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INTRODUCCION

La historia de la odontologia se remonta a la antigua Mesopotamia (3500 A.
C.) en donde se creia que el “gusano dentario” era el causal de la destruccion y dolor
de los dientes. Asi mismo, todas las enfermedades se consideraban como una
maldicion del organismo, y los tratamientos consistian en exorcismos y practicas
magicas en donde se invocaba a los dioses para sanar el dolor que los aquejaba.

La creencia de que el “gusano dentario” era el causal de la caries dental
estuvo vigente hasta el siglo XVIII, hasta que Pierre Fauchard en 1728 publica su
obra maestra llamada “El cirujano dentista o tratado sobre los dientes”. Fauchard
traté la anatomia y morfologia dental, ademéas de las anomalias de los dientes;
escribié sobre la caries dental, sus causas y el modo de prevenirlas; y lo mas
importante, es que rechazé la teoria del “gusano dentario”, ya que creia que la caries
era el resultado de un desequilibrio humoral.

Posteriormente, hacia finales del siglo XIX (1882), W. Miller propuso la “Teoria
acidogénica de la caries”, en donde la caries dental es el resultado de la actividad de
microorganismos capaces de producir acidos a partir de los carbohidratos de la dieta,
los que producen la descalcificacion y disolucion del esmalte y de la dentina. Esta
teoria estuvo vigente durante muchos afos, hasta que en 1960 P. Keyes, propone la
“Triada de Keyes” donde se establece que la caries es una enfermedad multifactorial;
determinada principalmente por los microorganismos cariogénicos, el hospedero
susceptible y el sustrato adecuado, todo esto sujeto a un determinado tiempo (Keyes,
1960). A pesar de que la “Triada de Keyes” fue aceptada por un largo periodo,
actualmente la “Teoria Ecologica de la Caries Dental” propuesta en 1994 por Marsh
es la que se encuentra vigente. Esta teoria establece que la caries dental es el
resultado de un desequilibrio que ocurre en la microflora normal debido a un factor
desencadenante (estrés), en donde las bacterias que la conforman, principalmente
bacterias Gram-Positivas comienzan a secretar acidos, bajando el PH de la cavidad
oral y asi proporcionan un ambiente adecuado para la colonizaciébn de bacterias
Gram-Negativas anaerobias (Marsh, 1994).

A pesar de que conocemos las causas que originan la caries dental, hasta el
dia de hoy es una de las enfermedades con mayor prevalencia e incidencia en el
mundo entero, siendo la tercera enfermedad después del cancer y de las
enfermedades cardiovasculares segun la clasificacion de la OMS. En Chile, cerca del
98% - 100% de los adultos poseen caries (Gamonal et al., 1998) (Badenier and cols.
2007). Es por esta alta prevalencia que es de suma importancia comprender los
procesos biolégicos que atraviesa el diente durante la progresion de la caries. Asi
mismo, en las ultimas décadas ha incrementado la expectativa de vida de las



personas, excediendo incluso los 80 afios en paises desarrollados, lo que lleva a que
exista una necesidad de preservar la salud, incluyendo la salud oral que es una parte
importante en la vida de las personas y que a menudo se deja de lado (Tsakos,
2011).

Se sabe que las bacterias que invaden la dentina, generan respuestas
defensivas a nivel de la capa odontoblastica, en donde los odontoblastos, células
dendriticas y macrofagos reconocen estos antigenos a través de receptores tipo Toll
y desencadenan la respuesta inmune. Esta respuesta se caracteriza por la secrecion
de dentina reaccional, la que es producida cuando existen noxas de estimulos
moderados (Smith et al., 1995).

El odontoblasto cuando se enfrenta a estimulos externos se reactiva,
experimentando diversos cambios tanto en funcion como en actividad y estos
cambios podrian estar asociados con variaciones ultraestructurales; pero esta
informacion hasta ahora es insuficiente. La observacion de esto se ve obstaculizada
por la inexistencia de informacion cronologica sobre los cambios en los tejidos
durante la lesion y, en consecuencia, a menudo no es facil de identificar si
odontoblastos reaccionales o células reparativas tipo-odontoblastos estan siendo
estudiadas (Goldberg and Smith, 2004).

Dentro de los tipos de dentina que produce el odontoblasto en respuesta a los
estimulos nocivos del medio externo, nuestro interés se centra en la dentina terciaria,
especificamente reaccional, y los cambios que experimenta el odontoblasto en
respuesta a la progresion de la caries en dientes permanentes; considerando que la
dentina reaccional constituye un mecanismo inmuno-defensivo fundamental contra
patdgenos.

De acuerdo a la busqueda de informacién, nos hemos dado cuenta que a
pesar de que la caries dental es una de las enfermedades de mayor prevalencia en
el mundo, el conocimiento de las reacciones fisiologicas y fisiopatologicas que
enfrenta el Complejo Dentino-Pulpar frente a la caries aln es poco comprendido. Por
estas razones es que consideramos que el estudio del Complejo Dentino-Pulpar es
de gran importancia, ya que nos ayudaria a comprender el por qué el diente puede
reaccionar de distintas maneras frente noxas como por ejemplo una caries dental; y
asi mismo quizds en un futuro préximo implementar mejores tratamientos y
materiales que sean mas compatibles con la vitalidad del Complejo Dentino-Pulpar.



MARCO TEORICO

1. Complejo Dentino-Pulpar (CDP)

La pulpa dental se origina a partir de las células ectomesenquimaticas de la
papila dental, células derivadas de la cresta neural durante el desarrollo temprano
craneo-facial. La organizacion periférica de la pulpa dental en un diente maduro se
corresponde con el Complejo Dentino-Pulpar (CDP). EI CDP es la unidad funcional
de la pulpa dental y a través de sus componentes la pulpa es capaz de desarrollar
una actividad dentinogénica, sensorial y defensiva. La funcion fisiolégica y
fisiopatoldgica que afecte a esta unidad (CDP) compromete respuestas reparativas y
de mantencién con el propdsito de conservar la vitalidad dental (Mjor, 2001)

En la disposicion de los componentes estructurales del CDP, podemos
observar cinco zonas diferentes: la interfase predentina/dentina, la capa
odontoblastica, la zona acelular de Welil, la capa sub-odontoblastica y la zona central
de la pulpa o tejido pulpar propiamente tal (Fig. 1A).

El CDP esta conformado fundamentalmente por odontoblastos, células
dentinogénicas que forman una empalizada pseudoestratificada en la interfase de
predentina y pulpa periférica (Couve and Schmachtenberg, 2011). Los odontoblastos
proyectan sus prolongaciones, llamados procesos odontoblasticos que se alojan en
los tubulos dentinarios (Fig. 1B).

Figura 1 Complejo Dentino-Pulpar (CDP). A. Microfotografia dptica del CDP de un diente
permanente sano (individuo joven). B. Representacién esquemética del CDP. La capa odontoblastica
(ODs) da soporte a una extensa red de terminales nerviosos amielinicos (TN) que conforman parte del
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Plexo de Raschkow. Células dendriticas inmaduras (CD) proyectan procesos hacia la interfase
predentina-dentina (PD/D). A nivel de la capa sub-odontoblastica (SO) es posible encontrar capilares
(C) integrados a la red microvascular que da nutriciéon a los elementos celulares del complejo. (CP,
cilio primario; FN, fasciculos nerviosos del Plexo de Raschkow; N, nlcleo; VA, vacuola autofagica;
CW, capa acelular de Weil).

La densidad celular dentro de la empalizada odontoblastica varia, pudiendo
llegar a 45.000 células por mm?. El cuerpo celular del odontoblasto presenta una
extension de aproximadamente 50 um de alto dependiendo del estado de actividad
dentinogénica y un didmetro de unos 5um en promedio. El ndcleo se encuentra
polarizado hacia la pulpa dental, y los organelos ubicados en el citoplasma como el
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) , el complejo de Golgi y las mitocondrias se
encuentran mas hacia direccién dentinaria (Arana-Chavez and Massa, 2004). La
actividad de los odontoblastos se refleja en el nUmero y tipo de organelos presentes
en su citoplasma, por lo que estas células presentan todas las caracteristicas de los
organelos asociados a sintesis de proteinas, coldgeno principalmente, y produccion
de proteoglicanos (sustancia fundamental), sin embargo el nimero y tipo de organelo
varia dependiendo de la actividad secretora. Una abundancia de RER, un bien
desarrollado complejo de Golgi, ribosomas dispersos, mitocondrias, vesiculas y
vacuolas son caracteristicas de estructuras asociadas a la sintesis de proteinas.
También se pueden observar microtdbulos, microfilamentos y filamentos intermedios
(Mjor et al., 2001).

En cuanto al proceso odontoblastico podemos decir que es un estrechamiento
del citoplasma celular, el que penetra en la dentina mineralizada, rellenando el lumen
de los tubulos dentinarios. Este proceso odontoblastico estd compuesto por el tronco
principal, con un diametro de 0,5 a 1 um, y finas ramas laterales de 0.1 a 0.2 um. La
extension del proceso odontoblastico dentro de los tubulos dentinarios corresponde a
0,7 pum, por lo que la profundidad de penetracion es limitada. El proceso
odontoblastico carece de la mayor parte de los organelos que se encuentran en el
cuerpo celular. Su ultraestructura esta caracterizada por microtubulos y filamentos
aungue ocasionalmente se pueden encontrar estructuras tales como mitocondrias y
ribosomas en condiciones normales. El proceso odontoblastico en la region de la
predentina exhibe caracteristicas que reflejan la transicién desde célula a proceso
odontoblastico (Arana-Chavez and Massa, 2004).

