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RESUMEN

Introduccion: Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria microaerofila que se encuentra en cerca
de la mitad de la poblacion mundial y es la responsable de diversas patologias gastrointestinales.
Estudios recientes han identificado la presencia de esta bacteria en la cavidad oral, tanto en la
biopelicula como en la saliva, sugiriendo su posible papel como reservorio. Sin embargo, pocos

estudios se han centrado en la pulpa dental y, especificamente, en la pulpitis irreversible.

Objetivos: Identificar la presencia y distribucién de H. pylori en la pulpitis irreversible utilizando
técnicas de inmunohistoquimica. Ademas, se pretende establecer la existencia de posibles
relaciones entre esta bacteria en el tejido pulpar y las enfermedades gastrointestinales.

Metodologia: Se examinaron 109 muestras de pulpa dental en 18 laminillas. Las muestras se
sometieron a un estudio histoldgico, primero tefiidas con H&E y luego con tincion de
inmunohistoquimica contra H. pylori utilizando un anticuerpo primario Clona: EP279, R Mab, conejo
monoclonal de la marca BIOCARE MEDICAL.

Resultados: De las 109 muestras analizadas, se detectaron 92 pulpas positivas, lo que equivale al
84.40% del total. Se identificaron 14 pulpas negativas (12.84%) y 3 pulpas no valorables (2.75%).
Estos resultados indican la positividad de H. pylori en la mayoria de las muestras estudiadas.

Conclusiones: Es de gran interés continuar ampliando la investigacion para identificar esta bacteria
a niveles mas especificos, lo que permitiria aumentar el conocimiento sobre el tipo y las
caracteristicas de H. pylori presente en la pulpa dental, asi como su funcion y el tipo de cepa
presente. Esto nos ayudaria a establecer relaciones mas precisas con las enfermedades

gastrointestinales.

Palabras clave: Pulpitis irreversible, caries, inmunohistoquimica, bacteria, microbiologia oral,

estémago.



INTRODUCCION

Existe muy poca investigacion en el ambito endoddncico respecto a nuevas bacterias que
pueden estar presentes en los procesos inflamatorios pulpares, como en la pulpitis irreversible.
Podemos establecer que esta ultima es una de las principales enfermedades pulpares, por las
gque mas se recurre a la cita odontolégica. Asimismo, existen otras alteraciones que
comunmente no estan relacionadas con la cavidad oral, pero se ha encontrado que muchos

procesos se correlacionan, lo que genera un problema bidireccional.

Se requiere una amplia investigacion para determinar en la actualidad la presencia de bacterias
de interés, como el H. pylori, el cual se ha demostrado que puede establecerse en diferentes
partes de la cavidad oral; este microorganismo cumple con la caracteristica de ser una bacteria
propia del estdbmago y, por ende, puede generar enfermedades gastrointestinales. Por tal
motivo, se busca determinar la presencia de esta bacteria de interés en el tejido pulpar, dado
qgue hay muy poca informacion al respecto. Para ello, se emplearan métodos diagndsticos como

los examenes histoldgicos.

En el estudio que se presenta, se analizaron tejidos incluidos en formalina correspondientes a
109 pulpas dentales, las cuales por medio de la técnica de inmunohistoquimica identifica la
presencia de H. pylori en este tejido y de esta manera poder proponer estudios que se

correlacionen con alteraciones sistémicas.

El objetivo de esta investigacion es evaluar la presencia y distribucion del H. pylori en la pulpitis
irreversible, utilizando técnica de inmunohistoquimica, es decir, se trata de un estudio

morfoldgico.



CAPITULO 1.



MARCO TEORICO

1. Embriologia pulpar

Durante la 6ta semana de vida embrionaria, inicia la odontogénesis, la cual implica una serie de
transformaciones quimicas, morfologicas y funcionales. En el transcurso de la tercera y cuarta
semana, en la etapa del disco bilaminar, se observa un engrosamiento en el ectodermo conocido
como placa neural, donde hay una invaginacion, formando el surco neural. Las extremidades de
este surco se elevan y se pliegan hasta unirse, dando origen al tubo neural (1). Estas células
componen el ectomesénquima, del cual, segun Hargreaves et al. (2), la pulpa dental proviene de la

proliferacion de estas células.

El primer indicio morfolégico del desarrollo dental es la aparicion de la banda epitelial primaria, una
formacion en forma de U de epitelio engrosado que recubre la cavidad bucal primitiva y se manifiesta
en la quinta semana de gestacion embrionaria (3). Simultdneamente en el tejido ectomesenquimal,
ocurre una agregacion celular, dando origen a 10 laminas que penetran y crean las ldminas dentales;
que daran origen a los 10 dientes primarios en cada arcada. En este momento, se inicia un proceso
de induccion epitelio-mesénquima, permitiendo la formacién de estructuras derivadas del ectodermo

(esmalte) y ectomesénquima (pulpa, dentina, hueso, ligamento periodontal y cemento) (1).

La banda epitelial primaria, en primer lugar, da origen a la lamina dental dentro del arco dental vy,
poco después, a la lamina vestibular en el exterior del mismo, las cuales se desarrollan en el
ectomesénquima subyacente (Figura 1). La lamina dental es el sitio donde se formaran los futuros
gérmenes dentales, mientras que la ldamina vestibular eventualmente se desintegra para dar lugar al
futuro vestibulo o surco entre la mejilla y el area de formacion dental. Tanto la banda epitelial primaria

como la lamina dental actuan como base para el desarrollo posterior de multiples gérmenes dentales

individuales (3).

Figura 1. Lamina vestibular y dental a partir del 4

ectodermo oral (2). V OTIERER
\ ST TT—=r—— Lémina
‘) vestibular

\ Lamina

‘ dental
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Los gérmenes dentales individuales se someten a morfogénesis a través de las etapas de yema o
brote, casquete y campana (Figura 2). Estas etapas se denominan de acuerdo con la forma del
germen del diente visto desde secciones frontales (3).
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Figura 2. Fases del brote (A); yema o brote, (B); Casquete, (C ); Campana (2).

1.1 Estadio de brote

Durante el estadio de yema, se observa la emision del epitelio dental desde la lamina dental hacia el
ectomesénquima subyacente, mientras las células ectomesenquimales se agrupan alrededor de la
yema epitelial (3) (Figura 3). La organizacion de los brotes es simple: en la superficie hay células
cubicas definidas, en el nucleo células con forma poligonal y espacios intercelulares reducidos. Las
células ectomesenquimales se hallan agrupadas densamente bajo el revestimiento epitelial y
alrededor del brote (4) (Figura 4).

Epitelio bucal

Lamina

#——— Lamina vestibular dentania

{ 4——— Lamina dentaria

Yema
del diente
/' Brote 0 yema o . & i) Futura

(futuro érgano del esmalte)

Condensacion __.
del mesénquima TS e

Figura 3. Formacion de yema (2). Figura 4. Histologia de yema (4).
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1.2 Estadio de casquete

La etapa del casquete tiene lugar durante la novena semana y se caracteriza por la presencia de

una formacion epitelial del germen dental que se asemeja a un casquete que reposa sobre una

agrupacion esférica de ectomesénquima. Este componente epitelial se conoce como 6rgano del

esmalte, el cual se diferenciara posteriormente en ameloblastos. La concavidad que rodea esta

agrupacion esférica de ectomesénquima se llama papila dental, la cual se convertira en la futura

pulpa dentaria, dando origen al complejo dentinopulpar. Ademas, otro conjunto de células

ectomesenquimatosas, conocido como foliculo o saco dental, envuelve al 6rgano del esmalte (OE)

y a la papila dental (3,4) (Figura 5 y 6).

Epitelio bucal

e - S Reij&ulo estrellado
Epitelio interno
- 0 preameloblastico

Organo

Epitelio externo
1 .
. del esmalte

* Saco dentario’
indiferenciado

Trabéculas 6seas

Figura 5. Estadio de casquete inicial (4).

Figura 6. Histologia del estadio de casquete.
OE: érgano del esmalte; P: papila dentaria (4).

Histologicamente, se distinguen las siguientes estructuras en el OE:

1) Epitelio dental externo: constituido por una capa de células cubicas, organizadas en la

parte convexa, unidas a la ldmina dental mediante una porcién denominada pedunculo

epitelial (4).

2) Epitelio dental interno: localizado en la porcion concava, compuesto principalmente por

células cilindricas bajas, la cuales incrementaran su altura; para luego, diferenciarse en

ameloblastos en en estadio de campana (4).

3) Reticulo estrellado: caracteristico por presentar células en forma de estrella, unidas por

desmosomas, lo que resulta en la formacion de una red continua celular donde sus

extensiones se entrelazan para formar un reticulo (4).
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El tejido conectivo mesenquimal ubicado en la concavidad se condensa bajo la influencia del epitelio
proliferativo, originando la papila dentaria. Esta prominencia se halla apartada del epitelio interno del
OE por una membrana basal. Ademas, el tejido de mesénquima que circunda practicamente por
completo el casquete, se condensa y se torna fibrilar, originando asi el foliculo dental. En conjunto
el OE, la papila y el foliculo dental, conforman el germen dentario (4). Durante esta etapa, los vasos
sanguineos rodean el germen dental en el foliculo dental y penetran en la papila dental. Las fibras
nerviosas rodean el germen dental en el foliculo dental, pero no en la papila dental hasta la fase de

campana, cuando comienza la dentinogénesis (3).

En el epitelio interno se desarrolla un cumulo de células, conocidas como nudo primario del esmalte.
Aunque es una estructura transitoria, se considera el centro regulador de la morfologia dental debido
a su capacidad para producir factores de crecimiento y sefalizacion. Una vez que completa su

funcion secretora y reguladora, estas células desaparecen mediante apoptosis (4) (Figura 7 y 8).

Por lo tanto, en el estadio de casquete podemos encontrar las siguientes estructuras, las cuales

daran origen a todos los tejidos dentarios (4).

1) Organo del esmalte: origen ectodérmico.
2) Papila dentaria: origen ectomesénquima.

3) Foliculo dentario: origen ectomesénquima.

Sacodentario

Epitelio dental externo

/ Brote del diente permanente
- Epitelio externo Reticulo estrellado

Reticulo estrellado .
. Organo del esmalte
¢ Nudo del esmalte

Epitelio interno
(preameloblastos
+ _ diferenciandose en

" arfieloblasf0s jovenes)
. N

Epitelio dental interno

~ _ Membranabasal
- (futura-conexion -

amelodentinaria) - * Papila dentaria

Figura 7. Etapa terminal de casquete (4). Figura 8. Histologia etapa terminal de
casquete (4).
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1.3 Estadio de campana

Este proceso tiene lugar entre las semanas 14-18 (4). Se caracteriza por el crecimiento del érgano
del esmalte en forma de campana, a medida que su superficie inferior se profundiza y envuelve la
papila dental, mientras que el saco dental continia encapsulando tanto el 6rgano del esmalte como
la papila dental. Durante este estadio, los procesos de morfodiferenciacion e histodiferenciacién se

hacen mas evidentes (2,3).

El 6rgano del esmalte en este periodo embrionario (Figura 9 y 10); esta constituido por:

1) El epitelio dental externo: exhibe la presencia de células aplanadas y pliegues debido a la

invaginacion o brotes vasculares, los cuales garantizan la nutricion del 6érgano del esmalte (2, 4).

2) El reticulo estrellado: compuesto por células de aspecto estrellado, con un notable voliumen
debido al aumento del liquido intercelular. Hay una interrupcién en los nutrientes, esta reduccién se
intensifica justo cuando las células del epitelio interno comienzan a segregar el esmalte. Esto

conduce al adelgazamiento del reticulo estrellado, lo que facilita un mayor flujo de nutrientes (2, 4).

3) El estrato intermedio: se situa en medio del epitelio interno y reticulo estrellado, compuesto por
células aplanadas. Prominente en areas que perteneceran a las cuspides. Las células de este estrato
muestran una marcada actividad enzimatica de fosfatasa alcalina, lo que sugiere su participacion

indirecta en la mineralizacion del esmalte (2, 4).

