta la distribucion de los érganos dentarios extraidos y si
existe la presencia de dentina afectada o infectada, 72.7% de los 6rganos dentarios present6 dentina

infectada y el 100% dentina afectada.
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Fig. 3 Organo dental 1; Macroscopia y microscopia
(A) Macroscopia de OD1 sano.

(B) Fotomicrografia H&E 20x cdmara pulpar caracteristicas normales de pulpa dental con
presencia de capilares continuos sobre un tejido conjuntivo laxo sin infiltrado
inflamatorio (flecha verde).

(C) H&E 20x Presencia de tubulos dentinarios con forma regular, zona de predentina y capa
de odontoblastos sin alteraciones tisulares (flecha verde).

(D) H&E 40x Zona de odontoblastos aplanados y matriz laxa correspondiente a pulpa acelular.

(flecha verde).
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Fig. 4 Organo dental OD 3; Macroscopia y microscopia

(A) Macroscopia de OD3, destruccién coronariay lesion en furca.

(B) Fotomicrografia H&E 20x centro de la zona radicular, se observa la pulpa necrética con
zonas de cumulos.

(C) H&E 10x Porcion coronaria distal, zona de pulpa necrotica y cimulos bacterianos en dentina
(flecha verde).

(D) Fotomicrografia Gram modificada 20x Penetracion de bacterias en los tabulos dentinarios
siendo asi la dentina afectada, se muestran en colores diferentes bacterias gram positivas
(azules) (+) y negativas (rojas)(*).

(E) Gram modificada 4x Porcion coronaria mesial, penetracion de bacterias (*) a lo largo de los
tabulos dentinarios

(F) Gram modificada 20x Zona de furca, se observa la diferencia de la dentina infectada siendo
la zona pigmentada en rojo intenso (*) y la dentina afectada siendo colonizada por las
bacterias a lolargo del tubulo dentinario.
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Fig. 5 Organo dental 5; Macroscopia y microscopia.

(A) Macroscopia de OD5, con cavidad por caries en zona mesial de corona clinica.

(B) Fotomicrografia H&E 10x centro de la cdmara pulpar, se observa la pulpa necrotica.

(C) H&E 20x Porciodn central de camara pulpar con cumulos bacterianos (flecha verde) y zona
necratica.

(D) Fotomicrografia Gram modificada 20x; Zona de cimulos bacterianos (+) en porcion central
de camara pulpar.

(E) Gram M 20x Penetracion de bacterias (+) en los tubulos dentinarios en capa de dentina
tubular, siendo asi la dentina afectada.

(F) Gram M 40x Penetracién de bacterias (*) en tubulos dentinarios en porcién circumpulpar.
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Fig. 6 Organo dental 13B; Macroscopia y microscopia

(A) Macroscopia de OD13B, destruccion coronaria.

(B) Fotomicrografia H&E 10x centro de la camara pulpar, se observa la pulpa con fibrosis e hiperemia
por abundantes vasos y tejido inflamatorio mixto, en tejido dentinario se observa zona de predentina
y una capa de odontoblastos desorganizados.

(C) H&E 10x Porcion distal de la parte coronal, zona de dentina infectada por la desorganizacion de
los tabulos dentinarios.

(D) Fotomicrografia Gram modificada 20x Zona de penetracién bacteriana en tlbulos dentinarios en
porcién distal de la zona dentinaria circumpulpar(dentina afectada) y bacterias gram positivas (+)
se observa la dentina infectada

(E) Gram M 20x Penetracion de bacterias gram negativas (*) en los tdbulos dentinarios en capa de
dentina tubular.

(F) Gram M 20x Zona de dentina afectada e infectada (+) coalesciendo en parte central de la porcion

coronaria.
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Fig. 7 Organo dental 16; Macroscopia y microscopia

(A) Macroscopia de OD16, destruccién coronaria parcial.

(B) Fotomicrografia H&E 10x centro de la porcion radicular, tejido inflamatorio mixto y ligera
hiperemia, tejido dentinario se observa resorcion interna

(C) H&E 10x Porcién mesial de la parte coronal, zona de dentina infectada (flecha negra) por la
desorganizacion de los tabulos dentinarios

(D) Fotomicrografia Técnica Gram modificada 10x Dentina infectada presencia de colonias
bacterianas gran negativas (+)

(E) Gram M 20x Penetracion de bacterias (+) en los tubulos dentinarios en capa de dentina tubular.

(F) Gram M 20x Invasion bacteriana (+) en tejido pulpar porcion cortada centro de la cdmara

pulpar.
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Fig.8 Organo dental OD18; Macroscopia y microscopia

(A) Macroscopia de OD18, cavidad por caries extensa, con material restaurador en corona clinica.

(B) Fotomicrografia H&E 10x Centro de la cAmara pulpar, pulpa con necrosis e invasion bacteriana
(flecha verde) en cuerno pulpar distal, en zona de dentina se observa dentina terciaria.

(C) Fotomicrografia Técnica Gram modificada 10x Porcion mesial de tejido pulpar, se observan
maultiples cimulos bacterianos invadiendo (flecha verde).

(D) Gram Modificada 20x Porcion radicular totalmente invadida en cUmulos bacterianos y
penetracion dedentina tubular radicular.

(E) H&E 10x Penetracién de bacterias en los tubulos dentinarios en capa de dentina circumpulpar
en porcion (flecha verde).