Podemos describir al odontoblasto como una célula secretora, de origen post-
mitotico que posee en su estructura celular cilios primarios. Estos cilios primarios son
los responsables de detectar las sefales troficas provenientes del medio ambiente
para que la diferenciacion celular del odontoblasto se lleve a cabo. El odontoblasto
comienza con la secrecion de proteinas de la predentina antes de que ocurra la
secrecion de matriz de esmalte por los ameloblastos. Asi, podemos encontrar que el
ciclo de vida del odontoblasto pasa por varios cambios morfolégicos dependiendo de
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la etapa en que se encuentre a lo largo de su existencia. Couve describe cuatro
etapas morfologicas por las que pasa un odontoblasto. La primera etapa corresponde
a la célula pre-odontoblastica, la cual se caracteriza por ser de tamafio corto
(aproximadamente 15um) y de forma cilindrica, en la que la polarizacion de los
organelos celulares estan principalmente limitados al nucleo, ésta forma celular esta
estrechamente asociada con el epitelio dental interno y la membrana basal. La
segunda etapa corresponde al odontoblasto secretor, éste aumenta su tamafo
intracelular con numerosos organelos, los cuales se encuentran altamente
polarizados. Los odontoblastos transitorios corresponderian a la tercera etapa, en
donde estas células reducen su actividad secretora, se vuelven mas estrechas y sus
organelos tienen un menor nivel de polarizacion. Aparecen en esta etapa las
vacuolas autofagicas, las que muy probablemente serian las responsables de la
degradacion de los componentes intracelulares. Finalmente nos encontramos con los
odontoblastos viejos, que se caracterizan por poseer un nucleo centralizado, menor
namero de organelos y por contener grandes vacuolas. Estos odontoblastos viejos al
igual que su reticulo endoplasméatico, complejo de Golgi y mitocondrias disminuyen
en tamafo y polarizacion (Couve, 1986). Cilios primarios estan presentes en todas
las etapas (Fig. 2).

Aging
Secretory Mature Oid

lecretow Activity L »——‘

Lipofuscin Accumulation

Secondary Dentihbéétp'




Figura 2 Esquema representativo del ciclo de vida del odontoblasto humano. Durante el
desarrollo dentario, odontoblastos secretores son las células formadores de dentina primaria. Después
de la erupcion dentaria, en la pulpa dental coronal los odontoblastos reducen su actividad secretora y
adquieren un estado de madurez caracterizado por la presencia de vacuolas autofagicas (AV). El
progreso de envejecimiento de odontoblastos maduros implica la acumulacién de depésitos de
lipofuscina (LF). Tres grupos de edades individuales se indican en cursiva debajo de sus
correspondientes condiciones de odontoblasto. Complejo de Golgi (GC); complejos de unién (JC);
lisosomas (Ly); mitocondrias (M); nucleo (N); proceso odontoblastico (OP); cilio primario (CP); reticulo
endoplasmatico rugoso (RER); granulos secretores (SG). Extraido de (Couve et al., 2013).

A nivel del CDP se desarrollan las funciones fundamentales de la pulpa dental,
tal como la nutricibn de la capa odontoblastica y las funciones sensitivas y
defensivas. EI CDP constituye la primera barrera de defensa de la pulpa dental,
protegida por una gruesa capa de dentina, la que se incrementa por la deposicion de
dentina secundaria o terciaria, ya sea en procesos fisiolégicos o fisiopatoldgicos.

1.1 Funcién dentinogénica del odontoblasto

La funcion principal del odontoblasto durante la dentinogénesis es la sintesis y
secrecion de dentina, y posteriormente la mineralizacion de la matriz. En este punto,
se ha llegado a la sugerencia de que existen dos sitios de secrecion en el
odontoblasto, el primero a nivel del cuerpo celular en el que se produce predentina y
el segundo en el frente de mineralizacién que da la altura de la dentina peritubular
(Linde, 1989). Esta hipoétesis ayuda a explicar muchas de las diferencias en la
composicion dentro de la matriz dentinaria. Ademas, estudios electrofisiologicos
recientes realizados por Ikeda y Suda, demostraron que los odontoblastos coronales
de dientes permanentes jévenes estan acoplados eléctricamente entre si a través de
gap juctions, formando una empalizada, lo que sugiere que existe una coordinacion
de la funcion celular entre estas células, sobre todo en relacion a la secrecion de
dentina (Ikeda and Suda, 2013).

En la dentinogénesis podemos observar tres grandes etapas de secrecion:
1.1.1 Secrecion de dentina primaria
1.1.2 Secrecion de dentina secundaria o fisiol6gica
1.1.3 Secrecion de dentina terciaria (reaccional y/o reparativa)
1.1.1 Secrecion de dentina primaria: la diferenciacion de pre-odontoblasto a
odontoblasto secretor se caracteriza por iniciar la formacion de dentina del manto. La

aposicion y mineralizacion de la dentina del manto, corresponde a los primeros 50-
100um de dentina adyacente al limite amelo-dentinario. En las raices se observa una



capa superficial similar, denominada capa granular de Tomes (Linde and Goldberg,
1993). La transicion entre la dentina del manto y la dentina primaria circumpulpar es
imperceptible clinicamente. Toda la dentina primaria tiene un caracter tubular
(ortodentina). La dentina primaria se puede dividir en dentina intertubular vy
peritubular, la primera es el producto principal de secrecion de los odontoblastos
durante la dentinogénesis, constituyendo el mayor volumen de dentina primaria;
mientras que la dentina peritubular que se encuentra en la periferia de los tubulos
dentales forma una capa menos voluminosa de tejido mineralizado.

1.1.2 Secrecion de dentina secundaria o fisiologica: se establece después de
la finalizacion de la formacion de las raices y se produce a una velocidad mucho mas
lenta a lo largo de la vida (Baume, 1980). Esta posee una estructura similar a la
dentina primaria. Estudios demuestran que la tasa de secrecién de dentina primaria
es aproximadamente de 4um/dia; en cambio durante la secrecion de la dentina
secundaria los odontoblastos reducen drasticamente su funcion, disminuyendo
aproximadamente 10 veces la cantidad de dentina que secretan (Schour I. and
Hoffman M., 1939).

1.2.3 Secrecion de dentina terciaria (reaccional y/o reparativa): es secretada
en respuesta a variados estimulos externos, tales como irritantes quimicos, caries,
restauraciones, atricion u otros como trauma. La formacion de dentina terciaria
puede llevarse a cabo durante toda la vida del diente. Esta dentina terciaria puede
ser reaccional o reparativa, dependiendo de qué células estdn a cargo de su
secrecion (Smith et al., 1995). Esto sera revisado extensamente en el punto 1.3
(Mecanismos de defensa del CDP).

Antes de la mineralizacion de la dentina en cualquiera de sus etapas, es
necesario que el odontoblasto secrete la predentina, la que se encuentra entre el
tejido mineralizado y el tejido conectivo laxo sobre la pulpa dental. La capa de
predentina se compone principalmente de colageno, glicoproteinas y proteoglicanos.
Esta capa mide alrededor de 10 a 30 um de ancho, y la matriz organica es
reorganizada antes de su posterior mineralizacién. Los componentes de la matriz
organica se producen en los cuerpos celulares, pero pueden ser secretados a través
de exocitosis ya sea por el cuerpo celular o por los procesos odontoblasticos.
Durante el proceso de la agregacion de la molécula de colageno inicial en la
predentina por parte de los odontoblastos, la matriz extracelular es modificada antes
de su mineralizacion, adicionando iones minerales y otros componentes relacionados
con el frente de mineralizacion (Leo Tjaderhane and Haapasalo, 2012).



Para que los odontoblastos puedan llevar a cabo la mineralizacién de la matriz
de coldgeno deben ocurrir varios eventos simultaneamente (Boskey, 2003):

* Sintesis de moléculas de matriz extracelular, incluyendo colageno tipo
| y proteinas no colagenas.

*  Acumulacién de iones minerales.

* Modificacion de la matriz para permitir mineralizacion precisa y
controlada.

* Deposicion inicial de cristales minerales.

* Crecimiento regulado y acumulacién de hidroxiapatita; todo esto tal
vez acompafiado por la remodelacion adicional de la matriz.

La tasa de formacion de la dentina es dependiente de la edad, de la funcién
del diente y del sitio en el que la célula se encuentre (Kawasaki et al., 1977). Los
odontoblastos jovenes poseen una tasa de secrecibn mas activa que los
odontoblastos viejos, sin embargo, la secrecion de dentina nunca cesara realmente
mientras el odontoblasto se encuentre con vida (Tjaderhane and Haapasalo, 2012).

Por su modo de formacién, la dentina es un tejido altamente permeable, lo que
facilita la invasion microbiana debido a los numerosos tubulos dentinarios que posee.
Estos tienen un diametro aproximado de 1 - 3um y describen una curvatura en forma
de “S”. Se puede calcular que hay aproximadamente 15.000/mm? de tibulos en la
dentina periférica, 25.000/mm? en la parte central y 55.000/ mm? cercanos a la pulpa
(Linde and Goldberg, 1993). Las estimaciones de la densidad tubular varia desde
18.000/mm? a 83.000/mm? con un promedio de 21.000/mm? en zonas MAs
profundas y 18.800/mm? en las zonas medias de la dentina (Schilke et al., 2000).

1.2 Inervacion de la pulpa dental y sensibilidad dentinaria

El tejido pulpar se caracteriza por tener una doble inervacion:

1.2.1 Inervacidn sensitiva
1.2.2 Inervacion autbnoma

1.2.1 Inervacion sensitiva: corresponde a fibras aferentes sensoriales del
nervio trigémino. Son fibras mielinicas tipo Ad y ARR; y también fibras amielinicas tipo



C. Las fibras tipo A se distribuyen principalmente en la zona periférica de la pulpa
dental y responden a estimulos hidrodinamicos, osméticos o térmicos que transmiten
la sensacién de un dolor agudo y bien localizado.

1.2.2 Inervacion autonoma: corresponde a fibras amielinicas tipo C
provenientes del ganglio cervical superior y llegan a la pulpa apical para dirigirse a la
tunica muscular de las arteriolas, por lo que intervienen en la funcién vaso motora
(calibre arteriolar). Estas fibras se distribuyen en la zona central de la pulpa dental.