4) EIl epitelio dental interno: se caracteriza por la presencia de preameloblastos, que se
diferenciaran en ameloblastos. Durante esta etapa, se establece la estructura coronaria, debido a
inducciones caracteristicas del ectomesénquima. A medida que avanza este estadio, el epitelio
interno desencadena un efecto inductor en la papila. Células ectomesenquimales no especializadas
se convierten en odontoblastos, iniciando la sintesis dentinaria en la parte superior, prolongandose
gradualmente (2, 4).
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Epitelio bucal

Tejido dseo en formacion

Reticulo estrellado Qadsesspasesesess

Asa cervical

Brote del diente permanente

. Brote del diente
permanente
Ameloblastos jovenes

Papila dentaria

Epitelio dental intemo

Estrato intermedio

Asa cervical
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Figura 9. Estadio de campana (4). Figura 10. Histologia etapa de campana (4).

En la etapa avanzada de campana, los ameloblastos adquieren gradualmente caracteristicas
secretoras mediante citodiferenciacion; sin embargo, estan sin actividad celular hasta que los
odontoblastos desarrollen la primera capa de dentinaria. En este punto, la nutricion de los

ameloblastos proviene del estrato intermedio y no de la papila (4, 5).

1.4 Papila dentaria

Una vez formada la dentina, la parte del centro de la papila se convierte en pulpa. Esta region céntrica
se caracteriza por presentar fibroblastos jévenes que contienen abundantes glucosaminoglicanos,
principalmente acido hialurénico y condroitin-sulfato. Ademas, se encuentran fibras, como: las

oxitalanicas y las precolagenas (4).

En cuanto a la inervacion, esta se genera muy tempranamente. Hay ligeras extensiones nerviosas
provenientes del trigémino, las cuales pueden avanzar en los distintos estadios, pero se hacen
presentes una vez que los odontoblastos secreten dentina. Distintos factores pueden estar
involucrados en la inervacion sensorial de la papila y desarrollo de axones, tales como: el NGF,
BDNF, GDNF. En un inicio la inervacién es pricipalmente sensorial, puesto que, se ha encontrado la

ausencia de fibras nerviosas autdbnomas en los primeros estadios (3).

Acerca de la vascularizacion, grupos de vasos sanguineos ingresan a la papila en la fase de
casquete. Mientras que el desarrollo sigue su curso, los vasos se localizan principalmente en la parte

donde se generara la formacion radicular (2).
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1.5 Saco dentario

En el estadio de campana, se evidencia con mayor claridad la estructura del diente en desarrollo. Se
compone de dos capas principales: una interna, denominada célulovascular externa, y una capa
superficial que contiene una gran cantidad de fibras de colageno. Estas fibras de colageno y
precolageno se organizan circularmente alrededor del diente en formacion, lo que le confiere el
nombre de saco dental. Durante esta etapa, el colageno presente es principalmente del tipo | y Ill.
Las células mesenquimales presentes en esta zona daran origen a los componentes del periodonto

de insercion (4).

Tanto la inervacion como la irrigacion sanguinea se dividen en dos tipos, una dirigida hacia el saco
dental y la otra hacia la papila, distribuyendose a través del foliculo. También, en el borde mas
profundo de la lamina dentaria se experimenta una proliferacién, convirtiéndose en un extremo libre
que se ubica detras del OE, desarrollando asi el esbozo del diente permanente. En cuanto a los

restos de la lamina dentaria, ahora se llegan a denominar como perlas de Serres (4).

1.6 Estadio terminal

Es caracteristico identificar en esta fase la presencia de matriz de esmalte en dentina previamente
secretada, esto en las areas que daran lugar a bordes y cuspides. La interconexién de esmalte y
dentina, puede presentar distintas texturas, y se nombrard como conexién amelodentinaria. Formada

la corona, se produce la formacion y desarrolo de la raiz (4) (Figura 11y 12).

Saco dentario
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Ameioblastos

Esmalte

Dentina

Predentina

P/r_;denlina -
Odontobla/stos/
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2

Figura 11. Estadio terminal (4). Figura 12. Histologia estadio terminal (4).
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1.7 Desarrollo y formacion radicular

La vaina epitelial de Hertwig actia como inductora y formadora de esta estructura. La raiz se da a
partir de una union entre epitelio interno y externo del OE. Generando una extension hacia el interior
de la papila dental, estimulando la diferenciacion de los odontoblastos radiculares. Depositandose la
primera capa de dentina, se originan los restos de Malassez, producto de la fragmentacion de la

vaina epitelial (4).

Ademas, se producen ciertas interrupciones cuando la vaina de Hertwig se esta desarrollando, lo
que dara lugar a conductos accesorios y laterales. En casos donde se formaran dos raices, la vaina
producird mas de una prolongacion que se dirigiran hacia el eje longitudinal del diente, al fusionarse
crearan el piso pulpar. Cada una de estas prolongaciones prolifera individualmente para formar su
propia raiz. Finalizado el desarrollo, la vaina se encorva hacia el interior, generando un diafragma,

el cual va a determinar la longitud de la raiz y delimitacion del foramen apical (1, 4).

2. Histologia Pulpar

2.1 Generalidades de la pulpa dental

La pulpa dental es un tejido conectivo laxo, especializado y de origen mesenquimatoso, contiene
aproximadamente 75 % de agua y 25 % de materia organica (2,4). Este tejido alberga diversas
células especializadas, como los odontoblastos, ubicados en la periferia del tejido. La relacién entre
la pulpa y la dentina se denomina complejo dentinopulpar, y se considera una unidad funcional a
pesar de tener elementos histolégicos distintos. Ademas, la pulpa contiene elementos tisulares como
axones, tejido vascular, sustancia fundamental, fluido intersticial, células inmunocompetentes y otras
estructuras (2,6). Es importante sefalar que la pulpa dental esta estructurada en cuatro zonas
morfolégicas, cada una con caracteristicas y composicion distintas (2). Asi mismo, la pulpa se divide
en una porcién coronal y apical, que muestran variaciones en la proporcion celular, la forma
anatémica y el tamafio. También desempefa diversas funciones, como la induccién, la formacioén, la

nutricion, la defensa y la inervacion (4).

Con el tiempo, la pulpa dental experimenta cambios fisiolégicos y patolégicos debido a la edad y

diversos factores, que pueden influir en su funcién y vitalidad (4,5).
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2.2 Zonas morfologicas de la pulpa

En el tejido pulpar diferenciado se distinguen 4 areas (Figura 13) :

1) Zona o capa odontoblastica: situada directamente debajo de la predentina, permitiendo
que las proyecciones odontoblasticas lleguen a la dentina. Compuesta por los cuerpos
celulares de los odontoblastos, capilares sanguineos y fibras nerviosas. Coronalmente los
odontoblastos tienen una forma cilindrica alta, adoptando una apariencia de empalizada.
Presenta una mayor densidad celular por unidad de area, y el espacio intercelular oscila
entre 30-40 nm de ancho. En la parte media, los odontoblastos son mas cubicos y mas apical
se vuelven mas aplanados. Entre los odontoblastos vecinos, se encuentran desmosomas,
uniones celulares especializadas que permiten la transmisién rapida de estimulos eléctricos
y el paso de liquidos, proteinas plasmaticas, capilares y fibras nerviosas (1,2).

2) Zona pobre en células o capa basal de Weil: localizada después de la capa de
odontoblastos, se caracteriza por tener una escasez de células. En esta region se
encuentran capilares sanguineos, fibras nerviosas amielinicas y delgados procesos
citoplasmaticos. En algunas ocasiones, puede no ser claramente visible en pulpas jovenes,
en proceso de formacion de dentina o en pulpas viejas con menor cantidad de células y
dentina de reparacion. También se puede distinguir el plexo nervioso de Raschkow (1,2).

3) Zona rica en células: zona subendoblastica, destaca por contener una elevada proporcion
de células, como lo son los fibroblastos. Contiene multiples macréfagos, células dendriticas
y células madre. Suele ser mas prominente en la porcién coronaria (2).

4) Zona central de la pulpa o pulpa central: parte central de la pulpa, constituida por vasos
sanguineos, fibras nerviosas de mayor diametro, sustancia fundamental y fibras. Contiene

también, células como lo son los fibroblastos, células madre, macroéfagos, etc (1).
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Figura 13. Zonas morfoldgicas de la pulpa A. Esquema; B. Histologia-microfotografia (4).
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2.3 Células pulpares

Odontoblastos

Las células mas caracteristicamente asociadas al complejo dentinopulpar son los odontoblastos (2).
Su funcién principal es la formacion de dentina y se prolongan en los tubulos dentinarios, estan

localizados en forma de empalizada sobre la periferia del tejido pulpar (6).

Los cuerpos celulares de los odontoblastos son altos y columnares (Figura 14). En la regién
coronaria, la cifra aproximada de odontoblastos es de 45,000 por mm cuadrado. Estas células
presentan un nucleo grande que puede contener hasta 4 nucleolos, un desarrollado aparato de Golgi
supranuclear, numerosas mitocondrias distribuidas uniformemente y abundante RER. Las
prolongaciones de esta célula oscilan entre 0.2 - 0.7 mm; pueden alcanzar aproximadamente el

espesor dentinario, contiene ademas numerosos microtubulos y microfilamentos (2).

Los odontoblastos se asocian unos con otros a través de sistemas de uniéon, como: desmosomas,
interdigitaciones y uniones gap (4). Sintetizan colageno tipo | y proteoglucanos. Secretan
sialoproteina y fosfatasa alcalina, la cual participa en la mineralizaciéon extracelular, entre otros
elementos (2). Ademas de estas funciones, desempefian un papel defensivo mediante receptores
de reconocimiento de moléculas asociadas a patdgenos y la secrecion de sustancias defensivas.
También tienen la capacidad para atraer células inmunitarias y actian como receptores de estimulos
térmicos y biomecanicos. El odontoblasto maduro es una célula diferenciada, la cual no puede
dividirse, estos se originan mediante células madre pulpares mientras ocurren procesos de

reparacion (4).

Figura 14. Representacion grafica y microscopica de odontoblasto maduro (4).
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Fibroblasto

Esta célula se encuentra principalmente en la zona rica en células, es considerada la mas abundante
en pulpa. Presentan un aspecto estrellado y alargado, su forma se caracteriza de acuerdo al tipo de
matriz extracelular en la que se encuentren. Conforme maduran, aumenta su aparato de Golgi, el
RER prolifera, adoptan el aspecto caracteristico de células secretoras y se forman vesiculas (Figura
15). Se ubican regularmente entre las fibras colagenas (2). La principal funcion de los fibroblastos es
desarrollar, mantener y regular la matriz extracelular fibrilar, asi como la amorfa. También se podria
decir que son células multifuncionales, cuentan con la capacidad de degradar el colageno como

respuesta a estimulos fisiologicos, sintetizan proteoglicanos y colageno tipo | y 11l (2,4).

Los fibroblastos juegan un papel importante en la inflamacion y la curacion. Estos secretan factores
angiogénicos como FGF-2 y VEGF, especialmente después de una lesidon, que ayudan en la
curacion. También se ha demostrado que secretan factores estimulantes de colonias, que ayudan
en la migracion de las células principales que expresan histocompatibilidad de clase Il al tejido pulpar.
Liberan mediadores inflamatorios, citocinas y factores de crecimiento. En cultivos celulares forman

tejido mineralizado como el hueso al ser estimulados (5).
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Figura 15. Fibroblasto bajo el microscopio (5). . ks
L andoplasmico

Macréfagos

Son monocitos que han abandonado el torrente sanguineo (2). Su morfologia varia segun estén fijos
o libres en el tejido conjuntivo. Los macréfagos libres presentan una forma redondeada con pequeiios
repliegues citoplasmaticos en la periferia y los macréfagos fijos confieren una apariencia irregular

debido a las prolongaciones citoplasmaticas. Ademas, su nucleo suele tener una morfologia
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caracteristica de escotado y ligeramente excéntrico. A nivel ultraestructural, tienen abundantes

vacuolas, lisosomas, un complejo de Golgi y un REL especializado (4).