(F) Gram Modificada 20x Penetracion de bacterias (flecha verde) en los tubulos dentinarios en capa

de dentina circumpulpar en porcion coronaria distal.

44|Pagina



15. DISCUSION

En el presente estudio se encontrd que en el total de la muestra el 72% present6 dentina infectada y
el 100% dentina afectada. La dentina es un tejido mineralizado formado por una red de colageno,
donde el odontoblasto responde a cualquier irritacion con una deposicion mineral en los tubulos
dentinarios. Cuando los &cidos bacterianos atacan, el mineral se disuelve gradualmente, exponiendo
la red col&gena.

La desmineralizacion de la dentina es causada principalmente por la exposicion a soluciones acidas
con pH por debajo del critico cuando el mineral tiende a disolverse hasta saturar la solucion. La
dentina cariada se describe en términos de dos capas alteradas, una capa exterior cariada (dentina
infectada) y una capa interior cariada (dentina afectada). Cada capa se divide a su vez en diferentes
zonas.?® La capa exterior cariada, que esta contaminada con bacterias, las fibras de colageno estan
degradadas y no se pueden remineralizar, y por otra parte la capa interior cariada, que esta libre de
bacterias con una desnaturalizacion limitada del colageno y se puede remineralizar. La capa exterior
cariada debe eliminarse durante la preparacion de la cavidad (dentina infectada) y la capa interior
cariada interna debe conservarse (dentina afectada).?’

Asimismo, la odontologia de minima invasion recomienda solo la eliminacion de la zona superficial,
altamente contaminada con bacterias e irreparable, y menciona que la dentina restante afectada por
caries mas profunda puede curarse y repararse con el complejo dentino-pulpar y, por lo tanto, puede
retenerse y sellarse utilizando materiales de restauracion biointeractivos. Este protocolo de
extraccion de tejido selectivo de minima invasion conserva mas tejido dental y se ha demostrado
que mejora la supervivencia a largo plazo del complejo dentino-pulpar.?

Por otra parte, investigaciones microbioldgicas y clinicas han demostrado que la cantidad de
bacterias disminuye durante los procedimientos de excavacion gradual y que las lesiones se detienen

clinicamente. Bjgrndal & Larsen en un estudio donde examinaron la microflora antes y después de
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los procedimientos de excavacion por etapas en lesiones cariosas profundas en nueve dientes
permanentes encontraron una disminucion en la flora detectada después del intervalo de tratamiento
asimismo la distribucion de especies bacterianas no representaba una microbiota cariogénica tipica
de lesiones profundas, lo que confirmaba los hallazgos clinicos de progresion de caries detenida.?®
Por otra parte, en el presente estudio se encontré que la mayor parte de los cimulos bacterianos se
encontraron en la dentina circumpulpar, pulpa cameral y radicular y por ultimo la dentina terciaria
en niveles moderados y severos. Una limitante del presente estudio es que no fueron identificados
que tipo de bacterias estaban presentes en la dentina infectada o afectada, pero existen
investigaciones donde reportan que tipo de bacterias se encuentran presentes.

La invasién bacteriana de los tubulos dentinarios ocurre cuando la dentina queda expuesta luego de
una ruptura en la integridad del esmalte o cemento. Los productos bacterianos se difunden a través
del tdbulo dentinario hacia la pulpa y provocan cambios inflamatorios en el complejo pulpo-
dentinario. Los organismos grampositivos dominan la microflora de los tibulos tanto en la dentina
cariada como en la no cariada. EI numero relativamente alto de anaerobios obligados presentes,
como Eubacterium spp., Propionibacterium spp., Bifidobacterium spp., Peptostreptococcus micros
y Veillonella spp., sugiere que el ambiente favorece el crecimiento de estas bacterias. Por otra parte,
los estreptococos se encuentran entre las bacterias mas comunmente identificadas que invaden la
dentina. Las interacciones especificas de otras bacterias bucales con los estreptococos invasores
pueden facilitar la invasion de la dentina por grupos bacterianos seleccionados.

Por lo tanto, la comprension de los mecanismos involucrados en la invasion de los tubulos
dentinarios por bacterias deberia permitir el desarrollo de nuevas estrategias de control, como
compuestos inhibidores incorporados en productos para el cuidado de la salud bucal o materiales

dentales, que ayudarian en la practica de la Odontopediatria.
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16. CONCLUSIONES

e 72.7% de los 6rganos dentarios presentd dentina infectada y el 100% dentina afectada.

e La mayor parte de los cumulos bacterianos se encontraron en la dentina circumpulpar con
un nivel severo.

e 50% de los 6rganos dentarios presento caracteristicas de necrosis pulpar, 33.3% hiperemia,
33.3% fibrosis, 33.3% inflamatorio mixto, 25.0% predentina y 66.7% en dentina terciaria.

e Por lo tanto, de acuerdo a la literatura la invasion bacteriana de la dentina se produce
rapidamente una vez que la dentina se expone al entorno bucal y, en las primeras etapas de
la infeccidn, las bacterias Grampositivas de la placa dominan la microflora. De igual modo,
la invasion bacteriana descontrolada conduce a enfermedad pulpar inflamatoria, infeccion
del conducto radicular y enfermedad periapical.

e Las aplicaciones de estos resultados pueden aplicarse en el desarrollo de nuevas estrategias
de control como incluir compuestos que se agregan a pastas 0 enjuagues bucales, o que
podrian incorporarse a materiales dentales, para inhibir la invasion bacteriana de los tabulos

dentinarios.
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