Las terminaciones nerviosas mielinicos en la pulpa coronaria se ramifican
considerablemente con respecto a la region radicular. Dichas ramificaciones
constituyen el plexo nervioso sub-odontoblastico de Raschkow. Con microscopia
electronica de transmision (MET) se ha demostrado que algunas fibras de este plexo
continlan su recorrido entre los espacios de los procesos odontoblasticos en los
tubulos dentinarios, donde pierden su vaina de mielina formando impresionantes
ramificaciones.

Frente a una lesion, la pulpa responde de manera bifasica, es decir, hay una
vasoconstriccion inicial, seguida de una vasodilatacion y de un aumento de la
permeabilidad vascular. Esto conlleva a que por ejemplo, durante un estimulo nocivo
como lo es la preparacion de una cavidad, pasen fluidos desde el espacio
extracelular de la pulpa, de los vasos sanguineos o de ambos hacia la dentina, como
una respuesta fisiolégica al trauma (Turner, 1992, Chiego, 1992, Vongsavan and
Matthews, 1992); debido a que la barrera funcional formada por los odontoblastos
gue principalmente restringe el paso de fluidos, iones y otras moléculas a lo largo de
la via extracelular puede verse afectada por estos sucesos. Esta observacion puede
relacionarse con la teoria hidrodindmica de fluidos propuesta por Brannstrom para
explicar la sensibilidad dental. En esta teoria la ausencia del proceso odontoblastico
en la parte externa de los tubulos, sugiere que los mecanismos de transduccion para
la sensibilidad dentinaria no involucran directamente a los odontoblastos, y que el
dolor dentinario es generado por movimientos hidrodinamicos de fluidos en donde
ocurren diferencias de presiones dentro de los conductos dentinarios. Esto activa a
las terminaciones nerviosas provenientes desde la pulpa, interpretando estos
estimulos siempre como dolor (Brannstrom, 1986).

Ademas de la teoria hidrodinAmica clasica en cuanto a la causa del dolor,
existe una teoria que plantea que el odontoblasto puede ser parcialmente
responsable de la sensacion de dolor debido a la membrana polarizada que posee.
Canales mecanosensitivos de Na®, K y CL™ se han observado en la membrana
plasmatica de odontoblastos y en adicion a estos canales, estudios realizados por
Magloire y colaboradores evidenciaron que existen canales de calcio, los que poseen
un rol central en el comportamiento del odontoblasto, tanto a nivel fisiolégico como



fisiopatoldgico (Allard et al., 2000, Magloire et al., 2003). El canal TREK™ K* también
se ha podido observar en membranas de odontoblastos de dientes humanos in vivo,
éste se localiza especificamente en la red terminal donde los odontoblastos estan
conectados unos con otros, ubicacion que se encuentra cercana a la distribucion de
los nervios de la pulpa dental, por lo que se asume que el canal TREK™ K* participa
en la percepcion del dolor (Magloire et al., 2003). Estudios realizados por Allard y
colaboradores han podido demostrar in vitro que los odontoblastos son células
excitables, que generan potenciales de accion cuando son estimulados
eléctricamente, lo que lleva a suponer que estas células serian capaces de
responder frente a estimulos externos formando potenciales de accion a traves de
estos canales y transmitiéndolos a las terminaciones nerviosas adyacentes, tal cual
lo hacen las células neuronales (Allard et al., 2000).

Otro mecanismo posible propuesto para la funciébn sensorial de los
odontoblastos es la expresion de los cilios primarios. Los cilios primarios son
organelos flagelares individuales, no maoviles, presentes en casi todas las células de
vertebrados, que en conjunto realizan diversas funciones de sefializacion. Estos
poseen una estructura polarizada y en un estudio realizado por Gerdes en dientes de
rata, se sugiere que existe un vinculo entre el cilio primario y el mantenimiento de la
polaridad celular. En este estudio, se pudo observar que la falta de ciliogénesis
conlleva a una falta en la diferenciacion de los odontoblastos, produciendo formacion
de cuspides desorganizadas, y marcados defectos en la produccién de dentina. Con
estos datos se puede pensar que los cilios primarios responden a estimulos
mecénicos, tales como movimientos de fluidos dentinarios u otras sefiales
provenientes de la pulpa; y que tienen una marcada relacién con la diferenciacion
celular y le confieren polaridad a la membrana plasmética de la célula (Gerdes et al.,
2009).

En cuanto a este ultimo punto, estudios recientes han sefialado que la
membrana plasmatica del odontoblasto se encuentra polarizada igual que la célula
(Tjaderhane et al., 2009), lo que confirma que el odontoblasto es una célula
polarizada. Ademas ésta polarizacion de membrana, que podria formarse durante la
diferenciacion del odontoblasto, puede relacionarse con la actividad secretora
polarizada de esta célula, con los roles de nutricion desde la pulpa dental o también
estar relacionada con la funcion sensorial del odontoblasto. Por todas estas
caracteristicas mencionadas se considera al tejido pulpar y dentinario en su conjunto
como una sola unidad, que conforman estructural, embrioldgica y funcionalmente una
verdadera unidad biolégica conocida como CDP.
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1.3 Mecanismos de defensa del CDP

Los odontoblastos son las primeras células que responden frente a los
estimulos nocivos provenientes del medio externo, por lo que éstos deben estar listos
y preparados para responder frente a patdgenos bacterianos que puedan ingresar a
través de los tubulos dentinarios u otros agentes irritantes que puedan afectar al
diente. Esta respuesta por parte de los odontoblastos es la secrecién de dentina
terciaria que se forma adyacente a los tubulos dentinarios afectados por noxas.
También puede ocurrir que depoésitos de dentina terciaria se encuentren entre la
dentina primaria y la dentina secundaria. Por lo tanto, cualquier consideracion de
dentinogénesis terciaria en areas peritubulares se complica por el fenbmeno de la
dentinogénesis fisiologica, sea esta primaria o secundaria, ya que la Ultima es
caracteristica de una secrecién normal del proceso de envejecimiento. Solo es
realmente fiable en la interfase dentino-pulpar en donde puede existir una distincion
entre dentina terciaria y otras (Smith et al., 1995). La estructura de la dentina terciaria
puede ser muy variable, con un aspecto de apariencia que va desde una matriz
tubular, la cual es practicamente indistinguible de la dentina primaria, a una matriz
muy distrofica atubular que contiene posiblemente células atrapadas dentro de ellas.

Smith ha propuesto que existen dos tipos de dentina terciaria (Smith et al.,
1994):

1.3.1 Dentina reaccional
1.3.2 Dentina reparativa

1.3.1 Dentina reaccional: se define como una matriz de dentina terciaria
secretada por células odontoblasticas sobrevivientes, en respuesta a un estimulo de
leve a moderado.

1.3.2 Dentina reparativa: se define como una matriz de dentina terciaria
secretada por una nueva generacion de células odontoblasticas en respuesta a un
estimulo severo. Esta secrecion ocurre después de la muerte de los odontoblastos
post-mitdticos originales, que son los responsables de la secrecion fisiolégica de
dentina primaria y secundaria.

El punto fundamental de estas propuestas es que la dentina terciaria surge
como un mecanismo defensivo o reparativo, que se origina de células precursoras
que se encuentran en la pulpa. La interfase entre la dentina formada por los
odontoblastos reaccionales y la formada por las células reparativas tipo-
odontoblastos es particularmente importante debido a que los tdbulos de ambas
dentinas no se comunican directamente entre si, esto puede actuar como barrera
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para la entrada de patdgenos bacterianos hacia la pulpa. Este efecto barrera es un
mecanismo muy importante de defensa en la odontologia restauradora (Mjor, 2001).

En un estudio realizado en dientes de huron en donde se les realizaron
cavidades y luego se implantaron componentes de matriz extra celular (MEC) de la
dentina, se pudo observar una secrecion de dentinogénesis reaccional resultante de
la interaccion existente entre odontoblastos y estimulos moleculares apropiados que
condujeron a un aumento de la actividad sintética y secretora de los odontoblastos.
En este estudio no se pudo observar muerte celular (Smith et al., 1994). Esto
contrasta marcadamente con la dentinogénesis reparativa, en donde se produce la
muerte de los odontoblastos, y células precursoras de la pulpa son inducidas a
diferenciarse en una nueva poblacion de células odontoblasticas (Smith et al., 1990).

Es posible que las moléculas involucradas en la iniciacibn de la
dentinogénesis reaccional y reparativa sean similares, ya que la misma fraccion de
aislados de componentes de la MEC de la dentina pueden dar a lugar a dos
procesos diferentes. Sin embargo, los eventos bioldégicos en que se basan estos
procesos son diferentes. En la dentinogénesis reaccional se requiere sélo la
interacciobn entre el estimulo molecular y odontoblastos para que ocurra la
estimulacién de la secrecion de la matriz, en cambio, en la dentinogénesis reparativa,
una cascada de eventos que incluyen la division celular, quimiotaxis, migracion
celular, adhesion celular y citodiferenciacion celular deben ocurrir antes de que la
secrecion de la matriz tenga lugar. Por lo tanto, los cambios en la actividad del
odontoblasto a lo largo de su vida, la estimulacion de su sintesis y la actividad
secretora en respuesta a estimulos adecuados indican que el odontoblasto es una
célula muy versatil.