Gracias a su movilidad y actividad fagocitica y endocitica, pueden actuar como eliminadores de
desechos, eliminando glébulos rojos extravasados, células muertas y sustancias extrafias. Ademas,
producen hidrolasas acidas, las que van a facilitar su traslado dentro del tejido conjuntivo. En pulpa,
los macrofagos desempefan un papel crucial en la respuesta inflamatoria; participan también en las

reacciones inmunoldgicas al procesar los antigenos y presentarlos a los linfocitos (2,4).

Figura 16. Macréfago bajo el microscopio (5). macréfago

Células dendriticas

Son elementos accesorios del sistema inmune. Se nombran como células presentadoras de
antigeno; su principal caracteristica son sus prolongaciones citoplasmaticas (2). Confieren una
estructura ramificada y un diametro de 50 pm aproximadamente. Se distribuyen en todo el tejido
pulpar y configuran un reticulo. Aunque, se pueden encontrar en mayor concentracion en dos zonas:

regién perivascular y regién subodontoblastica, pero ante un estimulo migran hacia la pulpa central

(4).

Tienen la capacidad de induccién de inmunidad de las células T, del mismo modo, participan en la
respuesta inmunitaria primaria. Su funciéon es capturar a los antigenos, procesarlos y después
llevarlos a los ganglios linfaticos regionales a través de los vasos linfaticos, lugar donde los presentan

a las células linfoides (4,5).
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Linfocitos
En pulpa sana se comunico el hallazgo de linfocitos T. Principalmente linfocitos T8, los cuales

constituyen el subconjunto predominante. Los linfocitos B son escasos (2).

Mastocitos
Ampliamente distribuidos, conforman pequefios grupos en la proximidad de los vasos sanguineos.
Se localizan principalmente en pulpas con inflamacion crénica. Estas células contienen heparina e

histamina (2).

Células mesenquimatosas o células madre

Las células madre de la pulpa dental son consideradas como células de reserva, ya que tienen la
habilidad de diferenciarse en odontoblastos y fibroblastos, dependiendo del estimulo presente (2).
Segun Gomez (4), se han encontrado dos tipos de células madre de naturaleza mesenquimatosa:
células madre de la pulpa dental propiamente dicha (DPSC) y células madre de la papila apical
(SCAP). Las células DPSC se caracterizan por su forma fusiforme, similar a la de los fibroblastos,
aunque también pueden tener morfologias variables en distintas etapas de actividad. En su
estructura, se observan mitocondrias elongadas y un reticulo endoplasmico rugoso abundante en la
zona perinuclear. Ademas, el ndcleo puede contener mas de un nucleolo. Las células DPSC se

distinguen por poseer diversos tipos de marcadores que reflejan su posible potencialidad (4).

2.4 Fibras de la pulpa dental

1) Fibras colagenasas: formadas principalmente de colageno tipo I. Segun la region donde se
encuentren puede variar la distribucion y proporcion. Presentan una posicién irregular
coronalmente y apicalmente una forma paralela. Conforme a la edad, aumenta la densidad
y diametro (2,4).

2) Fibras reticulares: se componen de colageno tipo Ill principalmente, se encuentran
ampliamente distribuidas en el tejido pulpar, excepto en la zona odontoblastica, ahi se
entrelazan entre las células presentes y forman el plexo de Von Korff (4,5).

3) Fibras elasticas: son muy delgadas, pero se encuentran principalmente en las paredes de
los vasos sanguineos. Se componen de elastina y suelen ser dificiles de localizar.(4).

4) Fibras de oxitalan: se encuentran en la pulpa en desarrollo. Son dificiles de identificar y se

les considera fibras elasticas inmaduras (4).

2.5 Sustancia fundamental

La sustancia basica o matriz extracelular amorfa en la pulpa dental esta compuesta principalmente

por proteoglicanos, que incluyen decorina, biglicano y agua. Los proteoglicanos consisten en un
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nucleo de proteinas y cadenas laterales de glicosaminoglicanos (GAG). Los GAG mas importantes
son el condroitin 4 y 6 sulfato, dermatan sulfato, queratan sulfato y acido hialurénico. El dermatan
sulfato es el GAG dominante en la matriz extracelular de la pulpa dental en dientes recién
erupcionados. Los proteoglicanos participan en la viscosidad de la matriz extracelular, otorgandole

una consistencia gelatinosa (2,4,5).

La fibronectina también se encuentra en la periferia de la pulpa y esta asociada con la formacion de
la matriz dentinaria por parte de los odontoblastos. Se ha observado que en las pulpas de personas
mayores y en las pulpas inflamadas, hay una ausencia o falta de expresion de esta glicoproteina.
Por ultimo, la sustancia fundamental actia como fuente de nutrientes para las células, al mismo

tiempo que los productos de desecho se eliminan y se transportan hacia la circulacion saliente (4).
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3. Microbiologia

3.1 Pulpitis Irreversible (PI)

La pulpitis irreversible se presenta como una respuesta inflamatoria dentro del espacio pulpar,
frecuentemente como consecuencia de microorganismos provenientes de caries profundas, aunque
diversas causas pueden desencadenar esta enfermedad. Esta condicién se clasifica clinicamente
en dos tipos: pulpitis irreversible asintomatica (PIA) y pulpitis irreversible sintomatica (PIS) (7).

Segun Donnermeyer et al. (8), la presencia de microorganismos en el tejido pulpar es crucial para
determinar la capacidad de recuperacion de la pulpitis, aunque su deteccion clinica no siempre es
sencilla. Se estima que entre el 14 % y el 60 % de los casos de pulpitis irreversible son clinicamente

asintomaticos, y en un 15,6 % de los casos, los diagndsticos clinicos e histolégicos no concuerdan.

La pulpa dental puede ser infectada a través de diversas vias microbianas, como la exposicién de
los tubulos dentinarios, la exposiciéon directa de la pulpa, a través de enfermedades periodontales,
asi como los foramenes laterales y apicales, las cuales desencadenan procesos inflamatorios en la
pulpa. Se ha documentado la presencia de una variedad de especies bacterianas en los conductos
radiculares de los dientes asociados con la pulpitis irreversible (9). Aunque la literatura sefiala que
las infecciones endodonticas generalmente son causadas por grupos de bacterias anaerobias gram
negativas predominantes, entre las cuales se encuentran Fusobacterium, Porphyromonas,

Peptostreptococcus, Prevotella, entre otras (2,9,10).

Fusobacterium

La bacteria predominante de este género es Fusobacterium nucleatum, una bacteria gram negativa
con un tamafio aproximado de 2.4 Mpb. Este microorganismo realiza la fermentacion intracelular,
generando &cido butirico como principal subproducto. Ademas de contener lantionina en su
peptidoglicano, posee diversas adhesinas en su envoltura celular que facilitan su coagregacion con

varias otras bacterias (11).

Porphyromonas

Se caracteriza por ser un género de bacilos cortos, gram negativa, anaerobios, y sacaroliticos. En la
cavidad bucal, se encuentran varias especies, como P. gingivalis y P. endodontalis. Con un genoma
que oscila entre 2.1 y 2.3 Mpb, estas bacterias tienden a formar colonias pigmentadas de color rojo
oscuro en medios que contienen sangre, gracias a la incorporacién del grupo hemo en su envoltura

celular (11).
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Peptostreptococcus

Identificado como un bacterias anaerobias, gram positivas y no formadoras de esporas, la especie
P. micros, destaca por su capacidad para producir enzimas proteoliticas. De forma y tamafno
irregular, sensible a los betalactamicos, esta bacteria es capaz de desencadenar diversas
infecciones. Aunque, se consideran parte de la microbiota normal que habita en la boca de los seres

humanos (11).

Prevotella

Bacilo anaerobio estricto gram negativo no esporulado y no mévil, exhibe actividad proteolitica. Con
un tamafo variable, esta bacteria se encuentra en lesiones avanzadas en dentina, ya que este
entorno favorece su crecimiento. Mayormente consideradas microorganismos periodontopatégenos,
las especies residentes en la cavidad bucal poseen diversos mecanismos de virulencia, como las
fimbrias (11,12).

En diversos estudios tales como Barani et al. (13), que involucré a 108 participantes, se sometio el
tejido pulpar con pulpitis irreversible, a un analisis microbiolégico e histopatolégicos. Los resultados
de los andlisis revelaron una alta prevalencia de Clostridium baratii, Clostridium bifermentans
(anaerobios), asi como la Streptococcus oralis, Streptococcus mitis y Granulicatella elegans en el
caso de (aerobicos); de la misma manera Zargan et al. (14) determiné que la especie mas prevalente
de pulpitis irreversible pertenece al Firmicutes, filo gram positivo. y en el analisis de Zheng et al. (10)
indicd también que en los casos de pulpitis irreversible, la abundancia de Firmicutes fue

notablemente alta, ademas menciona que el género dominante fue Lactobacillus.

Clostridium baratii

Bacteria anaerobica, formadora de esporas y gram positiva. Se localiza principalmente en el suelo,
el agua vy el tracto gastrointestinal de humanos y animales. Puede ser patégena y desencadenar
enfermedades graves, las intoxicaciones por Clostridium baratii pueden resultar en enfermedades

potencialmente mortales (15).

Clostridium bifermentans

Es un tipo de bacteria en forma de bacilo, anaerobio, con la capacidad de formar esporas. Tiene la
capacidad de llevar a cabo la fermentacion de sustratos organicos para obtener energia, generando
acido lactico y acido acético como productos metabdlicos. Aunque menos conocida que otras
especies dentro del género Clostridium, esta bacteria puede mostrar capacidad patdégena, dando
lugar a infecciones (16).

Streptococcus oralis
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Gram positiva, facultativa aerobia, se encuentra en la cavidad oral y desempefia un papel crucial en
el equilibrio del microbioma oral. Como componente principal de la microbiota bucal, coloniza tanto
la superficie de los dientes como las encias. En ciertas condiciones favorables puede transformarse

en un patégeno oportunista, contribuyendo a la formacion de placa dental y caries (17).

Streptococcus mitis

Bacteria gram positiva forma parte de la microbiota de la cavidad oral y del tracto respiratorio
superior. Mayormente considerada comensal, coloniza la boca y contribuye a mantener la salud oral
al competir con bacterias patéogenas y formar biofilm dental. No obstante, en individuos

inmunocomprometidos, puede transformarse en un patégeno oportunista (18).

Granulicatella elegans

Previamente identificada como Streptococcus elegans, gram positiva, anaerobia facultativa que se
localiza habitualmente en la boca, el tracto respiratorio superior y el tracto gastrointestinal humano
como parte de la microbiota. Aunque mayormente inofensiva, puede volverse un patdgeno

oportunista, especialmente en individuos inmunocomprometidos (19).

Por lo tanto, las variaciones en la microbiota de las infecciones endodonticas podrian ser atribuidas
a diferencias en el huésped, factores ambientales, condiciones de salud publica, habitos dietéticos,

respuesta inmunitaria del paciente y el clima en distintas regiones geograficas (14).

3.2 Caries

La caries dental es la enfermedad multifactorial dinamica, crénica, prevenible, reversible, compleja,
no transmisible; mas prevalente en el mundo, afectando a todo tipo de edad a lo largo de todo el
ciclo de vida (20). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la define como un proceso patolégico
localizado que ocurre una vez producida la erupcién dental y puede generar reblandecimiento del

diente evolucionando hasta la formacion de una concavidad (21).

Es la enfermedad bucal mas comin en el mundo, se calcula que alrededor del 60-90 % de la
poblaciéon mundial la padece (22). En los Ultimos 25 afos, la prevalencia de caries se ha mantenido,
manejando niveles elevados (23).

La cavidad oral constituye un ecosistema complejo que alberga una diversidad de microorganismos,
incluyendo bacterias, arqueas, hongos y virus. Las bacterias representan el componente principal de
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esta comunidad heterogénea. Hasta la fecha, se han identificado y estudiado un total de 774
especies bacterianas en la cavidad oral. De estas, aproximadamente el 58 % han sido identificadas
y oficialmente clasificadas, sin embargo, un 16 % aun no han recibido una denominacién formal, y
el 26 % restante alin no se ha estudiado. Mayormente se clasifican en seis filos principales:
Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria, Bacteroidetes y Spirochaetes. Ademas, se
han detectado bacterias en la placa dental y la saliva que estan asociadas con infecciones
gastrointestinales, como el H. pylori. Esto sugiere que la cavidad oral podria actuar como un
reservorio extragastrico de este microorganismo, desempefando un papel significativo tanto en su

transmision como en su recurrencia (23,24).