Finkelman y colaboradores han demostrado la presencia de factores de
crecimiento en la dentina, incluyendo el Factor de Crecimiento Transformante Beta
(TGF-B), y han sugerido que la respuesta de los odontoblastos a la caries dental
puede estar mediada por la liberacién de estos factores de crecimiento desde la
dentina durante la desmineralizacién por los &cidos bacterianos (Finkelman et al.,
1990). Estudios realizados en la linea de la investigacién de las moléculas implicadas
en la iniciacion de la dentinogénisis reaccional, evaluaron la capacidad del TGF-
para iniciar este proceso. Luego de 14 dias de implantacion del TGF-3, pudieron
observar que el TGF-B estimula la secrecion de una matriz tubular de dentina
reaccional inmediatamente debajo de la cavidad, en la interfase dentino-pulpar. La
interfase entre la dentina reaccional y odontoblastos fue irregular y, en general, la
dentina reaccional tenia la apariencia de penachos, sugiriendo que los odontoblastos
respondieron de diferente manera al estimulo desde el material implantado. La
deposicion de dentina reaccional sélo se observd en aquellas areas en donde los
tubulos dentinarios estaban en comunicacién con las cavidades, lo que indica el
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papel de difusion que tienen las moléculas a través de los tubulos dentinarios (Smith
et al., 1995).

2. Caries Dental y Complejo Dentino-Pulpar

La caries dental es una enfermedad bucodental de origen infeccioso y de alta
prevalencia, encontrandose en Chile cerca 98% - 100% de los adultos afectados por
éstas (Gamonal et al., 1998) (Badenier and cols. 2007). Las bacterias que invaden la
dentina durante la progresion de la caries, generan respuestas defensivas a nivel de
la capa odontoblastica, caracterizadas por esclerosis dentinaria y secrecion de
dentina reaccional, la que es producida cuando existen noxas de estimulos
moderados (Smith et al., 1995).

El proceso de caries origina lesiones que pueden afectar el esmalte, la dentina, la
pulpa y el cemento. Se caracteriza por la desmineralizacion de los tejidos duros del
diente, acomparfiado por cambios en la dentina y en ocasiones inflamacion pulpar. El
factor clave en el desarrollo de la caries es la presencia de bacterias y el acido que
produce el biofilm en la superficie del diente.

La caries se inicia como una lesion primaria de esmalte, en donde se puede
observar una zona de color blanco opaco, que es el primer signo de
desmineralizacion. Cuando esta lesion es vista histologicamente, una lesion
superficial bien mineralizada se observa cubriendo una desmineralizacion sub-
superficial. Todas las lesiones de caries iniciales tienen la caracteristica de que
progresan como lesiones sub-superficiales, independientemente de que Ssi
comienzan en esmalte, dentina coronaria o cemento (Bjorndal and Mjor, 2001).

Se pueden observar cambios en la dentina en etapas tempranas de lesiones de
esmalte, antes de que alcance la superficie dentinaria y antes de que ocurra la
invasion bacteriana. Evidencia histolégica demuestra que la primera alteracion de la
dentina es la presencia de una zona de hipermineralizacion que se desarrolla antes
de que la lesion alcance la union amelodentinaria (Bjorndal and Mjor, 2001). La
desmineralizacion subsecuente de la dentina comienza una vez que la lesiéon ha
alcanzado la union amelodentinaria.

Las reacciones de la dentina frente a la progresion de la caries, reflejan los
cambios que ocurren en el esmalte, dando lugar a dos alteraciones principales:

* Cuando la desmineralizacién del esmalte involucra el 1/3 interior de este y
progresa hacia la union amelodentinaria, se pueden detectar alteraciones
minerales en la dentina intratubular.
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* Cuando la desmineralizacion del esmalte alcanza la union amelodentinaria,
comienza la desmineralizacién dentinaria y algunos de los minerales disueltos
por el acido de las bacterias comienzan a precipitar.

Aunque el proceso de desmineralizacion afecta tanto a la dentina intratubular
como intertubular, el frente de desmineralizacion sigue la direccion de la dentina
tubular, esto es la ruta primaria para la disolucion del tejido dentinario (Fuks, 2000).
Por consiguiente, la zona de desmineralizacion de dentina subyacente a lesiones no
cavitadas se estrecha a medida que progresa hacia la pulpa. Notablemente, la
secuencia inicial de desmineralizacion dentinaria ocurre sin la presencia de bacterias
en la dentina, ya que la bacteria es demasiado grande para penetrar los prismas
desmineralizados del esmalte, pero cuando la capa de esmalte se derrumba, la
invasion bacteriana ocurre.

2.1 Lesiones de progresion lenta

Frente a estimulos externos suaves o moderados, la dentina primaria
experimenta cambios estructurales antes que la desmineralizacién del esmalte por
parte de los acidos bacterianos se lleve a cabo. Estos cambios implican la secrecion
de dentina peritubular altamente mineralizada, lo que reduce el diametro de los
tubulos. A este tipo de reaccion se le conoce como esclerosis dentinaria. Este es un
mecanismo defensivo que disminuye las posibilidades de que bacterias o productos
de éstas lleguen a causar reaccion pulpar inflamatoria.

La estructura de esta dentina terciaria esta relacionada con la actividad de la
lesion; entre mas cronica la lesion mas regular sera su estructura.

2.2 Lesiones de progresion rapida

Este tipo de lesion aparece cuando estimulos externos severos afectan a la
estructura dental. Aqui puede ocurrir la muerte del odontoblasto y la formacion de
una nueva forma celular llamada célula reparativa tipo-odontoblasto, la que secretara
dentina reparativa caracterizada por ser atubular.

Segun Fuks son varios los factores importantes en la descripcion de la caries de
progresion rapida (Fuks, 2000):

* Exposicion clinica de la dentina.
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* |nvasion e infeccion de la dentina por bacterias.

* - Un numero creciente de células reclutadas por la vigilancia inmune, que tarde
o temprano conducen a respuestas inflamatorias.

* La cavitacion del esmalte por la desmineralizacion de la dentina infectada a lo
largo de la unién amelo-dentinaria

2.3 Caries Dental y Dentinogénesis terciaria

Bjorndal ha sugerido que en lesiones de progresion rapida la dentinogénesis
terciaria puede estar ausente, por el contrario, bajo lesiones cavitadas de mayor
antigiedad se ha encontrado una variedad de dentina terciaria (Bjorndal, 2001).
Karjalainen y colaboradores también han reportado que los estados avanzados de
caries no son necesariamente acompafados por dentina terciaria en formacion
(Karjalainen and Le Bell, 1987).

Bjorndal define el proceso de caries segun sus caracteristicas clinicas:

* Lesidn Activa: reduccion funcional debido al desgaste del diente o por
ausencia de diente antagonista.; grandes acumulaciones de placa que
recubren la lesion, sangrado gingival al sondaje.

* Lesion detenida/progresion lenta: signos de desgaste natural del diente,
acumulacion delgada de placa, no hay presencia de sangrado gingival al
sondaje.

En lesiones de esmalte activas no cavitadas, la presencia de dentina tubular
reaccional fue observada en los sitios laterales de lesiones mas jovenes, en cambio
la dentina atubular, también definida como fibrodentina por Baume, se encontr6 en el
sitio central de la lesibn mas antigua (Baume, 1980).

La ausencia de dentina terciaria en lesiones de edades similares pero con
cavitaciones de esmalte y de progresiébn mas rapida, fueron relacionadas a una alta
permeabilidad de la dentina desmineralizada, y también evidencian el deterioro de la
region odontoblastica de predentina. En este aspecto, es razonable asumir que el
proceso inflamatorio resultante destruye los odontoblastos primarios.

La principal diferencia es que la dentina terciaria producida por los odontoblastos
reaccionales, podria interpretarse como un crecimiento local y fisiologico, en cambio
la dentina secretada por células reparativas tipo-odontoblasto no es fisiolégica ni
posee una estructura ordenada.

15



En conclusion, durante la progresion de la lesion, la ausencia de dentina terciaria
puede ser esperada. Sin embargo en lesiones cavitadas dentinarias antiguas, se ha
observado una variacion de dentina terciaria, y esto puede ser el resultado de los
cambios del medio ambiente externo de la lesion a través del tiempo.

2.4  Dentina Reaccional e Inmuno-defensa a la progresién de patégenos

El comportamiento que experimenta el CDP en respuesta a una caries dental
es un proceso dinamico, que depende tanto de la invasion de bacterias como de la
respuesta del hospedero frente a ellas.

Cuando la integridad del diente se ha visto afectado por el proceso de caries, y
las bacterias logran invadir la dentina, la primera linea de defensa con la que se
encuentran es con los procesos odontoblasticos de las células odontoblasticas. Los
odontoblastos una vez expuestos a los componentes bacterianos son capaces de
detectarlos tempranamente, desencadenando una respuesta inmune innata,
principalmente por la secrecidbn de citocinas y quimiocinas. Las citocinas y
guimiocinas son mediadoras entre odontoblastos y células del sistema inmune
innato, tales como neutréfilos, monocitos/macréfagos, células dendriticas, y células
asesinas naturales (NK). Estas proteinas son secretadas por odontoblastos y células
inmunes en respuesta a estimulos bacterianos, y asi atraer a células inmunes
adicionales, secretar fluido dentinario e iniciar y modular las respuestas inflamatorias
(Horst et al., 2011).

En el momento que la caries invade el CDP, ocurre una inflamacion que se
manifiesta con dolor y con hipersensibilidad, esto debido a los productos metabdlicos
de las bacterias y los componentes de la pared celular, como el &cido lipoteicoico
(LTA) en bacterias Gram-positivas y lipopolisacaridos (LPS) en bacterias Gram-
negativas.

El odontoblasto humano responde a estos metabolitos bacterianos
expresando receptores tipo Toll (TLRs), que son un grupo de glicoproteinas
transmembrana capaces de reconocer las particulas bacterianas y virales (Takeuchi
and Akira, 2010). De esta manera activan tempranamente a los macrégafos para que
produzcan citocinas y quimiocinas que actian en la regulacién de la inflamacion.
Estas citoquinas ademas inician la produccion de péptidos antimicrobianos y ayudan
a la maduracién de las CDs (Farges et al., 2009) (Fig. 3).
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Figura 3 Esquema que muestra los componentes bacterianos de la caries que activan la
liberacién de citocinas y quimiocinas desde odontoblastos, CDs y macrofagos residentes a través de
TLRs. Las citocinas proinflamatorias liberadas desde éstas células actian como sefales autocrinas y
paracrinas para amplificar la respuesta de las citocinas, incluyendo péptido antimicrobiano, citocinas y
produccion de quimiocinas. La liberacion de quimiocinas crea un gradiente de migracion de las células
inmunes hacia la capa odontoblastica, mientras que los péptidos antimicrobianos reducen la carga
bacteriana. Extraido de (Horst et al., 2011).

Los TLRs més conocidos en odontoblastos son TLR2 y TLR4. TLR2 participa
en el reconocimiento de LTA y otros componentes bacterianos Gram-positivos. El
receptor TLR4, reconoce los LPS provenientes de la membrana de bacterias Gram-
negativos (Veerayutthwilai et al., 2007). Una vez que el odontoblasto ha reconocido
los antigenos bacterianos, las células que expresan la molécula clase 1l del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad (MHC clase Il) responden de manera rapida, iniciando
la respuesta inmune (Hahn and Liewehr, 2007b). Las células que poseen la molécula
MHC clase Il estan compuestas por CDs y macrofagos residentes, que
conjuntamente se denominan células dendriticas pulpares.

La respuesta pulpar inicial, se caracteriza por la acumulacion localizada de
células dendriticas en la interfase dentino-pulpar que esta en relacion a los tubulos
dentinarios comprometidos con la lesion cariosa. La acumulacion en este dominio,
indica que estas células responden rapidamente a los antigenos bacterianos que
difunden a través de los tubulos dentinarios. Cuando aumenta la densidad de células
dendriticas adyacentes a los tubulos afectados por caries, no se evidencia
dentinogénesis reparativa, esto puede deberse a la disminuciébn de antigenos
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bacterianos. Sin embargo, cuando la dentina reparativa es invadida por caries, las
células dendriticas se acumulan rapidamente (Hahn and Liewehr, 2007b, Trowbridge
and Daniels, 1977, Bergenholtz, 1981). Estos hallazgos apoyan la idea de que la
respuesta inmune, no necesariamente esta determinada por la profundidad de la
lesion, sino mas bien puede estar asociada con la calidad y el estado del proceso
reparativo dentinario.

En cuanto a los macrofagos podemos decir que durante el proceso
inflamatorio tienen 3 funciones principales:

* La presentacion del antigeno, como se menciond anteriormente

* La fagocitosis de patdégenos

* La inmunomodulacion, a través de la produccién de citoquinas y
factores de crecimiento

Dentro de las ILs sintetizadas por macréfagos activados podemos encontrar a
la IL-1, proteina que induce la produccion del Factor de Crecimiento Nervioso (NGF)
desde las células no neuronales (Lindholm et al., 1988, Lindholm et al., 1987).
Debido a que en varios estudios se ha sugerido la presencia de este factor junto con
su receptor (NGFR) (Naftel et al., 1992, Maeda et al., 1992, Byers et al., 1992), es
gue se puede especular que las CDs pulpares tienen un papel en el control de la
arborizacion de los nervios intrapulpares en respuesta a la caries y otros estimulos
mediados a través del mecanismo de la IL-1. La IL-6 también tiene el potencial de
facilitar el crecimiento, la supervivencia y la diferenciaciéon de la fibra nerviosa
(Reichert et al., 1996, Hama et al., 1991).

Dentro de los factores de crecimiento secretados por los macréfagos podemos
encontrar el Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (VEGF), que es un importante
inductor de la angiogénesis y de la permeabilidad vascular (Ferrara, 2004). Se estima
que la capacidad del VEGF es 50.000 veces mejor que la histamina induciendo la
permeabilidad vascular. Ademas, el VEGF es expresado en la matriz dentinaria, y su
velocidad de liberacibn desde la matriz después de la lesibn se relaciona
cercanamente con la capacidad de curacion del tejido pulpar. Un incremento rapido
de la expresion de VEGF puede provocar un aumento agudo de la presion del tejido
intersticial del espacio pulpar, lo que conduciria a necrosis pulpar (Senger et al.,
1983).

Otro factor es el Factor de Crecimiento Transformante Beta (TGF-R) que
aumenta su expresion en casos de pulpitis irreversible (Takahashi et al., 1997,
Panopoulos, 1992). Este factor es importante en la dentinogénesis y en la reparacion
ya que promueve la secrecion de la matriz de metaloproteinasas (MMP) y la
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mineralizacion dentinaria. EI TGF-B posee una funcién proinflamatoria durante el
estado inicial de la inflamacién; actGa reclutando células inmunes tal como DCs
inmaduras (Gomes et al., 2004). Durante los ultimos estados de inflamacién, el TGF-
3, tiene efectos anti-inflamatorios reprimiendo la proliferacion de linfocitos, la
inhibicion de la expresion de TLR2 y TLR4 y la activacion de DCs junto con
macrofagos, para asi mantener la homeostasis dentro del diente infectado por el
proceso de caries (Ohshima et al., 2003, Nakanishi et al., 1995, Hahn and Liewehr,
2007a).

Por ultimo cabe mencionar al Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a) que tiene
cierta actividad sobre las MMP, motivo por el cual se cree que este factor actia sobre
algunos sistemas de degradacién pulpar (Ueda and Matsushima, 2001).

En la respuesta inmune pulpar inicial, ademas de la participacion de las CDs
pulpares, se ha evidenciado un rol fundamental de los linfocitos T. Estos participan
en las primeras etapas de la respuesta inmune contra la caries dental, después de la
presentacion antigénica por parte de las CDs .La interaccién de los linfocitos T con
las CDs supone que facilitaria la infiltracion celular, debido a la generacion de
citocinas que regulan el incremento de las moléculas de adhesion de las células
endoteliales (Jontell et al., 1998).También se ha observado un aumento de linfocitos
B, aunque solo se han detectado en dientes con lesiones cariosas profundas.

La inflamacién neurogénica acompafia a la respuesta inmune pulpar, en
donde los agentes neurales son sefales importantes para la estimulacion, reparacion
y regulacién de las funciones homeostéaticas de la pulpa. Los neuropéptidos son
neurotransmisores peptidicos sintetizados y liberados por neuronas. Presentan
efectos biologicos por la activacion de receptores localizados en las membranas
plasmaticas de las células blanco (Artese et al., 2002).

Los neuropéptidos mas frecuentemente encontrados en la pulpa dental son:

* Péptido regulador del Gen de Calcitonina (CGRP): participa en la
vasodilatacién, extravasacion de plasma, quimiotaxis, supresion de linfocitos
T, formacion de tejido duro, reparacion, dolor y control del proceso resortivo
(Rodd and Boissonade, 2000, Killough et al., 2009, Caviedes-Bucheli et al.,
2008, Caviedes-Bucheli et al., 2004).

* Sustancia P (SP): su efecto biologico consiste en la vasodilatacion,
extravasacion de plasma, estimulacion del sistema inmune, quimiotaxis,
aumento de la actividad de macrofagos, participacion en la formacion de
tejidos duros y reparacion tisular (Artese et al., 2002, Ohshima et al., 2003).
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* Neuropéptido Y (NPY): participa en la vasoconstriccidon, en el dolor y en los
procesos de reparacion (Fehrenbacher et al., 2009, Artese et al., 2002).

* Péptido Vasoactivo Intestinal (VIP): participa en la vasodilatacion y en la
regulacion de la inflamacion (Artese et al., 2002).

El aumento en la produccién y liberacion de neuropéptidos, cumple una
importante funcién en la iniciacion y propagacion de la inflamacion pulpar, dado que
tienen la habilidad de interactuar con las células inmunocompetentes (Calland et al.,
1997).

En conclusion podemos decir que la pulpa dental estd equipada para iniciar una
respuesta innata frente a la invasion bacteriana, si ésta respuesta no es suficiente
para detener el dafio que producen los metabolitos de las bacterias, se produce la
activacion de la inmunidad adaptativa, la inflamacion y la presencia de edema, que
es el resultado del aumento de la presion pulpar.
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PLANTEAMIENTO DE HIPOTESIS/OBJETIVOS

La dentina reaccional es una respuesta de defensa caracterizada por la
secrecion de matriz dentinaria frente a un estimulo como la caries, mediada por
odontoblastos que reactivan su actividad secretora.

El presente trabajo, plantea como hipotesis:

“La formacién de dentina reaccional durante la progresién de la caries dental
constituye una respuesta de defensa contra patdgenos y un mecanismo fundamental
en el proceso reparativo dentino-pulpar”.

Objetivo general

Evaluar los cambios que comprometen al CDP durante el proceso de
respuesta dentinogénica reaccional frente a la progresién de la caries dental.

Objetivos especificos

1. Comparar el CDP de dientes sanos con dientes afectados por caries
dentinaria.

2. Caracterizar la presencia de CDs en relacion a la formacion de dentina
reaccional durante la progresion de la caries dental.

3. Caracterizar la respuesta neurogénica asociada a la formacion de dentina
reaccional durante la progresion de la caries dental.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio

La Clasificacion de la HRCS (Health Research Classification System),
desarrollada por la Colaboracion de Investigacion Clinica del Reino Unido (UKCRC);
se caracteriza por ser un sistema hecho a medida para la clasificacion de todo el
espectro de la investigacion biomédica y de la salud; incluye todos los &mbitos de la
salud y la enfermedad que van desde béasico a aplicado (http://www.hrcsonline.net/).

Segun esta clasificacion, nuestro tipo de estudio se encuentra dentro de la
categoria 1.- “Underpining Research”, sub-clasificaciéon 1.1.- “Normal Biological
development and functioning” especificamente el estudio “molecular, cellular and
physiological structures and function”.

Universo

Terceros molares de pacientes adultos jovenes (20 - 30 afios), extraidos en la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Valparaiso durante el segundo
semestre del afio 2012 y el primer semestre del afio 2013. De acuerdo a los criterios
de inclusiébn se seleccionaron molares sanos y molares que presentaban caries
dentinaria con distinta actividad cariogénica. Los molares una vez seccionados
fueron clasificados de acuerdo al indice ICDAS (International Caries Detection and
Assessment System) (Pitts and Ekstrand, 2012).