Siendo una enfermedad multifactorial, existe la interaccion de factores para producir la enfermedad:
huésped, microflora, sustrato y tiempo. Para la formacion de un proceso carioso se necesita que las
condiciones de los factores sean ventajosas; como un huésped susceptible, una flora oral

cariogénica y un sustrato cariogénico en un lapso determinado de tiempo (25).

3.2.1 Factores relacionados con el huésped

Saliva

Se trata de una solucion supersaturada de calcio y fosfato que contiene una variedad de
componentes, entre los cuales se incluyen fldor, proteinas, enzimas, agentes buffer,
inmunoglobulinas y glicoproteinas. La saliva desempefia un papel fundamental en el equilibrio acido-
base, dado que las bacterias, que son acidogénicas, metabolizan rapidamente los carbohidratos para
obtener acido como producto final (25). Existen diversos tipos de bacterias presentes en la saliva,
especialmente caracteristicos del biofilm dental, aunque también se han identificado otras bacterias
que no se clasifican tipicamente o que se categorizan como parte del medio oral, como es el caso
de H. pylori. La prevalencia de la deteccion de este microorganismo no se ha informado ampliamente.
Los estudios muestran que la deteccion de H. pylori en la saliva generalmente alcanza tasas de
alrededor del 50%, utilizando técnicas de PCR o métodos de cultivo (24). El sistema buffer asegura
que el pH disminuya rapidamente durante la ingesta de carbohidratos, para luego aumentar

constantemente, gracias a la concentracién de bicarbonato presente (25).

También, se han identificado proteinas ricas en prolina que interactian con la periferia del esmalte,
formando parte de una capa depositada sobre él, conocida como pelicula adquirida. Esta pelicula
desempefia un papel importante en la proteccion, remineralizacién y la colonizacion de bacterias.
Ademas de las proteinas, se han aislado péptidos como la beta defensina, que exhibe actividad

antimicrobiana al inhibir la formacién de biofilm y, por ende, el desarrollo de caries (25).
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3.2.2 Factores relacionados con la microflora

Bacterias

Para poder desarrollarse la caries, se necesita una adhesion inicial bacteriana a la superficie del
esmalte, dicha adhesién se encuentra programada por la interaccion de proteinas del mismo m.oy
la saliva (pelicula adquirida - biofilm). El biofilm es una biopelicula microbiana que se adhiere
tenazmente a los dientes y otras superficies duras de la cavidad oral, como las restauraciones. En
esta placa, las comunidades microbianas estan incrustadas en una matriz extracelular compuesta
de materiales organicos e inorganicos de origen huésped y microbiano. La flora microbiana es muy
compleja; se han detectado mas de 500 especies diferentes de bacterias. Estas especies
bacterianas, se relacionan con otras especies bacterianas a través de interacciones especificas (24).
La interaccidén se genera por medio de adhesinas, cargas electrostaticas de las proteinas y grupos
ionizables en sus aminoacidos (25). Mientras la caries progresa, su microflora lo hace sinérgicamente
(26).

Streptococcus mutans

Cocos gram positivos en cadenas de 4 a 6 cocos, con dimensiones que oscilan entre 0.5 y 0.8
micrometros. Estos microorganismos son anaerobios facultativos. Entre los factores de
patogenicidad que destacan se encuentran el poder acidégeno, la sintesis de polisacéridos, la
capacidad adhesiva y la produccién de bacteriocinas. Se ha comprobado que Streptococcus mutans
esta presente tanto en las etapas tempranas como en las avanzadas de las lesiones cariosas, siendo

identificado como el principal agente etioldgico bacteriano en la formacién de caries (26).
Lactobacillus

Bacilos gram positivos, clasificados como anaerobios facultativos, con capacidad acidégena y
acidurica. Estos bacilos colonizan lesiones ya formadas, predominando en etapas avanzadas de la
enfermedad. Una caracteristica distintiva es su comportamiento heterofermentativo estricto en
presencia de gluconato, lo que resulta en la produccion de acetato, etanol, formato, lactato y CO2.
En glucosa, adoptan un comportamiento homofermentativo, produciendo principalmente lactato sin
CO2. Sin embargo, debido a la enzima piruvato formato liasa que poseen, también pueden generar

acetato, etanol y formato en estas condiciones (26).
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Actinomyces

Bacilos filamentosos gram positivos, anaerobios, heterofermentativos, inmoviles y miden de 1 a 4
micrémetros. Producen acidos organicos: succinico, lactico. Se encuentra entre los colonizadores
primarios en nifios, en lesiones de mancha blanca; también esta presente en caries con progresan

a dentina profunda (26).
Bifidobacterium

Bacilos anaerobios gram positivos, inméviles, formacién ramificada. Produce acido lactico y sintetiza

la enzima gluconasa. Se encuentra en lesiones profundas, siendo éste mayor que S.mutans (26).
Veillonella

Diplococos gram negativos, anaerobios estrictos, inmoviles, tiene la capacidad de neutralizar y
metabolizar 4cidos producidos por otras bacterias. No existe una asociacion directa de esta bacteria
con la caries dental, pero se ha encontrado que en interaccion con el S. mutans genera una mayor

produccioén de acido y desmineralizacion. Esto en cavidades amplias (26).
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3.2.3 Factores relacionados con el sustrato cariogénico

El elevado consumo de azucares simples, contribuye al sustrato disponible para la microflora oral y
desencadenan la cariogénesis. El compuesto mas cariogénico establecido es la sacarosa, la cual se
forma por fructosa y glucosa principalmente. Esto se debe no solo a que su metabolismo genera
medios acidos, sino también porque el Streptococcus mutans la usa para producir glucano,

polisacarido extracelular que facilita la adhesion firme de la bacteria a la superficie dental (25).

3.2.4 Proceso carioso con extension al tejido pulpar y perirradicular (2)
(Diagrama 1)

1. Lesion cariosa activa, hay dano de esmalte y dentina.
Presencia de bacterias aerobias, sacaroliticas, con mayor

tension de oxigeno. Fig 17 (A) ‘

2. Difusién de productos bacterianos a través de tubulos
dentinarios o por vias de comunicacion fisiolégicas y

patolégicas. Afectando al tejido pulpar. Fig 17 (B) ‘

3. Presencia de irritacion pulpar; una vez expuesta, la
colonizacioén bacteriana avanza, presentando bacterias
facultativas provenientes de la biopelicula dental, generando

una inflamacién intensa. ‘

4. Respuesta del huesped, avance e incremento bacteriano.
Hay menor tension de oxigeno, presencia de bacterias
anaerobias estrictas, las cuales son proteoliticas. Fig 17 (C) ‘

5. Estas reacciones contintian hacia el apice, a través de
compartimentos tisulares, donde la pulpa practicamente esta
necrética. Finalmente se ven comprometidos los tejidos
perirradiculares. Fig 17 (D)

Figura 17. Proceso carioso con extension al tejido pulpar y perirradicular (2).
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4. Enfermedades pulpares y periapicales

La terminologia y clasificacion se establece de acuerdo con la American Board of Endodontics (ABE)
y la American Association of Endodontists (AAE) (2,27).

4.1 Clasificacion de las enfermedades pulpares (2,27) (Tabla 1).

y CARACTERISTICAS CARACTERISTICAS
PULPAR TERMINOLOGIA . .
CLINICAS RADIOGRAFICAS

Diagnostico clinico

en el que la pulpa

- Sin signos ni patologia
aparentes.

- Asintomatica.

- Radiograficamente

Pulpa Sana . normal, sin alteracion
esta libre de - Respuesta leve o o
i . o periapical.
sintomatologia. transitoria normal a las
pruebas térmicas.
- Etiologia: pulpa irritada
por caries incipiente,
procedimientos dentales,
Diagndstico clinico trauma moderado.
el cual se basa en - Sintomas: dolor
los hallazgos provocado, fugaz y
Pulpitis subjetivos y localizado. Responde a - Sin cambios
reversible objetivos que estimulos externos cémo radiograficos en regién
indican que la frio, calor, dulce o acido. periapical.
inflamacion pulpar - Pruebas: pulpares (+),
es capaz de periapicales (-)
curarse. -Tratamiento: identificar
factor etiolégico y
eliminarlo.
i o . i . ) -Ligero ensanchamiento
Diagndstico clinico - Etiologia: caries i i
del ligamento periodontal.
. donde los hallazgos profundas avanzadas, o
Pulpitis o . ] . - Zona radiolucida en
. . subjetivos y restauracion con filtracién o i i
irreversible corona asociada a caries,

sintomatica

objetivos indican
que la pulpa

inflamada no tiene

caries recidivante,
exposicion dentinaria

prolongada.

o radiopaca por

restauraciones extensas.
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Pulpitis
irreversible
asintomatica

Necrosis
pulpar

Previamente
tratado

la capacidad de - Sintomas: dolor

curarse. espontaneo, provocado,
persistente e irradiado,
dolor nocturno.
- Pruebas: pulpares (+),
percusion (+) o (-)
-Tratamiento:

biopulpectomia.

- Etiologia: bacterias

Diagndstico clinico provenientes de caries

donde los hallazgos
subjetivos y

profunda, fracturas o
fisuras, traumas.
- Sintomas: asintomatico.
- Pruebas: pulpares (+)
reducido, periapicales (-)
-Tratamiento:

objetivos indican
que la pulpa
inflamada no tiene
la capacidad de
curarse. biopulpectomia.

- Etiologia: inflamacion
persistente sin tratamiento
con invasién bacteriana.
- Sintomas: asintomatico.
Aunque pueden existir
Diagnostico clinico sintomas por la extension
en donde se de la enfermedad hacia
tejidos perirradiculares.
- Pruebas: pulpares (-),
periapicales (-) o (+)

-Tratamiento:

establece la muerte

de la pulpa.

necropulpectomia

Diagndstico clinico
- Puede presentar o no

que establece que
el diente ha sido

signos y sintomas.

-Ligero ensanchamiento
del ligamento periodontal.
- Zona radiolucida en
corona asociada a caries,
o radiopaca por

restauraciones extensas.

- Ensanchamiento del
ligamento periodontal o
lesion apical.
- Zona radiolucida en
corona asociada a caries,
o radiopaca por

restauraciones extensas.

-Conductos obturados.
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tratado
endoddnticamente.
Diagnostico clinico
donde se establece
Previamente ) i
L. tratamiento previo
iniciado .
con terapia

endodontica parcial.

4.2 Clasificacion de las enfermedades periapicales (2,27).

Tejidos

signos y sintomas.

- Puede responder o no

de soporte

. CARACTERISTICAS CARACTERISTICAS
PERIAPICAL | TERMINOLOGIA ) ,
CLINICAS RADIOGRAFICAS

perirradiculares que
no son sensibles a

las pruebas de

- Radiograficamente
normal, sin alteracion
periapical.

- Lamina dura intacta.

- Sin signos ni patologia
Tejido percusion o aparentes.
periapical palpacion. Lamina - Asintomatica.
sano dura intacta y - Negativo a la palpacion y
espacio del percusion.
ligamento
periodontal es
consistente.
- Etiologia: microbiana y
Inflamacioén, oclusion traumatica.
generalmente del - Sintomas: dolor intenso al
periodonto apical, contacto, sensibilidad a la
que produce masticacion (diente
T sintomas clinicos y

elevado).

. una respuesta
apical

- Pruebas: pulpares (-),

. . dolorosa a la
sintomatica

percusion, palpacion y

mordedura y/o movilidad (+).

percusion o

-Tratamiento:
palpacién. Podria o

necropulpectomia, quitar
no estar asociado puntos prematuros de
contacto (oclusion

traumatica)

con zona

radiolucida apical.

- Tejido perirradicular
normal o con ligero
aumento del espacio del

ligamento periodontal.
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Hay inflamacion y

destruccion apical,

Periodontitis de origen pulpar.

apical Aparece como un

asintomatica | area radiollcida, sin
producir sintomas

clinicos.