Criterios de inclusién/exclusiéon

* Inclusion:

- Molares Sanos: molares con su corona intacta y sin evidencia de lesiones en
superficie y surcos de esmalte.

- Molares Afectados por lesion: Caries activas o cronicas que comprometan
tercio externo o interno de la superficie dentinaria.

*  Exclusion:

- Dientes con pulpitis irreversible, necrosis pulpar, obturaciones, caries
secundaria y restos radiculares.
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Muestra (tamafno y forma de seleccién)

* Tamafo: 10 molares; 3 sanos y 7 afectados por lesion.
Promedio de edad: 23.5 afios con una desviacion estandar de 2.17

* Forma de seleccibn: Muestreo no probabilistico. Los dientes fueron
recolectados en las dependencias de la Escuela de Odontologia de la
Universidad de Valparaiso de acuerdo a los protocolos aprobados por el
comité de ética de ésta escuela. Las muestras se obtuvieron en las catedras
de Cirugia, Pabelldn, Clinica Integral y UCEOT de acuerdo con los criterios de
inclusion/exclusién. Estos fueron recolectados a medida que se fueron
extrayendo durante el segundo semestre del afio 2012 y primer semestre del
afo 2013, hasta llegar a un nimero de 10 dientes seleccionados idbneamente
para realizar el estudio. Los dientes fueron donados mediante previo
consentimiento informado firmado por el paciente.

Unidad de estudio

Complejo Dentino-Pulpar, especificamente dentina reaccional.

Definicién de variables a evaluar

1. Complejo Dentino-Pulpar: variable cualitativa. Determinado por los nucleos
de los odontoblastos, que seran marcados con DAPI (fluorocromo) y
observados mediante contraste diferencial.

2. Dentina reaccional: variable cualitativa. Serd determinada por el cambio de
direccion de los tubulos dentinarios.

3. Células presentadoras de antigeno: variable cualitativa. Se identificaran
debido a su perfil dendritico y debido a la inmuno-reactividad que poseen
frente al anticuerpo llamado anti-HLA-DR.

4. Fibras nerviosas: variable cualitativa. Se identificaran mediante el

anticuerpo NF-200 (neurofilamentos) y Tubulina Beta Il (marcador
neuronal).
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Forma de recoleccion de informacién

En las dependencias de las clinicas de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Valparaiso y en el momento de la extraccion se pregunto al clinico las
caracteristicas del diente y la razén de la indicacion de exodoncia. Aplicando los
criterios de seleccién de inclusion/ exclusion y posterior a la autorizacion del paciente
mediante firma del consentimiento informado, se procede a lavar el diente con un
chorro de suero, eliminando restos de sangre y otros desechos que puedan quedar
de la extraccion, a continuacion se secciona la corona de la raiz con un disco de
carborundo o turbina con fresa extralarga 4mm bajo el cuello del diente, con mucha
irrigacion y se procede a fijar en paraformaldehido (PFA) al 4% con acido picrico al
0,5% (en una solucién de PBS a un PH de 7.4) durante 2 Hrs. Posteriormente, las
muestras son seccionadas en sentido mesio-distal con un Isomed a velocidad lenta
(Buehler,Lake Bluff, IL, USA).

Las muestras son desmineralizadas en solucién de EDTA al 4,13%, la cual se
debe cambiar una vez a la semana, repitiendo este proceso durante 3 meses, para
luego poder iniciar con todos los procesos necesariosS para ensayos
inmunohistoquimicos y microscopia confocal.

Una vez que las muestras se encuentran desmineralizadas, se someten a un
procedimiento llamado crioproteccion, en donde se les aplica una gradiente de
sacarosa, primero al 15 % durante 1 Hr y luego al 30% durante 23 Hrs; todo esto en
solucion de PBS con PH de 7.4. (PBS: NaCl, KCI, Na;HPO,4, KH,PO,) Finalizado este
proceso, a las muestras se les agrego6 un liquido congelante de tejido frio (Tissue-
Tek OCT Compound, SakuraFinetek, Torrance, CA, USA). Luego son cortadas en el
criostato (Leica CM-1900) a una temperatura que va desde los -20°C a los -25°C.

Los cortes son montados en los porta objetos, que previamente tienen que
estar recubiertos con poly-L-lysina (esto para que las muestras se adhieran al porta
objeto) y se dejan reposar durante 1 Hr. Posterior a esto, las muestras son
hidratadas, que se realiza con PBS; 3 lavados de 5 minutos cada uno. Luego, las
muestras son incubadas durante una Hr en una solucién de bloqueo, la que contiene
1% de suero de albumina bovina (BSA), 1% de suero de caballo y 0,3% de Triton X-
100 (detergente).
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Anticuerpo Catéalogo Dilucion Anticuerpo Marcacion
Primario Secundario
*
NF-200 Abcam 1:200 DyLight488 | Neurofilamentos
de Neuronas
Tubulina Beta Promega 1:200 DyLight488 Marcador
11 Cy4 neuronal
HLA-DR Abcam 1:50 Cy4 Células
Antigeno de presentadoras de
Superficie antigenos

*Fluorocromo asociado al anticuerpo secundario
Tabla | Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en el presente estudio

Posteriormente se agregan los anticuerpos primarios, que estan preparados
en solucion de blogueo y se dejan actuar durante 12 Hrs a una temperatura de 4°C.
Las muestras pasan por 3 lavados de PBS de 5 minutos cada una, esto con el fin de
retirar los excesos de anticuerpos. Después se agregan los anticuerpos secundarios
gue también estan preparados en una solucion de bloqueo (buffer), y se dejan actuar
1Hr a temperatura ambiente; se vuelve a lavar con PBS para retirar los excesos.

Finalmente se sella la muestra con una gota de medio de montaje fluorescente
(Dako Industries, Carpenteria, CA, USA) y se cubren con un porta objetos hasta que
se seque la muestra a temperatura ambiente. Para mantener las muestras, estas se
guardan en cajas a 4°C.

Recoleccian de muestras

Caorte de raices y
fijacian con PFA al 4%

Muestras seccionadas en sentida M-D
en inmersas en solucion de EDTA al 4,13%

|3 meses

@oproteccién ¥ corte en crios@

Obtencion de cortes y
montaje en portachjetos

@ agrega el anticuerpo 1rio

|12 horas
Ee agrega el anticuerpo 2@

|1 hora

Sellado de muestras para ser
observadas
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- Microscopia Optica y Confocal:

Las muestras procesadas fueron observadas y analizadas con un microscopio
optico Nikon D-Eclipse C1, equipado con tecnologia confocal. El equipo utiliza tres
laser de distintas longitudes de onda de emisién (405, 488, 543nm) y permite la
captura de sefales en RGB. Los fluorocromos asociados a anticuerpos secundarios
fueron Cy4 y DyLight488. Los nucleos fueron contrastados con DAPI. Registros
digitales fueron obtenidos en resolucion 1024x1024 pixeles y analizadas digitalmente
mediante dos programas: Image J (NIH, Bethesda, MD, USA) y Adobe Photoshop
CS4 (Adobe Systems, Mountain View, USA). Imagenes representativas de los
distintos casos analizados son incluidas en los resultados.

Limitaciones del estudio

* Los estrictos criterios de inclusidn/exclusién limitaron la cantidad de muestras
obtenidas para el estudio.

* La dificultad de conseguir muestras, limitaron el estudio fundamentalmente a

terceros molares sanos o cariados extraidos por indicacion ortodéncica o
quirargica
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RESULTADOS

El presente estudio centra su analisis en dientes permanentes sanos y con
lesiones dentinarias en distintos grados de progresion. En la Fig. 4, se muestran las
secciones de cuatro molares, tres con caries dentinaria que compromete el tercio
externo (A, By C) y uno con caries dentinaria que compromete el tercio interno (D).
El andlisis de secciones desmineralizadas en lesiones superficiales evidencian
patbgenos bacterianos acumulados en la interfase amelo-dentinaria invadiendo
tubulos dentinarios adyacentes (Fig. 5B).

Figura 4 Imdgenes macroscépicas de molares con caries dentinarias utilizados en el presente
trabajo. Los molares fueron seccionados en el eje mesio-distal y posteriormente desmineralizados en
EDTA. A y B Lesion de esmalte cavitado con exposicion cariosa de dentina superficial; indice ICDAS
3, C. Lesién de caries dentinaria comprometiendo tercio externo de la dentina; indice ICDAS 4. D
Lesion de caries dentinaria que compromete tercio interno de la dentina; indice ICDAS 5.
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Complejo Dentino-Pulpar vy dentina reaccional

El Complejo Dentino-Pulpar en dientes sanos evidencia una organizacion
regular en donde la empalizada odontoblastica se encuentra organizada y con el
ndcleo de la célula odontoblastica polarizada hacia la pulpa dental.

4‘
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| ‘\1‘
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Figura 5 Microscopia Optica y fluorescencia de diente sano v/s diente con lesion inicial. A.
Porcion coronal de dentina primaria de diente sano, en donde se puede diferenciar: dentina del manto
(Dm); dentina circumpulpar (Dc) y limite amelo-dentinario (LAD), B. porcion coronal de dentina
primaria en donde se puede observar la colonizacién de bacterias en el limite amelo-dentinario y la
invasion de bacterias a través de los tibulos dentinarios (fechas). C. Organizacion del CDP en dientes
sanos en donde se puede observar la Dentina (D) y los nicleos de odontoblastos (ODs) mediante
tincién DAPI y fluorescencia. D y E. Organizacién del CDP en dientes con lesion superficial; se puede
observar la formacion de dentina reaccional (Dr) y la desorganizacion de la capa de ODs.
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Analisis de los cambios que comprometen al Complejo Dentino-Pulpar durante
el proceso de respuesta dentinogénica reaccional frente a la progresion de la caries
dental.

Figura 6 Microscopia confocal de células dendriticas (CDs) marcadas con anti HLA-DR. A.
Seccion del CDP de un diente sano, evidenciando CDs (flecha) localizadas en la region para-
odontoblastica y con proyecciones que atraviesan la capa odontoblasctica (ODs) alcanzando la
interfase predentina/dentina (PD/D). B. Seccion de CDP de un diente con caries dentinaria inicial
evidenciando una fuerte reaccién en el marcaje de CDs (flecha). SO, capa sub-odontoblastica. Los
ndcleos han sido marcados con DAPI. Barras= 50um.
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Figura 7 Microscopia confocal con marcaje de fibras nerviosas contra neurofilamentos NF-200
(verde) y tubulina Bl (rojo). A. Seccion de CDP de diente sano con doble marcaje anti NF-200 y
Tubplll. Se evidencian axones bajo la capa sub-odontoblastica (SO) pertenecientes al plexo de
Raschkow y terminales nerviosos (TN) fuertemente reactivos a Tubflll se proyectan a través de la
capa odontoblastica (ODs) formando una compleja red terminal a nivel de la interfase predentina-
dentina (PD/D). B y C. Fibras nerviosas marcadas con anti NF-200 en secciones de dos molares con
caries dentinaria (B) superficial y (C) tercio externo. Las fibras nerviosas se evidencian proyectadas
(flechas) a través de la dentina reaccional (Dr). NUcleos marcados con DAPI. Barras= 50um.
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Figura 8 Cédigo ICDAS visual clinico, con la evidencia histopatolégica de la extension de las
lesiones cariosas (tomada de Pitts and Ekstrand, 2012).

DIENTE CAPA ODONTOBLASTICA
N° | Edad | indice ICDAS | Dentinareaccional | Células dendriticas Fibras nerviosas
S 1 24 0 = - +
: S| 0 . + +
0 3 25 0 - - -
4 25 3 + +++ +++
i 5 5 27 3 + +++ ———
T 6 24 4 + +++ +++
7 21 4 + +++ +++
8 25 5 ++* ++ ++
Y3 |Iv 9 22 6 ++* ++ ++
T 10 20 6 ++* ++ ++

* Dentina reparativa

Tabla Il Tabla donde se resumen los resultados obtenidos. En la capa odontoblastica se
observa la presencia de dentina reaccional, células dendriticas y fibras nerviosas. De acuerdo a la
localizacion de la caries es donde se puede observar la mayor o menor presencia de células
dendriticas y fibras nerviosas, mostrando un claro aumento cuando la caries se encuentra en el tercio
externo de la dentina.
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DISCUSION

La unidad funcional de la pulpa dental compromete fundamentalmente el
Complejo Dentino-Pulpar, una compleja organizacién celular dispuesta en toda la
periferia pulpar. Esta sorprendente organizacion realiza variadas funciones, entre
éstas, la capacidad de respuesta inmuno-defensiva frente a determinados estimulos
como patdgenos asociados a la caries dental modulando (reactivando) la secrecion
de dentina terciaria. Esta respuesta inmune esta mediada principalmente por células
presentadoras de antigenos las que inician una cascada de eventos mediante la
participacion de mensajeros quimicos (citocinas). Estos inducen un aumento en la
densidad de células y fibras nerviosas adyacentes al sitio de la lesidén, ayudando a la
defensa, reparacion y mantencion de la vitalidad pulpar.

Dentro de la poblacion celular que integra el CDP, las células dendriticas son
las principales células presentadoras de antigenos siendo cruciales en iniciar la
respuesta inmune a nivel pulpar, estas células se localizan principalmente en la
region peri-vascular y para-odontoblastica del CDP (Fig.1y 6).

Una vez iniciada la respuesta inmune, el odontoblasto, célula dentinogénica
del CDP, responde a los estimulos nocivos provenientes del medio externo mediante
la secrecion de dentina reaccional, la que se forma adyacente a los tubulos
dentinarios afectados y que surge como un mecanismo defensivo fundamental a la
progresion de los patdgenos de la caries. La formacién de dentina reaccional
mediada por odontoblastos y la dentina reparativa mediada por células reparativas
tipo-odontoblasto en conjunto constituyen los mecanismos de proteccion pulpar que
caracterizan la dentina terciaria. La dentina reaccional a diferencia de la dentina
reparativa, es secretada por células que sobrevivieron al estimulo, en cambio en la
dentina reparativa, la magnitud o persistencia del estimulo produce la muerte celular,
y una nueva generacion de células son las encargadas de la formacion de
fibrodentina reparativa (Smith et al., 1995). Otra diferencia radica en que la dentina
terciaria producto de los odontoblastos reaccionales, posee un crecimiento local y
fisiopatoldégico, en cambio la dentina secretada por células reparativas tipo-
odontoblasto no posee una estructura ordenada, es principalmente atubular y cumple
un rol cicatricial.

En el CDP de dientes sanos podemos observar claramente las 5 zonas que lo
conforman (Fig. 1B): la interfase predentina/dentina, la capa odontoblastica, la zona
acelular de Weil, la capa sub-odontoblastica y la zona central de la pulpa. La
empalizada odontoblastica se caracteriza por poseer un aspecto regular en donde los
cuerpos celulares se localizan bajo la interfase dentino-pulpar adoptando una forma
cilindrica alta de wunos 50 upm, y sus prolongaciones Ilamadas procesos
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odontoblasticos se proyectan en los tdbulos dentinarios (Mjor et al., 2001). En otros
estudios de dientes sanos, se ha podido observar la presencia de CDs, ubicadas
predominantemente en la zona peri-vascular y en la region para-odontobléstica.
Estas células frecuentemente extienden sus procesos citoplasmaticos a través de la
capa odontoblastica y de tubulos dentinarios (Sakurai et al., 1999). Estas
caracteristicas también fueron observadas en nuestro estudio mediante fotografias
obtenidas con MET, en donde se evidencié la presencia de un empalizado
odontoblastico con una conformacion regular y ordenada. En el presente estudio
hemos evidenciado la presencia de CDs marcadas mediante anti HLA-DR, que de
acuerdo a su localizacion estarian actuando como células centinelas, las que en
presencia de antigenos bacterianos serian capaces de iniciar la respuesta inmune

(Fig. 6).

En lesiones iniciales de esmalte, antes de ocurran alteraciones en la dentina
se ha podido observar una reduccion de la capa odontoblastica, lo que
corresponderia a la primera respuesta defensiva del CDP. Por otra parte la region
sub-odontoblastica disminuye su tamafio debido a la proliferacion celular que ocurre
en la zona acelular de Weil en respuesta a la lesion cariosa. La hipermineralizacion
dentinaria que ocurre junto con las alteraciones celulares en la capa odontoblastica,
puede ser comparada con un proceso localizado y acelerado de esclerosis
dentinaria, la que se produce normalmente en el envejecimiento fisioloégico del diente
(Bjorndal, 2002). Cuando la lesién alcanza la uniébn amelo-dentinaria, recién
comienza la desmineralizacion de la dentina. Esta se lleva a cabo sin la presencia de
bacterias en los tubulos dentinarios (Pashley, 1985), sin embargo una vez que el
esmalte es cavitado, las bacterias y componentes bacterianos logran invadir la
dentina. Esta invasidn bacteriana produce un cambio drastico en la ubicacién y
densidad de las CDs (Sakurai et al., 1999) La respuesta temprana a la progresion de
caries también evidencia cambios en la organizacién y distribucion de las fibras
nerviosas. Tanto en caries moderadas como en caries profundas, las CDs y las fibras
nerviosas aumentan su concentracion en la zona adyacente a los tubulos dentinarios
afectados (Yoshiba et al., 1996); sin embargo en caries iniciales este aumento de
CDs vy fibras nerviosas seria mucho mas evidente (Sakurai et al., 1999). Esta
informacion la hemos podido corroborar al observar las muestras que presentan
lesion inicial de caries, en donde se observé un marcado aumento en la densidad de
CDs (anti HLA-DR) y de fibras nerviosas (Tubulina Beta Ill y NF-200) adyacentes a
los tabulos infectados (Fig. 6, 7y 9).
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Figura 9 Esquema representativo del CDP, en donde se ilustra la ubicacion de las células
dendriticas y terminales nerviosos en un diente sano y en uno afectado por lesion. A. Diente sano; las
células dendriticas inmaduras (CDs) proyectan sus procesos a través de la capa odontoblastica (ODs)
en donde también se observan los terminales nerviosos (TN). A nivel de la capa subodontoblastica
(SO) encontramos capilares sanguineos. B. Diente con lesion dentinaria; en donde terminales
nerviosos (TN) junto con células dendriticas maduras (CD) se encuentran localizados en la zona de la
predentina/dentina (PD/D) adyacente a los tabulos infectados, aumentadas en nidmero y en densidad.

En lesiones activas mas avanzadas ademas del aumento de la densidad de
CDs y de fibras nerviosas hemos podido observar la formacion de dentina reaccional,
que se caracteriza por tener una apariencia irregular de penachos de colageno y una
marcada desorganizacién de la capa odontoblastica (Fig. 5). Ademas sus tubulos
dentinarios son irregulares y hay presencia de distintos focos de mineralizacion. Esta
dentinogénesis reaccional podria ser secretada por los odontoblastos en respuesta la
liberacion del TGF-B desde la matriz dentinaria durante la desmineralizacion
(Finkelman et al., 1990). Estudios realizados por Sakurai y colaboradores (Sakurai et
al., 1999) mostraron que caries profundas son frecuentemente acompafadas con la
formacion de dentina reparativa, la que al parecer influye en la densidad, cantidad y
calidad de fibras nerviosas y en la distribucion de CDs. En lesiones cariosas, los
elementos neuronales exhiben generalmente una mayor densidad a lo largo de la
interfase dentino-pulpar que se encuentra en relacion a la lesion, incluso cuando ya
se ha formado una importante cantidad de dentina reparativa. Se ha observado rara
vez la presencia de fibras nerviosas en la zona mineralizada de la dentina reparativa,
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sin embargo en la zona de la predentina subyacente a la lesion, numerosas fibras
nerviosas han podido ser observadas (Sakurai et al., 1999).