Reaccion
inflamatoria
consecuente a la
infeccion pulpar.
Esta caracterizado
por rapida
Absceso L
. aparicion, dolor
apical agudo )
espontaneo,
sensibilidad a la
presion, formacién
de pus e
inflamacion de

tejidos asociados.

Reaccion
inflamatoria a la
infeccion pulpar.

Esta caracterizado

Absceso por un inicio
apical gradual, poca o
crénico ninguna
incomodidad
Presencia

caracteristica de

tracto sinusal.

- Etiologia: proceso
inflamatorio de larga
duracion causado por la
presencia de bacterias.
- Sintomas: asintomatica.
- Pruebas: pulpares (-) ,
percusion y palpacion (-).
-Tratamiento:

necropulpectomia.

- Etiologia: condiciones del
huésped, necrosis pulpar y
proliferacion bacteriana.
- Sintomas: dolor
persistente, sensacion de
diente “largo”, inflamacion
intraoral difusa, fiebre y
malestar general.

- Pruebas: pulpares (-),
percusion, palpacion y
masticacion (+).
-Tratamiento:
necropulpectomia,

antibioticoterapia, drenado

transmucoso y analgésicos.

- Etiologia: proceso
inflamatorio de larga
duracion causado por la
presencia de bacterias y
sus subproductos.

- Sintomas: asintomatica,
presencia de fistula.

- Pruebas: pulpares (-),

percusion (-), palpacion (+).

-Tratamiento:

necropulpectomia

-Lesidn apical radiolucida

difusa o circunscrita.

-Aumento del espacio del
ligamento periodontal en
regién apical.
-Puede o no haber
cambios en el tejido

periapical circundante.

- Lesién apical radiolucida
difusa o circunscrita.

- Realizar fistulografia.
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Lesion radiopaca
difusa, la cual
indica una reaccion

. Osea localizada a
Osteitis

condensante

un estimulo
inflamatorio,
generalmente se
observa en el

vértice radicular.

- Etiologia: pulpitis o
necrosis pulpar.
- Sintomas: asintomatica. ) )
- Zona radiopaca apical
- Pruebas: depende del ] .
difusa alrededor del apice.
estado pulpar.
-Tratamiento: depender del

estado pulpar.
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5. Helicobacter Pylori

El H. pylori es una bacteria microaerofila, bacilo gram negativa, helicoidal, espirilada y elevada
movilidad (28,29). Mide aproximadamente 2 a 3.5 micrometros de largo por 0.5 a 1.0 de ancho, con
multiples flagelos que van desde 4-8 (30,31) (Figura 18). Vista por primera vez en 1979 por Warren
en biopsias de epitelio gastrico inflamado y, posteriormente, en gastritis asociadas a Ulcera péptica.
Para 1983, fue dado a conocer el descubrimiento, como el primer aislamiento de esta bacteria junto
al cientifico Marshall (32,33).

Pertenece a la subdivision de las Epsilonproteobacterias, familia Helicobacteriaceae (34).
Actualmente, el género se conforma con mas de 30 especies que se han clasificado en dos linajes:
gastrico y no gastrico o enterohepatico. El linaje gastrico cuenta con las especies: H. pylori, H. canis,
H. cinaedi, H.felis, H. fennelliae, H. pullorum, H. westmeadii y H. rappini (35-37). Representa solo un
tercio de todas las especies, siendo el H. pylori mas representativo ya que, se considera el agente
causal de la gastritis cronica activa, la ulcera péptica y duodenal, cancer gastrico y las neoplasias
linfoides asociadas a la mucosa (MALT) (31). La Organizacion Mundial de la Salud clasificé la
infecciodn crénica por H. pylori como un carcinégeno tipo | en 1994 y la afirmé en 2009 (38).

Ademas, Gonzalez et al. (39) menciona que recientemente, también se ha asociado con
enfermedades ajenas al tracto gastrointestinal, como la purpura trombocitopénica inmunitaria, la
anemia ferropénica, la deficiencia de vitamina B12, los trastornos neurodegenerativos y el sindrome

metabdlico.

Figura 18. Helicobacter Pylori (23).

La patogenicidad de H. Pylori dependen de la alta variabilidad genémica de esta bacteria, donde el
predominio de infecciones esta asociada a condiciones sanitarias deficientes, nivel socioeconémico
bajo, alto flujo demografico y aumento en la resistencia de antibidticos (34,39). Segun Alarcon et al.
(40), la prevalencia mundial de la infeccion ronda el 44,3% actualmente; Wareeporn et al. (28)

establece que se observa en aproximadamente el 25% de la poblaciéon en paises desarrollados y
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entre el 70-90% en paises en desarrollo. Aunque clinicamente, mas del 80 % de los casos son

asintomaticos (31).

La via de transmisién mas probable es la oro-fecal, especialmente a través de alimentos
contaminados y oral-oral por la presencia transitoria del microorganismo en la boca (39). Se ha

encontrado esta bacteria en la biopelicula oral, asi como en agua y alimentos principalmente (28).

H. pylori ingresa por la cavidad oral, desciende al tubo digestivo y por su alta motilidad se mueve
hasta la superficie de mucus que recubre las células epiteliales de la mucosa gastrica (42). Se
adhiere al epitelio gastrico produciendo adhesinas, que interactuan con los receptores de la célula
huésped (39). En la fase inicial de la infeccion, H. Pylori neutraliza el ambiente acido del estémago
al liberar ureasa, que hidroliza la urea para generar didxido de carbono y amoniaco que neutralizan
el microambiente acido que rodea a la bacteria. Durante la fase aguda de colonizacién, existe una
resistencia al estrés oxidativo causado por una respuesta inflamatoria excesiva e infiltracién de
neutréfilos. En fase crénica de la infeccion, esta bacteria regula negativamente la respuesta inmune
del huésped, impulsando una tolerancia inmunitaria en lugar de una respuesta protectora. Estas
interacciones especificas protegen a las bacterias del desplazamiento provocado por las fuerzas

producidas durante la peristalsis, lo que conduce a una infeccion exitosa y persistente (34,39).

De acuerdo con Zhang et al. (43) nos afirma la existencia de H. pylori en la cavidad oral, en una
variedad de nichos orales, como la placa dental, saliva, pulpa infectada y las bolsas periodontales;
aunque aun no esta muy claro como se adapta al entorno bucal. Se ha encontrado que el H. pylori
oral aumenta la gravedad de las infecciones gastricas, reflujo gastrico, duodenitis, relajacion del
esfinter esofagico y dificulta la erradicacion. Teniendo una estrecha asociacion y coinfeccion en la
placa gastrica y dental de un 49,7%. Anand et al. (44) menciona que, e/ H. pylori presente en la placa
dental, al estar asociado a la biopelicula, esta protegido de los antibidticos sistémicos administrados
para el tratamiento de la infeccion gastrica. Como resultado, el microorganismo puede persistir en la
cavidad oral incluso después de una erradicacion exitosa del estdmago , por lo tanto, existe la
posibilidad que pueda servir como una posible fuente de reinfeccién y recolonizacion del estémago.
Hay una mayor prevalencia de que se encuentre en la placa dental que en la saliva, ya que esta
proporciona varios beneficios para la reproduccion, metabolismo y defensa. Asi mismo, por medio
de la biopelicula puede llegar a la pulpa dental a través de las cavidades de caries profundas y

sobrevivir en ella (43).

Hoy en dia, se dispone de métodos tanto invasivos como no invasivos para diagnosticar la infeccion
por H. pylori. Entre los métodos no invasivos se encuentran la prueba de aliento con urea (PAU), las
pruebas de antigenos en heces y la serologia; mientras que los métodos invasivos comprenden la

endoscopia, las pruebas histopatolégicas, los cultivos y la prueba rapida de ureasa. El tratamiento
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de primera linea consiste en la administracion de antibidticos como claritromicina, amoxicilina o

metronidazol, junto con un inhibidor de la bomba de protones (45).

6. Métodos de diagnéstico

Se cuenta con multiples métodos de diagndstico para la deteccion del H. Pylori, tanto invasivos,
donde se requiere una muestra de tejido por medio de endoscopia y los no invasivos; como pruebas
de aliento (46,47).

6.1 Histologia

Primer método utilizado para la deteccién del H. pylori (48). Es una de las pruebas con mayor utilidad
y considerada por muchos como el estandar de oro (49). Esta técnica presenta sensibilidad 95% y
especificidad 98% (50). Ademas, la histologia evalla el estado de la mucosa gastrica, patologias
asociadas a la infeccidn, atrofia gastrica o metaplasia intestinal (46,49). Los resultados dependen de
la calidad, distribucion de la bacteria, numero de biopsias, método de tincion utilizado y experiencia
del técnico o patdlogo (49,50). También, existen falsos negativos, principalmente se pueden
encontrar pacientes que consumen inhibidores de bomba de protones. La deteccion se realiza por
medio de distintas tinciones, tales como la hematoxilina-eosina, PAS, inmunohistoquimica, entre
otras (46).

6.1.1 Tincion con Hematoxilina-Eosina (H&E)

Es la tincion utilizada habitualmente, nos ayuda en la evaluacion de la gravedad de la inflamacion
junto con la deteccion del H. pylori (48,50). De tal modo que, H&E pone en evidencia las
caracteristicas estructurales del tejido, puesto que, la hematoxilina es un colorante con propiedades
basicas; tifie violeta - azulado intenso: los ribosomas, el nucleo, etc. La eosina al ser un colorante
acido, tifie de rosa anaranjado; estructuras como: citoplasma, colageno, tejido conectivo, entre otros
(51). Sin embargo, no define la concentracion, ni forma del H. pylori, confundida en varias ocasiones
por moco o detritus, dando falsos positivos. Por lo cual, es necesario complementar con otros
métodos (52).

Aunque, Frias et al. (49) nos menciona un estudio retrospectivo realizado por Smith y cols. hace
unos afos, en donde se obtuvieron 200 muestras de mucosa gastrica, encontraron que el H. pylori
se puede observar con facilidad en tinciéon con H&E (Sensibilidad 91% y Especificidad 100%),

haciendo este método conveniente y menos costosa para determinar el H. pylori en mucosa gastrica.
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6.1.2 Inmunohistoquimica (IHQ)

La inmunohistoquimica se utiliza principalmente cuando las tinciones histoquimicas no detectan

adecuadamente la presencia de H. pylori, pero hay sospecha del mismo (50).

Sensibilidad y especificidad proximos al 100%. Su principal ventaja sobre otras técnicas es su
conservacion de las estructuras de los componentes analizados, sobre todo permite la identificacion
celular (52). También, acorta el tiempo requerido en cuanto a busqueda bacteriana y sobre todo,
tiene la capacidad de interpretar con alta precision la presencia de H. pylori y diferenciarlo con flora,

que pueda verse similar en el corte histologico (46).

6.2 Cultivo

Es considerado un método especifico, se obtiene a partir de biopsias gastricas o jugos gastricos.
Presenta una especificidad del 100% y una sensibilidad inferior a la histologia, que va de 45 a 75%,
puesto que el H. pylori es una bacteria dificil de cultivar (46,49,50). Este método cuenta con varias
utilidades como: clasificacion genotipica del m.o, diagndstico microbiolégico, toxicidad, virulencia,
sensibilidad de diferentes antibiéticos, etc (49).

Se deben tomar en cuenta diferentes factores, que intervendran en la precision diagnéstica, como:
la calidad de la muestra, experiencia del operador, tipo de medio de transporte y tiempo (46).

Este método diagnéstico se utiliza principalmente en aquellos pacientes en los que han fallado varios
intentos de tratamiento, permitiendo determinar el impacto a la resistencia antibiética y la fallas en la
erradicacion del H. Pylori. con ello, se plantean ajustes terapéuticos a futuro (49,50). A pesar de
tener multiples ventajas, es un procedimiento tedioso, conlleva mucho tiempo, mayor costo y mas

experiencia en general (49).

6.3 PCR

Es un método diagndstico que permite detectar ADN o ARN bacteriano, principalmente cuando hay
fallo en la terapéutica o existe baja carga de H. pylori . Ademas, identifica mutaciones especificas
asociadas con resistencia antibiotica y caracterizacion de genes patégenos (48,50). Respecto a la

sensibilidad y especificidad, muestra valores cercanos a 97-100% (46).

Puede realizarse a partir de forma invasiva mediante biopsia y no invasiva (utilizando saliva, heces,
etc.) El principal inconveniente del PCR es el alto costo, el tiempo de procesamiento de la biopsia y
el manejo de la misma, que nos puede dar falsos positivos. Por lo cual es un método poco empleado
en la actualidad (50).
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CAPITULO 2.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio del microbioma humano continlia siendo de gran interés debido a su correlaciéon con el
estado de salud general y especifico de cada sistema. La comprensiéon de la coexistencia de
enfermedades asociadas a microorganismos que habitan naturalmente en algunos sitios del cuerpo
humano es crucial. Estos microorganismos podrian ser causantes de diversas enfermedades. Se
destaca la relevancia de caracterizar el biofilm presente en diversas entidades patoldgicas de la
cavidad oral, lo que subraya la importancia de la caracterizacion del microbioma humano en la
pulpitis irreversible.

JUSTIFICACION

Este estudio se enfocara en evaluar la presencia de Helicobacter pylori en la pulpitis irreversible, asi
como poder comprender su caracterizacion en el tejido pulpar. A menudo, al tratar una enfermedad,
se suele centrar exclusivamente en su erradicacion, sin considerar como los agentes patdégenos
podrian persistir en otras partes del cuerpo, lo que podria dar lugar a reinfecciones o complicaciones
futuras.

Se pretende ampliar la comprension de la presencia de esta bacteria en el tejido pulpar, abriendo
nuevas vias para investigaciones futuras que puedan esclarecer con mayor detalle su funcién y papel
en diversos procesos de patologias pulpares y orales, asi como su relacion bidireccional con otras
enfermedades. Para lograrlo, se utilizaran métodos de investigacion especificos, como la
inmunohistoquimica, para identificar de manera precisa la presencia de H. pylori en el tejido pulpar

inflamado.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la presencia y distribucién de Helicobacter pylori en muestras de pulpas dentales con

diagnostico de pulpitis irreversible con técnica de IHQ.

Objetivos especificos

a)

b)

Describir histolégicamente muestras de pulpa radicular, con diagnéstico de pulpitis
irreversible, mediante tincion con H&E.

Evaluar mediante inmunohistoquimica pulpa dental inflamada para determinar la presencia
de Helicobacter pylori.

Analizar la distribucidon de Helicobacter pylori en pulpa.

CRITERIOS

Criterios de inclusion

a)
b)
c)
d)
e)
f)

Dientes con diagndstico previo de pulpitis irreversible.
Edad de los pacientes 25-50 anos.

Sexo indistinto.

Cualquier diente de la cavidad bucal.

No importa el compromiso sistémico.

No importa la presencia de enfermedad periodontal.

Criterios de exclusion

a)
b)

Pulpas mal procesadas.
Pulpa necrotica.

Criterios de control

a)

Tejido gastrico positivo a Helicobacter pylori.
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HIPOTESIS

La infeccidn por H. pylori se produce durante la infancia al tracto gastrointestinal, especificamente
en estdmago, esta infeccion se asocia a la aparicion de procesos inflamatorios crénicos, ulceras
pépticas e incluso cancer de estébmago. Este microorganismo ha sido identificado en placa dental,
saliva y heces, sin embargo, existe muy poca informacion del mismo en el area de endodoncia, por
lo que se considera la hipotesis de que la cavidad bucal, en especial el sistema de conductos
radiculares pudiera ser un reservorio permanente por lo anterior, se espera que exista una presencia
positiva y significativa de H. pylori en muestras de pulpa dental con diagnéstico de pulpitis

irreversible.

Hipétesis Nula (HO)
No hay presencia positiva, ni significativa de H. pylori en las muestras de pulpa dental con diagnostico

de pulpitis irreversible.
Hipétesis alternativa (Ha)

Existe una presencia positiva y poco significativa de H. pylori en las muestras de pulpa dental con

diagndéstico de pulpitis irreversible.
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CAPITULO 3.
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METODOLOGIA

Obtencion de la muestra

Se recolectaron 109 pulpas radiculares con diagnéstico de pulpitis irreversible, en consulta privada.
Dicho diagnéstico se establecid a partir del protocolo de diagnéstico clinico, radiografico, y
endodéntico, es decir, prueba de sensibilidad frio; las edades de los pacientes oscilaron entre los 25
y 50 afios. Se consider¢ indistinto el género de los participantes, asi como su compromiso sistémico
y la presencia de enfermedad periodontal; ya que el presente estudio es un estudio morfoldgico
pulpar y no clinico. Previo al tratamiento de conductos, medio por el cual se obtuvieron las pulpa
radiculares, se obtuvo el consentimiento informado de cada paciente, requisito fundamental para la
autorizacion y utilizacion del tejido pulpar (véase Anexo 1). Posteriormente, se administré anestesia,
seguida por un aislamiento absoluto, se llevd acabo el acceso, eliminando el techo de la camara
pulpar con una fresa de bola de carburo numero 4; la entrada de los conductos fue verificada
utilizando el instrumento DG 16 de la marca Hu-Friedy (Figura 19, A). Una vez identificados, se realizé
la extirpacién de la pulpa, utilizando limas de calibres 30, 35 y 40 segun la especificidad de cada
caso (Figura 19, B y C). El tejido pulpar obtenido se sumergié en formaldehido adicionado con
fosfatos al 10 %. Tras un lapso de 48 horas, se llevé a cabo el procesamiento histolégico con la
finalidad de realizar tincion de rutina H&E, asi como cortes en laminillas para técnica de
inmunohistoquimica (IHQ). Los cortes en tincion de rutina al igual que, las laminillas con IHQ, fueron

evaluadas por un patélogo experto.

Figura 19. A) acceso con sangrado pulpar en entrada de conductos, B) extirpacion del tejido pulpar con lima,
C) pulpa dental extraida.
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Para iniciar el analisis histolégico con H&E (Diagrama 2). Se distribuyeron aleatoriamente una
cantidad variable de muestras en cajas pequefias transportadoras, las cuales fueron codificadas y
colocadas en un frasco mas grande con formol para su traslado. En el primer corte de muestras se
analizaron un total de 27 pulpas, distribuidas en 6 laminillas. Una vez procesadas las laminillas, se
observaron bajo el microscopio 6ptico DM500, marca LEICA; con lentes de aumento de 4x, 10x y
40x para analizar las caracteristicas del tejido, los cambios celulares y tisulares, asi como identificar
zonas de caracter bacteriano. El segundo corte se realizé de manera similar, pero en este caso se
analizaron 82 pulpas dentales, distribuidas en 12 laminillas, obteniendo al final un total de 18
laminillas y 109 pulpas dentales. Se repitio el analisis microscépico y se tomaron imagenes de todos

los campos analizados.

Procesado de las muestras con tincion de H&E

Una vez obtenida la muestra, se colocé en formol y se transporté al laboratorio de practica privada
para su procesamiento. Durante el proceso de parafina/inclusion, las pulpas se colocaron en el
procesador, el cual eliminé el agua y consté de 4 pasos por los que pas6 la muestra: formol, alcohol,
xileno y por ultimo, parafina. Asi mismo, se realizé corte con microtomo. Consecuentemente, las
muestras se sumergieron en xilol |1 y luego en xilol 1l durante 10 minutos cada uno para su
desparafinacion. Seguidamente, se lleva a cabo una serie de 15 bafios en alcohol | y luego en alcohol
Il al 100%, seguido de una inmersion en alcohol | y luego en alcohol Il al 96%, nuevamente con 15
bafios cada uno. Posteriormente, se procedié a un lavado de agua corriente durante 5 minutos.
Luego, las muestras se tifieron con hematoxilina por 10 minutos, se enjuagarén con agua corriente
por 5 minutos y se trataron con carbonato de litio durante 1 minuto, seguido de otro lavado con agua
corriente por 5 minutos. A continuacion, se realizd la tincidn con eosina mediante 80 bafos.
Finalmente, las muestras se sumergieron en alcohol | y luego en alcohol 1l al 96% durante 15 bafios
cada uno, seguido de otra serie de 15 bafios en alcohol | y luego en alcohol Il al 100%. Por ultimo,
se sumergieron en xilol | y luego en xilol 1l durante 10 minutos cada uno antes de montarlas con

cubreobjetos para su observacion microscopica (Diagrama 2).
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Diagrama 2. Diagrama de tincion con hematoxilina y eosina.

Procesado inmunohistoquimica contra H. pylori

Después de obtener y examinar las 18 laminillas tefiidas con la tincion de H&E, se opté por llevar a
cabo la inmunohistoquimica dirigida contra H. pylori. El propésito era identificar especificamente la
presencia de esta bacteria en las pulpas dentales con diagnéstico de pulpitis irreversible, ya que se

observaron areas de interés durante la tincion con H&E. Debido a que las muestras ya estaban en
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cubos de parafina, el procesamiento fue mas rapido, aunque el montaje resultdé mas complejo debido
a que algunas muestras resultaron estar superpuestas al analizarlas. Aunque este problema fue
minimo, es relevante para nuestros resultados posteriores. La IHQ se llevé a cabo en un solo corte,
procesando las 18 laminillas simultdneamente. A cada una de las laminillas procesadas contra H.
pylori se les afadié una pequefia porcién de biopsia de tejido gastrico que presentaba la bacteria.
Esta porcion de tejido sirvié como control para comparar y analizar junto con las pulpas estudiadas.
Las muestras de tejido gastrico se recolectaron de manera externa e independiente al estudio.

Al examinar las muestras bajo los aumentos de 4X, 10X y 40X, se identificaron numerosos campos
de relevancia para nuestra investigacion. Ademas de la obtencion de gran cantidad de imagenes

histolégicas.

Una vez obtenidos los bloques de parafina, se procedié al corte de la muestra con el microtomo,
aproximadamente a un grosor de 2 micras. Posteriormente, la muestra extendida se colocé en un
bafio Maria para realizar un movimiento de arrastre, de modo que quedara adherida a la laminilla, la
cual era importante que estuviera codificada. Posteriormente, se llevd a cabo el proceso de
desparafinado, donde la placa se coloco en una caja con calor directo, aproximadamente a 50° C,
con el fin de eliminar la cera de la muestra. Después, la muestra se transfirié a una olla de presién
con agua destilada a una temperatura de 110° C durante 15 minutos. Se lavé con agua destilada y
se tratd con perdxido de hidroégeno para bloquear posibles contaminantes como sangre o minerales
residuales; se traslado la laminilla al Rag y Cover play en agua destilada, utilizando una pipeta, se
llend la laminilla colocada en el Rag con PBS hasta el borde, y se esperé 4 minutos. Luego, se aplico
el anticuerpo H. Pylori con la pipeta y se tapd durante 30 minutos, seguido de un lavado con PBS y
una espera adicional de 4 minutos (por capilaridad). Se afiadié biotina y se tap9, lo cual es esencial
para la sefalizacion del anticuerpo y el antigeno, y se esper6 20 minutos. Después, se enjuagé con
PBS durante 4 minutos. Se aplicaron gotas rojas, se tap6 y se esperd 10 minutos, seguido de otro
lavado con PBS durante 4 minutos. Se utiliz6 DAB para el marcado y se volvié a identificar en el
microscopio. La laminilla se sumergié en hematoxilina, seguida de enjuagues. Se introdujo en
carbonato de litio para ajustar el color azul. Luego, se paso por alcohol al 96%, alcohol absoluto y,
finalmente, xileno. En este paso, era crucial no dejar restos de agua, ya que podrian opacar o
blanquear la muestra. Por ultimo, se aplicé resina sistémica y se montdé en portaobjetos para su

observacion al microscopio (Diagrama 3).
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Diagrama 3. Diagrama de inmunohistoquimica contra H. Pylori.

Reactivos utilizados en la inmunohistoquimica
*Anticuerpo primario Clona: EP279, R Mab, conejo monoclonal. Marca: BIOCARE MEDICAL
*Concentracion: 1:50-1:200.
*Biotina (gotas amarillas): Diva Decloaker 20x. BIOCARE MEDICAL.
*Anticuerpo secundario (gotas rojas): Avidin-HRP Label. BIOCARE MEDICAL.
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RESULTADOS

La distribucion de las 109 pulpas examinadas varié en cada una de las 18 laminillas, presentando
una variabilidad en el numero de pulpas que oscilé entre 3 como minimo y 14 como maximo en cada
laminilla. Cada pulpa fue clasificada de acuerdo con los resultados de la inmunohistoquimica en
positivas, negativas y no valorables. Como resultado, se identificaron 92 pulpas positivas, 14 pulpas

negativas y 3 pulpas no valorables (Tabla 2).

. Pulpas no Total,
Laminilla Pulpas (+) Pulpas (-) - jorables Pulpas
1 2 0 1 3
2 3 1 1 5
3 5 0 0 S
4 6 0 0 6
5 3 1 0 4
6 2 2 0 4
7 2 0 0 2
8 4 0 0 4
9 4 0 0 4
10 9 0 0 9
11 2 1 0 3
12 7 0 0 7
13 6 0 0 6
15 5 3 0 8
16 6 0 0 6
17 7 2 0 9
Totales 92 14 3 109

Tabla 2. Conteo total de laminillas y pulpas analizadas.

Los resultados obtenidos tras la realizacion de la IHQ contra H. pylori muestran una distribucion
significativa en las muestras analizadas. El analisis global de estas muestras revela que la mayoria

de las pulpas dentales presentaron una reaccion positiva frente a la presencia de H. pylori.

Especificamente de las 109 pulpas analizadas, se observa que un total de 92 muestras de pulpas
dentales resultaron positivas al examen, lo que constituye un notable porcentaje del 84.40% con
respecto al total de las muestras sometidas al analisis. Por otro lado, se identificaron 14 muestras

que arrojaron resultados negativos, representando un 12.84% del conjunto total de muestras
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analizadas. Ademas, se detectaron 3 casos en los que las muestras no pudieron ser valoradas, lo

que equivale a un 2.75% del total (Grafico 1).

84.40%

12.84%

MUESTRAS DE TEJIDO PULPAR

2.75%

o |

10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00 90.00 100.00

Pulpas (+) Pulpas (-) No Valorables

Grafico 1. Resultado final en porcentaje de las pulpas evaluadas.

Es importante resaltar que el resultado positivo predominé significativamente con un porcentaje
mayor, mostrando una diferencia de aproximadamente el 70% con respecto a las pulpas negativas.
Este hallazgo subraya la prevalencia de condiciones positivas en las pulpas dentales analizadas en
comparacion con las negativas, evidenciando una tendencia clara hacia la presencia de

caracteristicas positivas en la muestra estudiada.

De las 18 laminillas examinadas y sometidas a la prueba de hematoxilina y eosina, se generaron
alrededor de 330 imagenes histologicas. Estas imagenes fueron capturadas utilizando aumentos de
lentes de 4x, 10x y 40x en el microscopio. Ademas, mediante la técnica de inmunohistoquimica, se
obtuvieron un total de 680 imagenes histoldgicas, utilizando los mismos aumentos de lentes en las

18 laminillas analizadas. En conjunto, se recolectaron aproximadamente 1010 imagenes.
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Analizando los datos obtenidos mediante la inmunohistoquimica y el analisis microscoépico de las
muestras de pulpa dental contra H. pylori, podemos determinar su alta positividad en la mayoria de
todas las laminillas estudiadas. Asi mismo, se encontraron hallazgos significativos tanto en muestras

positivas como negativas, los cuales podrian ser relevantes para relacionarlos con factores o
patologias a estudiar en investigaciones futuras.
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Entre las pulpas positivas, se observo la presencia de calcificaciones pulpares donde se encontraba
el H. pylori alrededor de estas. También se detectaron remanentes de dentina (tubulos dentinarios),
la presencia de estos elementos podria deberse al procesamiento durante el corte del tejido; sin
embargo, su observacion es relevante, dado que forman parte del complejo dentinopulpar. Esto

permite identificar la ubicacion de los nichos bacterianos y su posible presencia en estas estructuras.

Igualmente, se puede analizar la presencia de esta bacteria en el area de las zonas morfologicas de
la pulpa en algunos de los campos de las imagenes. Se observa la distribucion de la bacteria en las
tres capas posteriores a la zona odontoblastica. Por otro lado, la capa odontoblastica no se muestra
en muchos campos, lo que podria atribuirse al procesamiento, las dimensiones y la profundidad de

los cortes, asi como a su posible interaccién microbiolégica.

En las laminillas que resultaron negativas, se identifica un tejido pulpar con interaccion celular en
algunas de las laminillas desde el H&E. También se observan ciertas calcificaciones y pulpas con
signos de pulpa sana. En este caso, se determina que las pulpas analizadas corresponden a
diagnosticos de pulpitis irreversible por distintas etiologias, como traumatismos, restauraciones
profundas y dientes referidos para algun procedimiento protésico. Esto podria explicar la ausencia

de presencia e invasion de esta bacteria en el tejido pulpar.

Laminilla CONTROL - tejido gastrico

Inmunohistoquimica

&

~ 3

s . o L A L v

En las muestras de control, podemos observar las células caracteristicas del tejido gaStrointestinaI,
las cuales fueron sometidas a la inmunohistoquimica junto con las pulpas. En estos controles, se
evidencia la presencia y distribucién del H. pylori en color marrén, la cual se comparé
minuciosamente con cada una de las muestras pulpares. Destacan su alta concentracion de la
bacteria en nichos en las laminillas 4, 8, 9, 12, 13 y 14, tal como se observa en la muestra de control.
En cambio, otras laminillas presentaban pequefias colonias independientes y dispersas unas de

otras.

83



DISCUSION

El estbmago se ha considerado durante mucho tiempo como un ambiente estéril, atribuible a su
acidez y actividad peristaltica, siendo objeto de revisién en estudios recientes. La microbiota gastrica,
en contraste, exhibe una notable heterogeneidad. Entre los patégenos humanos, el H. pylori destaca
como un ejemplo notable de éxito, ya que ha logrado una prevalencia significativa, infectando a
aproximadamente la mitad de la poblacidn mundial (28). Asi mismo, su vinculacion y papel

patogénico se extiende a diversas enfermedades, lo que enfatiza su relevancia clinica.

A partir de multiples hallazgos, se ha descrito que este microorganismo no se limita Unicamente al
entorno gastrico, si bien, han identificado la presencia del H. pylori en la cavidad oral, actuando como
reservorio, especialmente en la biopelicula y la saliva (58). Dicha evidencia plantea interrogantes
significativas sobre la distribucion, caracterizacion y el impacto del H. pylori en diferentes nichos
anatomofisiolégicos. Con ello, amplia la comprensioén de la dinamica del H. pylori mas alla del
estdmago, en tanto, su coexistencia en la cavidad oral puede tener coincidencias de relevancia para

la salud gastrointestinal y la gestion de infecciones recurrentes.

Con base en estudios epidemioldgicos, como los llevados a cabo por Nomura et al. (59) y
Almashhadany et al. (58) se ha evidenciado que las personas con caries dental exhiben una mayor
susceptibilidad a la infeccion por H. pylori. Ademas, se ha establecido que la presencia de esta
bacteria en el biofilm contribuye significativamente a la incidencia de caries. En un estudio in vitro,
Nomura et al. (59) revelod que H. pylori tiene la capacidad de alterar el equilibrio de la biopelicula oral,
afectando la sefializacion entre los Estreptococos orales involucrados en la formacién del biofilm.

Asimismo, se encontré que H. pylori crea un entorno propicio para S. Mutans.

Zhang et al. (43) sugiere una relacion sinérgica entre S. mutans y H. pylori, destacando que S.
mutans genera un ambiente enriquecido en didoxido de carbono que beneficia a H. pylori, mientras
que H. pylori podria inducir la produccion de proteinas y acidos por parte de S. mutans. Ademas,
Zhang senala que la deteccion de H. pylori en la placa dental tiende a ser superior que en la saliva,
atribuyendo esta disparidad a la abundancia de nutrientes. A pesar de que los microorganismos
cariogénicos de la biopelicula generan acidos que reducen el pH, H. pylori adapta su estrategia al
utilizar ureasa para convertir la urea en amoniaco y el diéxido de carbono, logrando una capacidad

amortiguadora que eleva el pH del entorno circundante.
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La pulpitis es una de las enfermedades inflamatorias bucales mas prevalentes, asociadas a distintos
tipos de causas, tales como traumatismos, caries o iatrogenias. Durante un proceso carioso, la primer
linea de defensa seran los odontoblastos como respuesta inmunitaria innata; asi como las células
mieloides, en los que son incluidos los macréfagos, monocitos y neutrofilos (53). Brinkmann et al.
(55) identifico un novedoso método de contencién y eliminacion de patégenos mediado precisamente
por neutréfilos, denominado frampa extracelular de neutrofilo (NET). Para inducir esta trampa, se
requiere una sefializacion especifica. Se considera que la NET constituye el ultimo recurso, ya que
su activacion conlleva a una muerte celular programada denominada NETosis, la cual es muy
diferente de la necrosis y la apoptosis (56). Por lo tanto, cuando se presenta una pulpitis irreversible,
es crucial tener en cuenta que los procesos histologicos estan mas avanzados que los clinicos. En
otras palabras, cuando se establece un diagnéstico de pulpitis irreversible, el paciente puede o no
presentar dolor agudo y caries profunda, pero histolégicamente mostrara zonas de
necrosis/inflamacion pulpar debido a la respuesta del sistema inmunitario innato, como se mencioné
anteriormente la apoptosis solia considerarse una muerte celular accidental, desde el afio 2015 se
han establecido tres tipos de muertes celulares: apoptosis, necrosis y, ahora, NETosis. Cabe
destacar que la NET tiene como objetivo proteger el tejido del huésped, aunque también esta
asociada a enfermedades autoinmunes como el lupus (56).

En si, las enfermedades pulpares asociadas a bacterias, dada su naturaleza polimicrobiana, se
espera que estén predominantemente vinculadas a bacterias anaerdbicas estrictas, gram negativas,
con capacidad para formar biopeliculas complejas en el sistema de conductos radiculares y/o tubulos
dentinarios. No obstante, lo reportado por Cooper et al. (57) menciona que las bacterias han
desarrollado mecanismos de evasién con el objetivo de incrementar su virulencia y evitar la
fagocitosis o la NET. Estos mecanismos se basan en la transformacion de su ADN o en la

modificacion de su capsula, permitiéndoles evadir de manera mas eficiente la NETosis.

Toda la informacién recopilada es de vital importancia para este proyecto de investigacion. Sin
embargo, nuestro enfoque no se centra especificamente en la etiologia de la caries, el
comportamiento bacteriano en pulpitis NET o la interaccion que pueda existir entre la caries y H.
pylori, pero, es crucial identificar todos estos factores en nuestro estudio. Como se ha expuesto
anteriormente, en los estudios de Brinkmann et al. (55) existe una interrelacion directa entre estos
factores con la histopatologia del diagnéstico de nuestra muestra de tejido pulpar. Por lo tanto, es
fundamental discutir e interrelacionar estos hallazgos con la posible presencia de H. pylori y su
caracterizacion en Pl. Segun Zargar et al. (14) existe una alta probabilidad de que los
microorganismos presentes en la primera linea de las lesiones cariosas y en la saliva estén
implicados en el desarrollo de la PI. Asimismo, Zheng et al. (10) confirma que existen asociaciones

positivas entre bacterias especificas en la dentina cariosa y la PI, lo que sugiere que las bacterias
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presentes en las capas mas avanzadas de la caries dentinal son posibles agentes patégenos para

inducir la pulpitis e iniciar el proceso inflamatorio a nivel pulpar.

Consideramos de gran relevancia el aporte en el estudio que se presenta, dado que en comparacion
con investigaciones previas, como las de Barani et al. (13) y Zheng et al. (10), donde se determinaron
las bacterias presentes en la Pl, ninguno de los dos estudios hizo mencién del H. pylori ni de la
familia Helicobacteraceae. En contraste, en nuestro analisis hemos determinado la presencia de H.
pylorien la pulpitis irreversible. Esta observacion refuerza la necesidad de explorar a fondo la relacion
entre la infeccién por H. pylori y las enfermedades pulpares, lo cual ofrece una perspectiva esencial

para comprender la etiologia y la progresion de estas condiciones.

La obtencién de nuestras muestras de pulpas dentales se realizé siguiendo un protocolo que
involucro el diagndstico clinico, radiografico y endodontico. Después de un periodo de 48 horas, se
procedio al procesamiento histolégico con el objetivo de realizar la tincion de rutina H&E. Esta técnica
fue necesaria para confirmar la presencia de inflamacién pulpar utilizando criterios histopatoldgicos
clasicos. Segun Donnermeyer et al. (8) la tincion de H&E permite la evaluacion la inflamacion pulpar,
diametro arteriolar, localizacion de odontoblastos, células inflamatorias, asi como los recuentos

celulares, el grado de fibrosis, y la necrosis tisular.

Barani et al. (13), destaca que el examen histolégico es considerado el estandar de oro para
diagnosticar la pulpitis, aunque reconoce que los hallazgos histolégicos pueden no siempre
concordar con los sintomas clinicos presentes. Otros estudios como el de Dennermeyer et al. (8)
han revelado discrepancias entre los hallazgos clinicos e histolégicos en un porcentaje significativo
de casos, que oscila entre el 60 % y el 80 %. Esto indica que las alteraciones pulpares suelen
subestimarse desde un punto de vista clinico. Desde la perspectiva histolégica, la inflamacién pulpar
se caracteriza generalmente por la presencia de signos inflamatorios que incluyen la presencia de
neutréfilos polimorfonucleares, microabscesos e incluso cierto grado de necrosis parcial, todos ellos

como consecuencia de la invasion bacteriana.

En la deteccion del H. pylori, se emplean diversos métodos diagndsticos, seleccionados segun los
escenarios clinicos de cada paciente, y la eleccién entre métodos invasivos y no invasivos; se
determina de acuerdo con la naturaleza de la situacién. Investigaciones como las realizadas por
Kadota et al. (60) y Iwai et al. (62); han utilizado la prueba de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) para detectar H. pylori en muestras de la cavidad oral. En particular, Kadota et al. (60)
desarrollé un método de PCR anidado confiable basado en secuencias completas del genoma de

aproximadamente 50 cepas de H. pylori, lo que permite una identificacion precisa de la bacteria en
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diversos tipos de muestras orales. Es fundamental tener en cuenta que la llegada de diversas
bacterias al tejido pulpar, a menudo facilitada por caries extensas, desencadena una serie de eventos

que culminan en la colonizacién de dicho tejido.

A pesar de la escasez de estudios especificos que aborden directamente la relacion entre H. pylori
y el tejido pulpar, investigadores como lwai et al. (62) encontraron la presencia de H. pylori en tejido
pulpar utilizando técnicas de identificacion por PCR, destacando que el tejido pulpar es un reservorio
de esta bacteria y que la principal via para que esta bacteria llegue a la pulpa es a través de la caries
dental. Asimismo, concluyeron que la prevencion de la caries dental y el tratamiento temprano no
solo reducen y previenen el reservorio de H. pylori en el tejido pulpar, sino que también pueden
disminuir la probabilidad de reinfeccion en el estomago. Nomura et al. (63) llevé a cabo un analisis
del H. pylori en pulpa dental inflamada, utilizando muestras de participantes cuya edad oscilaba entre
1 y 19 afos. Se tomaron muestras de pulpa de dientes deciduos y permanentes, asi como de

conductos radiculares infectados con formacion de abscesos apicales.

Ambos estudios se realizaron utilizando PCR vy lograron identificar el H. pylori en pulpa dental. Sin
embargo, en el estudio de Iwai et al. (62), las muestras fueron de pulpas dentales sin especificar la
histopatologia, lo que podria variar desde pulpa inflamada hasta necroética. Por otro lado, Nomura et
al. (63) menciona la utilizacion de pulpa inflamada, pero incluye dientes temporales y otros con
condiciones perirradiculares. En cambio, en nuestra investigacion nos hemos centrado en identificar
el H. pylori unicamente en casos de pulpitis irreversible mediante una evaluacién histolégica que

incluye técnicas como la tincion con H&E y la IHQ.

Ademas, Malfertheiner, et al. (64) destaca la evaluacion histolégica como estandar de oro para el
diagndstico y evaluacion de H. pylori. La decision de utilizar la evaluacion histologica como enfoque
principal se justifica no solo por considerarlo como estandar de oro, sino también por su eficacia y
versatilidad en la deteccion de H. pylori, aspectos resaltados por Malfertheiner. Ademas, se ha
considerado mas econdémico y practico este método, en comparacion con métodos mas costosos y
complejos, como las pruebas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o los cultivos

bacterianos.

La inmunohistoquimica ha desempefiado un papel fundamental en nuestra investigacion, al
proporcionar un método crucial para la identificacion especifica de antigenos asociados con H. pylori.
Nos ha permitido obtener una caracterizacién mas precisa de la presencia de la bacteria en los
tejidos pulpares evaluados, mejorado significativamente nuestra capacidad para identificar y localizar

H. pylori en el campo histolégico con microscopia de luz; ya que no solo se limita a la deteccién de
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la bacteria, sino que nos brinda una comprension mas especifica, al permitir la caracterizacion

morfoldgica y distributiva de H. pylori en el tejido.

Con respecto a informacion demografica como la edad, el estudio llevado a cabo por Almashhadany,
et al. (58) sobre los factores de riesgo dental asociados a la infeccion oral por H. pylori. A través de
un enfoque transversal, evalué diversos grupos de edad, revelando que no existian diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la infeccién. Esto sugiere, que la edad no desempefia un
papel determinante como factor de riesgo para la infeccion por H. pylori en el ambito oral. De manera
similar, los datos de sexo tampoco demostraron asociacién con la infeccion por esta bacteria. Por
otro lado, nuestro estudio se centré en las pulpas dentales de personas de entre 25 y 50 afios, sin
tener en cuenta consideraciones sobre un diente en especifico o el sexo del paciente. Esta eleccion
metodoldgica nos permitié estudiar un mayor numero de tejidos, explorando la presencia de H. pylori

en pulpas dentales sin limitarnos tampoco las condiciones sistémicas del paciente.

Es relevante subrayar que este estudio revel una elevada positividad para H. pylori en tejido pulpar
con diagnéstico de pulpitis irreversible. A diferencia de investigaciones previas centradas en la
busqueda de la bacteria en muestras orales, nuestra aproximacion se dirigié especificamente al
tejido pulpar. Sin embargo, otros estudios han confirmado la presencia de H. pylori en el medio oral,
destacando su positividad, nuestra investigacion profundiza en su relacion directa con la pulpitis

irreversible.
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CONCLUSIONES

Esta investigacion ha evaluado y caracterizado la presencia del H. pylori en casos de pulpitis
irreversible mediante técnicas de inmunohistoquimica, evidenciando una alta positividad de la
bacteria y estableciendo asi una base fundamental para futuras investigaciones en este campo. La
escasez de descripciones detalladas sobre la presencia de este microorganismo en el tejido pulpar
resalta la necesidad de estudios mas exhaustivos para comprender completamente su relacién con
la pulpitis. Aun queda por determinar la funcion principal y el tipo de cepa de H. pylori presente en la
pulpa dental, aspectos que requeriran investigaciones adicionales para ampliar nuestro

entendimiento.

Este enfoque nos capacita para evaluar la importancia de la salud oral en pacientes con infecciones
por H. pylori 'y su posible relacién con afecciones gastrointestinales, proporcionando asi una vision
mas completa y precisa para la atencion clinica. En resumen, el estudio subraya la necesidad de
abordar esta brecha en la literatura cientifica mediante investigaciones mas exhaustivas,
contribuyendo de esta manera a un conocimiento integral de las implicaciones histopatolégicas,

clinicas y terapéuticas asociadas con la interaccién entre H. pyloriy el tejido pulpar.
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ANEXOS

Consentimiento informado e historia clinica.

HISTORIA CLINICA
Endodoncia

CONSENTIMIENTO VALIDAMENTE INFORMADO PARA EL TRATAMIENTO DE ENDODONCIA:

El propésito del tratamiento de conductos es salvar el diente que de otra manera requeriria extraccion. Si bien este tratamie nto tiene un alto grado de
éxito, los resultados como cualquier procedimiento médico o dental no pueden ser garantizados. Este tratamiento no le previene de fracturas, caries o
enfermedad de las encias. Recuerde que al termino del tratmietno de endodoncia es necesario colocar una corona, antes de cumplir 30

dias. Ocasionalmente los dientes con tratamiento endodéncico podran necesitar un retratamiento, cirugia o

RIESGOS: bien extraccion.

Con pocas posibilidades de que ocurra; sin embargo, pueden presentarse algunos de estos casos:
= Separacion de instrumentos en el conducto

= Perforacion del conducto con el instrumento

= Bloqueo del conducto radicular que no permitird completar el tratamiento adecuadamente

= Infeccion post-operatoria

= Entumecimiento temporal

= Dificultad al morder o abrir la boca

= Si el tratamiento es abandonado pueden ocurrir problemas sistémicos

= Reacciones a los anestésicos, quimicos o medicamentos utilizados

ALTERNATIVAS DE TRATAMIENTOS
= No efectuar ninguin tratamiento
= Extraccion Este tratamiento una vez terminado debera ser restaurado en maximo 30 dias con el propésito de disminuir las posibilidades de fracaso y/o

fractura.

He tenido la posibilidad de hacer preguntas al doctor y quedo satisfecho(a) con las respuestas. Yo consiento el procedimiento, ademas de que puedan
utilizar mis imagenes clinicas y radiograficas con fines académicos.

DIENTE FECHA

PX NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE OTUTOR:

NOTA:
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HISTORIA CLINICA

Endodoncia
DATOS PERSONALES
Fecha Apellido paterno Apellido materno Nombre (s)
/ /
Teléfono de casa ’ Oficina Celular Correo electrénico
Calle No. Exteriores No. Interiores
Colonia Estado Cadigo postal Fecha de nacimiento
Ocupacion Estatura Peso Sexo
Contacto de emergencias Parentesco Teléfono Teléfono celular
ENFERMEDADES
Enfermedad o condicién Si | No | Nose | Enfermedad o condicion Si | No | Nose
Anemia Epilepsia
Alteraciones renales Fiebre reumatica / enfermedad cardiaca
Angina / Dolor en el pecho cuando se hace esfuerzo Hepatitis, ictericia o enfermedad del
Higado
Asma Infarto al miocardio
Ataque de apoplejia Inflamacién prexistente de los ganglios del
cuello
Cancer/quimioterapia/radioterapia Marcapasos
Defectos de corazén congénitos / dafo en las valvulas Osteoporosis
Cardiacas
Desmayos o apoplejias Presion arterial alta o baja
Diabetes tipo | o Il Sangrado normal
Enfisema SIDA, infeccién por VIH
Dolor crénico y enfisema Soplo en el corazén
Enfermedad cardiovascular Tiene o a tenido tuberculosis
¢ Tiene alguna enfermedad, condicion o problema que no haya sido mencionado y que crea que el dentista deberia saber?
Explique, por favor:
INFORMACION DENTAL
Datos Si | No | Nose Datos Si | No | Nose

¢ Le sangra las encias cuando se cepilla o cuando usa
hilo dental?

¢Le quedan alimentos o hilo dental
atrapados entre los dientes?

¢ Sus dientes estan sensibles al frio o al calor con los
dulce o al masticar?

¢ Tiene algun ruido, salto o molestia en la
mandibula?

¢ Tiene la boca seca?

¢ Tiene bruxismo o rechina los dientes?

¢ Ha tenido un tratamiento periodontal (encia)?

¢ Tiene lesiones o ulceras en la boca?

¢Ha tenido tratamiento de ortodoncia (con aparatos)?

Usa dentaduras(placa) ¢ parcial o
completa?

¢Ha tenido algun problema asociado con un tratamiento
dental?

¢Ha sufrido alguna lesione en la cabeza o
en la boca?

¢ Tiene dolor o molestia dentales en este momento?

¢Sufre de dolor de oidos o cuello?

¢ Donde esta localizado el dolor o la molestia dental?

¢ Cuanto tiempo ha tenido el dolor o la molestia dental?
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