En cuanto a las CDs, podemos decir que estan localizadas en la mayoria de los
tejidos, y que son capaces de capturar y procesar antigenos mediante el MHC clase
Il que se encuentra en su superficie. Segin Banchereau y Steinman (1998), las CDs
en el proceso de inmunidad cumplen las siguientes funciones:

* Son Centinelas in vivo: su distribucién en la capa odontoblastica optimiza la
captura del antigeno. Luego migran hacia los 6rganos linfaticos activando la
seleccion clonal de células T CD4" y CD8".

* |Iniciadoras de la respuesta inmune: por medio de la estimulacion de linfocitos
ByT.

* Potencial para estimular células T: un pequefio nimero de CDs y bajos niveles
de antigenos tienen la capacidad de inducir fuertes respuestas de células T.

* Inductores de tolerancia: supresion de timocitos autoreactivos y anergia de las
células T maduras.

Dentro de las funciones de las CDs, dos son las mas relevantes: la primera es ser
presentadora de antigeno, y la segunda, cuando ya es una célula madura, es
estimular las células T. Son necesarias solo un poco de CDs para provocar una
fuerte respuesta de las células T; de hecho es necesaria s6lo una CD para activar de
100 a 3000 células T; ésta observacion introduce la nocion de que las CDs son
especialistas en iniciar la respuesta inmune (Banchereau and Steinman, 1998). De
hecho las CDs con capaces de reconocer antigenos en concentraciones de
nanoparticulas, por lo que podemos recalcar que son las células presentadoras de
antigenos por naturaleza.

Es obvio que la cantidad de informacién aun es insuficiente para comprender
como el sistema inmune del CDP logra comunicarse para montar una defensa, evitar
grandes dafios y lograr una reparacién del mismo. La mayoria de los informes en
esta area son descriptivos, y la informacion sobre los mecanismos de regulacién
moleculares en cuanto a las respuestas celulares es limitada.

En conclusién podemos decir que la pulpa dental est4 fuertemente equipada para
lograr una respuesta inmune innata frente a la invasién bacteriana; si ésta respuesta
no es suficiente para detener el dafio que producen los metabolitos bacterianos, se
produce la activacion de la inmunidad adaptativa, la inflamacion y la presencia de
edema, que es el resultado del aumento de la presion pulpar. Por otra parte, la
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experiencia clinica indica que la inflamacién pulpar puede detenerse y volver a
condiciones normales si los antigenos son eliminados antes de que invadan la zona
pulpar, por lo que el conocimiento de los mecanismos inmunol6gicos que ocurren en
la pulpa es fundamental para el diagnoéstico de patologias pulpares y periapicales, y
asi realizar tratamientos efectivos y duraderos.
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CONCLUSIONES

En conclusién, el presente estudio demostr6 que la formacion de dentina
reaccional durante la progresion de la caries dental, constituye una respuesta de
inmuno-defensa contra patdgenos, y es un mecanismo fundamental en el proceso
reparativo dentino-pulpar.

La morfologia del Complejo Dentino-Pulpar en dientes sanos, se caracteriza
por poseer una estructura regular y ordenada. Las células odontoblasticas que lo
conforman, estan unidas entre si mediante complejos de union y distribuidos en una
empalizada odontoblastica de caracter regular. Ademas posee células dendriticas en
la region para-odontoblastica, en donde éstas extienden sus prolongaciones hacia la
predentina, esto con el fin de poder actuar como células centinelas y asi detectar
antigenos e iniciar una respuesta inmune contra ellos. En contraste, pudimos
observar que el Complejo Dentino-Pulpar de dientes con lesion dentinaria, presenta
una desorganizacion de la empalizada odontoblastica en respuesta a los patdégenos
bacterianos. Esta respuesta es la secrecion de dentina reaccional que se caracteriza
por poseer forma de penachos de fibras colagenas. Los tubulos dentinarios tienen
una conformacion irregular y las células odontoblasticas se observan mas separadas
entre si.

La formacién de dentina reaccional se acompafia de un aumento de la
densidad de las células dendriticas en donde éstas extienden sus prolongaciones
citoplasmaticas méas alld de la empalizada odontoblastica, llegando a la interfase
predentina/dentina. Esta respuesta confirma el rol de las células dendriticas en el
reconocimiento de antigenos y como mediadoras de la respuesta inmuno-defensiva.

Junto con el aumento de células dendriticas ocurre una respuesta
neurogénica, en donde hay un incremento significativo de terminales nerviosos que
se localizan adyacentes a los tubulos dentinarios afectados. Esta interaccién nos
permite sugerir que la respuesta neuro-inmune tiene un rol fundamental en la
modulacién de la respuesta inmuno-defensiva del Complejo Dentino- Pulpar durante
los eventos tempranos de la caries dentinaria.

Es obvio que aun falta mucha informacion para poder llegar a comprender
como realmente ocurre la interaccibn de células dendriticas e inflamacion
neurogénica y cOmo son capaces de mediar una respuesta tan elaborada como es la
secrecion de dentina reaccional a nivel del Complejo Dentino-Pulpar. Es por esto
gue sugerimos que se realicen mas estudios en esta linea de investigacion.
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SUGERENCIAS

Para proximos estudios sugerimos complementar la obtencion de muestras
con un registro radiografico y sintomatolégico del diente, con el fin de obtener una
vision global de la relacion existente entre la clinica, la histopatologia y el examen
radiografico. Ademas sugerimos realizar este tipo de investigaciobn con otro grupo
etario y asi poder comparar la respuesta inmuno-defensiva del Complejo Dentino-
Pulpar a distintas edades del individuo.

Finalmente podemos sugerir a la universidad la creacion de un protocolo de
donacién de muestras, ya que éstas poseen una fuente importante de informacion
gue no es aprovechada.
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RESUMEN

La caries dentinaria constituye un proceso bacteriano invasivo y de avance
progresivo a través de los tubulos dentinarios. Las bacterias que invaden la dentina
son capaces de generar respuestas defensivas a nivel del Complejo Dentino-Pulpar
(CDP), donde odontoblastos, células dendriticas (CDs) y terminales nerviosos son
capaces de reconocer componentes bacterianos desencadenando una respuesta
inmune-inflamatoria, fendmeno que ocurre a nivel de la dentina reaccional. En el
presente estudio se propuso analizar la respuesta defensiva del CDP en dientes con
caries dentinaria con distintos indices de progresion. Para éste propdésito 10 terceros
molares obtenidos de pacientes adultos jovenes con un promedio de edad de 23.5
afios (3 molares sanos y 7 con distinta actividad cariogénica, fueron fijados,
desmineralizados y crio-secciones coronarias de las muestras fueron marcadas
mediante inmunohistoquimica para CDs (anti HLA-DR) y dos marcadores para fibras
nerviosas (anti-neurofilamentos NF-200 y anti-tubulina BIIl), las muestras fueron
analizadas mediante microscopia confocal. La respuesta temprana a la progresion de
caries evidencia cambios en componentes del CDP, evidenciando un aumento de
CDs e inflamacién neurogénica. Las CDs aumentan su presencia en la zona
adyacente a los tubulos dentinarios afectados en lesiones tempranas y en lesiones
avanzadas. Junto al aumento de células dendriticas ocurre una respuesta
neurogénica, en donde hay un incremento significativo de terminales nerviosos que
se localizan adyacentes a los tubulos dentinarios afectados. Esta interacciébn nos
permite sugerir que la respuesta neuro-inmune tiene un rol fundamental en la
modulacion de la respuesta inmuno-defensiva del CDP durante los eventos
tempranos de la caries dentinaria.
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ANEXOS

CONSENTIMIENTO INFORMADO DE DONACION DE DIENTE

Donaciéon al Banco de Muestras del LabME

(BM-LabME)

El Laboratorio de Microscopia Electronica (LabME), Facultad de Ciencias,
Universidad de Valparaiso, realiza estudios en dientes sanos y dafiados, con el
propdsito de alcanzar una mejor comprension de la biologia dental normal y
patologica. Los estudios estan orientados a entender funciones celulares normales y
capacidades de respuesta celular en condiciones de lesiones de caries.

Para estos propdsitos el LabME mantiene un Banco de Muestras (BM-LabME)
de dientes extraidos por indicaciones clinicas y aportados voluntariamente. Todas las
muestras recepcionadas requieren del Consentimiento Informado escrito u oral del
donante.

Las muestras recibidas en el BM-LabME son procesadas en forma anonima,
conservando registros de: N° de Muestra, Fecha, Edad y Sexo del Donante. Ademas
de sefialar indicaciones de caracter clinico relevante, como sintomatologia y
diagnéstico consignados por el profesional responsable tratante. Toda la informacion
es confidencial. Las muestras se conservan fijadas y forman parte de estudio de
biologia dental.

Investigador Responsable del BM-LabME
Eduardo Couve Montané (Cirujano-Dentista)
Profesor Titular

Laboratorio de Microscopia Electronica (LabME)
Departamento de Biologia y Cs. Ambientales
Facultad de Ciencias

Universidad de Valparaiso

32-250-8077

Gran Bretafia 1111, Playa Ancha, Valparaiso



CONSENTIMIENTO INFORMADO DE DONACION DE DIENTE

Manifiesto haber sido informado y comprendo que el (los) diente (s) que he aceptado
donar al banco de muestras LabME de la Universidad de Valparaiso, sera(n)
utilizado(s) en estudios que ayudaran a comprender mejor cémo funcionan las
células de dientes sanos y dafiados. Acepto que se registre mi edad y sexo,
entendiendo que son datos confidenciales e importantes para la investigacion:

Fecha: N° Muestra
Diente:
Edad:

Informacién Clinica Relevante:

Nombre del Donante:
RUT:

Firma:



