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RESUMEN: La reaccién y reparacion de la dentina depende del nimero de células presentes en la pulpa, dentro de éstas
fibroblastos. Los métodos disefiados para obtener una estimacion fiable de la cantidad de elementos celulares de ladpulpa han si
subjetivos y sesgados, sobre todo al evaluar los cambios cuantitativos y potencial capacidad reparadora en presendi de caries.
objetivo fue estimar y comparar cuantitativamente las densidades de numero, volumen y superficie de fibroblastos erspulpais sana
diagnostico de pulpitis reversible producto de caries en dientes humanos jovenes. Se utilizaron dientes premolares midwsnds obte
exodoncias, divididos en un grupo sano y cariado, los cuales fueron fijados y posteriormente descalcificados con aald®%itrico
Siguiendo el protocolo del orientator se obtuvieron 5 secciongsrdedsiidas por H-E de cada diente. Se aplico el recuento estereoldgico
de los fibroblastos pulpares (FP) con el test multipropésito M42. Se estimaron las densidades de nimero (Nv), volumperfiéig y su
(Sv), y calcularon las Medias@E) por diente, y MediasEE) por grupo. Las diferencias entre grupos se analizaron mediante la prueba
T, con un valor 0,05 de significacion estadistica. En dientes sanos, la Mgl para Nv de FP fue 0,393 x40 (+0,020x16/
mm¥), para Vv 15,467 %+{1,334 %) y para Sv 16,330 rimm?® (1,274 mni/mn?). En dientes cariados, la Nv fue 0,447 R/t
(£0,019x16/mm?), la Vv 20,171 %%£1,213 %) y la Sv 20,150 mimm? (+1,447 mnri/mmne). Al comparar las Nv, los FP del grupo con
caries aumentaron significativamente (p=0,047), al igual que la Vv (p=0,0105) y Sv (p=0,013). Existe un aumento ded R&rearo d
los dientes con pulpitis reversible, lo que condicionaria su capacidad de respuesta. La metodologia empleada puede paraplicabl
determinar el comportamiento pulpar y cuantificar variables de respuesta odontoblastica en tratamientos restauradoges ateaumati
manera imparcial y reproducible.
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INTRODUCCION

Es bien sabido que las bacterias son la principal catién la sintesis y degradacion de colageno, asi como de los
sa de infeccion e inflamacion pulpar (Hahn & Liewehrdemas elementos de la matriz extracelular (Trowbrétge
2007). Si bien esta se encuentra protegida por una serieafle2002; Li & Wang, 2011). Asimismo ha sido reportada la
tejidos duros, estos pueden ser vulnerados por las bactesi@gesis de mediadores de inflamacion y citoquinas en res-
0 sus productos (Fulet al, 2016), resultando en la infec- puesta a componentes bacterianos (Nakaetsili, 2011),
cion de la pulpa. Este proceso dinamico depende tantoamtribuyendo ademas a la inmunidad innata (Takeuchi &
los patogenos invasores como de las respuestas del huddra, 2010). Si bien su funcién principal es secretora, ante
ped, que incluyen inflamacion y respuesta inmune (NGA&xuria pulpar, estas células son las primeras en ir en reem-
& Garcia Bacallao, 2010). plazo de los odontoblastos destruidos y diferenciarse a es-

tos para suplir su funcién (Vavpogt al, 2009; Nakanishi

Los fibroblastos pulpares (FP), son la poblacion cet al), por lo cual los FP pueden ser considerados células
lular mas numerosa dentro de la pulpa, teniendo por fupdontoprogenitoras (Liwest al, 2016).
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Por otra parte estudi@s vitro indican el importante su descalcificacion durante 14 dias. Los dientes se orienta-
rol que presentan los FP en la activacion del sistema deh en los bloques de parafina de modo que se pudieran
complemento, poniendo de manifiesto claramente la fuoertar y obtener secciones mesio-distales paralelas a su eje
cion en la destruccién de las bacterias cariogénicas, tal@sgitudinal (Moralest al).
comoS. mutany S. sanguinigJeanneaet al, 2015). Asi
como, estos contribuyen significativamente a la regenera-  Se realizaron cortes longitudinales de cada diente, con
cion de los tejidos mediante el reclutamiento de célulasfin de exponer la pulpa hacia una de las caras libre del taco
progenitoras de pulpa a través de la activacion del comppara facilitar su corte, siguiendo el protocolo del orientator
mento (Chmilewskyet al., 2014). (Mattfeldtet al, 1990). Se obtuvieron 5 cortes de cada dien-

te, con un grosor de gm para ser tefiidos mediante H-E.

Cambios cuantificables en la pulpa dental han siddonde fue confirmado histolégicamente el diagnéstico de
descritos anteriormente, estimandose la cantidad y dermidpitis reversible. En las muestras de ambos grupos, se iden-
dad de odontoblastos en un estado de salud o reaccion pulifi@aron y analizaron 5 campos por cada corte, totalizando
(Moraleset al, 2014), pero no asi de los FP. Hasta hade5 campos por diente. Las muestras fueron observadas en
poco, los métodos para obtener estimaciones fiables sobnemicroscopio éptico (Carl Zefs®rimo Star) con una ca-
la cantidad de FP en la pulpa dental han sido insuficientesara (Canohmodelo EOS Rebel Xsi) integrada. Las ima-
La aplicacion de la estereologia es un método fiable payanes obtenidas se proyectaron en un monitor Safhsiihg
estimar la cantidad de células en un tejido biolégico detsrse aplico el recuento estereoldgico con el test multipropésito
minado (Mandarim-de-Lacerds al, 2010; Salgadet al, M42 (Mandarim-de-Lacerda, 2003).

2011; Trujilloet al, 2011; Sentuét al, 2012).
El andlisis estereoldgico consistié en la estimacién

El objetivo del presente estudio, fue estimar y conde la densidad de nimero (Nv), densidad de volumen (Vv)
parar cuantitativamente la densidad de nimero y volumery gensidad de superficie (Sv). Se calculé la Media y desvia-
superficie de fibroblastos en pulpas sanas y con diagnésta@oén estandar para cada diente, y la Media y error estandar
clinico de pulpitis reversible producto de caries en dientpsra cada grupo. En todos los casos se utilizé un intervalo
humanos jovenes. de confianza de 95 %. Las diferencias entre los grupos se

analizaron mediante la prueba T para variables paramétricas

independientes. Los valores de Medias se consideraron
MATERIAL Y METODO estadisticamente significativos con un vaked 05. El ana-

lisis estadistico se realiz6 con el programa STATA version

11.0y los datos fueron graficados con el programa GraphPad

Fue realizado un estudio de corte transversal, c@&nism 5.
muestreo aleatorio simple, correspondiente a dientes
premolares humanos, clinicamente sanos o con diagnostico
de pulpitis reversible producida por caries, obtenidos (RESULTADOS
exodoncias practicadas en servicios publicos de la Séptima
Regién y la Clinica de Urgencias e Internado de Cirugia de
la Escuela de Odontologia, Universidad de Talca, entre En el grupo control, la Nv Media de fibroblastos en
Marzo y Agosto del afio 2015. Fueron incluidos dientes cah tejido pulpar fue 0,393x¥dnne, con un error estandar
indicacién de exodoncia por necesidad de tratamientde+0,020x16/mm®. La Vv Media de fibroblastos fue 15,467
ortodéntico, de pacientes con edades entre 15y 20 afios¥seon un error estandar @&,334 %. La Media del Sv de
excluyeron dientes con atricion evidente, restauracionesftl@oblastos fue 16,330 nfimm?® con un error estandar de
cualquier tipo o extensién, o cuya exodoncia implicaral,274 mmM/mme. El detalle de la Mediat(DE) para las
osteotomia u odontoseccion. El protocolo de investigacidtyv, Vv y Sv de los fibroblastos de cada diente sano se ob-
fue revisado y aprobado por el Comité de Etica Cientificrva en la Figura 1 (A-C).
de la Universidad de Talca (#00184).

En el grupo caries, la Nv Media de fibroblastos del

La muestra estuvo constituida por 10 dientes, dividiejido pulpar fue 0,447x20nm?, con un error estandar de
dos en 2 grupos: control (dientes sanos sin caries) (n= 5:¢,019x16/mn®. La Vv Media fue 20,171 % con un error
cariados (dientes con diagndstico de pulpitis reversibleytandar dee1,213 %. La Media del Sv fue 20,150 Aim
(n=5). Inmediatamente posterior a su exodoncia, estos fueA?® con un error estandar d&,447 mrymn®. El detalle
ron fijados con formalina tamponada al 10 % por 24 h,de la Media£ DE) para las Nv, Vv y Sv de los fibroblastos
luego se sometieron a inmersién en acido nitrico al 5 % pata cada diente con caries se observa en la Figura 1 (A-C).
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Fig. 1. Detalle de Media y DE para las variables Nv (A), Vv (B) y Sv (C) de fibroblastos del
grupo sano y con caries.

Al comparar la Nv de fibroblastos, en el grupo deidos por MAP kinasas (Grubet al, 2004); ademas, se
dientes con caries el aumento observado fue significatitia visto que durante procesos de inflamacion pulpar, los
(p=0,047) con respecto al grupo sano, al igual que lo dbP, son una de las poblaciones celulares que mas se
servado al comparar la Vv (p= 0,0105) y Sv (p= 0,013)incrementan, junto con la masiva migracion de células
inflamatorias y la proliferacion de células indiferenciadas
(Goldberget al, 2008), debido en parte a la secrecién de

DISCUSION factores de crecimiento implicados en la activacion y di-
ferenciacion de células progenitoras, por parte de FP afec-
tados (About, 2011).

La vitalidad y capacidad reparativa en el diente se
debe ala presencia de la pulpa, gracias a sus componentes Durante los procesos de inflamacién pulpar hay un
vasculares y nerviosos, los cuales en conjunto a los distimeremento general en el nUmero de células pulpares, tan-
tos elementos celulares mantiene su fisiologia normal. Ade-de odontoblastos como de fibroblastos (Goldbeat;
mas de encargarse de la produccion de dentina duraBjerndal, 2002), definido por mediadores de la inflama-
etapas de maduracion, asi como, reaccion a injurias o esitbth como prostaglandinas y leucotrienos, que favorecen
mulos, ya sean traumaticos o infecciosos como la carigsa reorientacion del fenotipo celular y promueven la
(Brunoet al, 2010). transdiferenciacion de algunas células inflamatorias en

odontoblastos, lo cual también, ocurre en el caso de los

Al analisis de los parametros estereologicos pafibroblastos, que presentan una estructura determinada que
FP, es posible observar también, un aumentambién les permite un potencial de transdiferenciacion
estadisticamente significativo en Ny, situacion que se negesterior a su multiplicaciéon (Goldbeggal).
pite para el parametro de Vv donde hay un aumento en el
porcentaje promedio de fibroblastos cuando existian ca-  Frente al ataque de caries, la pulpa dental presenta-
ries asociada al diente. Esto mismo se da en Sv, dondeé&sambios celulares y estructurales, que se relacionaran
posible afirmar un aumento en la superficie total ddirectamente con su extension y avance (Vitalerial,
fibroblastos en dientes con caries, comparados con la 2005), que se podria traducir en una adecuada respuesta,
perficie promedio ocupada por fibroblastos en dientes ddiferenciacion y proliferacion de otros fenotipos celulares
nos, aumento que es estadisticamente significativo.  de la pulpa con potencial hacia células de tipo odontoblasto,

lo cual seria posible en una condicion de pulpitis reversi-

Estos resultados podrian ser explicados segun e como la analizada, con una lesion cariosa dentinaria
expresado por Eslaminejad al (2010), quienes relatan de baja latencia. La capacidad de reparacion frente a una
que los FP son capaces de proliferar rapidamente y forniguria, no sélo dependera del nimero de elementos celu-
una monocapa cuando son expuestos a condiciones lades (About), sino que de otros factores tales como infla-
versas como injurias y productos bacterianos, asi commacion pulpar, respuesta inmediata o acumulativa, ade-
también, en condiciones experimentales. Por otra paneas de factores externos tales como espesor de la denti-
en procesos de reparacion pulpar iniciales y frente a ama, presencia de bacterias, de un material de restauracion
que de caries, habria un aumento cuantitativo de FP, ingusu toxicidad (Sentut al).

947



TRUJILLO, E.; MORALES, R. & ROA, I. Pulpa dentaria sana vs. pulpitis reversible: caracterizacion estereoldgica de fibrdhlastaglorphol., 34(3p45-949, 2016.

La subjetividad y sesgo al analizar cambios en I&EFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
estructuras hiolégicas es un problema al utilizar métodos de
tipo cualitativo (Warfvinge, 1987). Con el fin de eliminar

estos elementos que distorsionan los resultados y asf pd%léc}ut, I. Dentin regeneratidn vitro: the pivotal role of supportive

o L . cells.Adv. Dent. Res., 23(3R0-4, 2011.
cuantificar las estructuras morfolégicas de un modo unifor-
me, reproducible e imparcial, es necesario la utilizacion @%rndal, L. Dentin and pulp reactions to caries and operative
un muestreo aleatorio y el uso de herramientas estereologicasyeatment: biological variables affecting treatment outcome.
(Moraleset al). El uso de los principios estereoldgicos ha Endod. Topics, 2(1)0-23, 2002.
sido utilizado previamente en estudios en pulpa dental con
el fin de analizar la pérdida de odontoblastos con la ed&tiino, K. F.; Silva, J. A;; Silva, T. A.; Batista, A. C.; Alencar, A. H.
(Murray et al, 2002) o ver los cambios en la pu|pa dental & Estrela, C. Characterization of inflammatory cell infiltrate
afectada por periodontitis (Heidat al, 2013), asi como in human dental pulpiti$nt. Endod. J., 43(11)013-21, 2010.
ortodbnicos (Santamare al, 2006).E1 andliss de 06 e. CTIevsky. F:; deamneau, C:; Lauret, P & Abour, 1. Pup
. " ) . fibroblasts synthesize functional complement proteins involved
sultados obtenidos demuestra la capacidad de respuestg,, initiating dentin-pulp regeneratio®m. J. Pathol.,
reparativa pulpar, por medio del aumento de FP, gracias a la 184(7y1991-2000, 2014.
utilizacion de analisis estereoldgico.
Eslaminejad, M. B.; Vahabi, S.; Shariati, M. & Nazarian,l.
vitro growth and characterization of stem cells from human
dental pulp of deciduous versus permanent tektient.

TRUJILLO, E.; MORALES, R. & ROA, I. Healthy normal (Tehran), 7(4)185-95, 2010.
dental pulp vs. reversible pulpitis: stereological characterization ) _
of fibroblasts.nt. J. Morphol., 34(3p45-949, 2016. Fuks, A. B.; Hebling, J. & Costa de Souza, CTAe Primary

Pulp: Developmental and Biomedical Backgrouihat.

SUMMARY: Dentine reaction and repair depends onthe Fuks, A. B. & Peretz, B. (Eds.). Pediatric Endodontics.
number of cells present in the pulp, within these fibroblasts. The Current Concepts in Pulp Therapy for Primary and Young
methods designed to obtain a reliable estimate of the amount of Permanent Teeth. Heidelberg, Springer International
cellular elements of the dental pulp have been subjective and Publishing, 2016.
biased, especially when evaluating quantitative changes and
potential reparative capacity in the presence of caries. The afpgldberg, M.; Farges, J. C.; Lacerda-Pinheiro, S.; Six, N.; Jegat,
of this study was to estimate and quantitatively compare with N.; Decup, F.; Septier, D.; Carrouel, F.; Durand, S.; Chaussain-
stereological tools, number, density, volume and surface of Miller, C.; Denbesten, P.; Veis, A. & Poliard, A. Inflammatory
fibroblasts in healthy teeth and reversible pulpitis diagnosis due and immunological aspects of dental pulp reftirarmacol.
to caries. We obtained premolar teeth from human tooth Res., 58(2137-47, 2008.
extractions, divided into healthy and carious groups, which were
fixed and decalcified with 5 % nitric. Following the orientatorGruber, R.; Jindra, C.; Kandler, B.; Watzak, G.; Fischer, M. B. &
protocol we obtained 5 sections ofif1 from each tooth which Watzek, G. Proliferation of dental pulp fibroblasts in response
were stained by H-E. The stereological counting of pulp to thrombin involves mitogen-activated protein kinase
fibroblasts (FP) with M42 multipurpose test was applied. Number ~ signalling.Int. Endod. J., 37(2)45-50, 2004.
densities (Nv), volume (Vv) and surface (Sv) were estimated,
and calculated the meansSD) for a tooth, and Mear$E) per Hahn, C. L. & Liewehr, F. R. Relationships between caries bacte-
group. Differences between groups were analyzed by t-test, p fia, hostresponses, and clinical signs and symptoms of pulpitis.
<0.05 a statistically significant value. In healthy teeth, the mean J. Endod., 33(3213-9, 2007.
(xSE) for Nv FP was 0.393x¥onm? (x0.020x16/mm3), Vv
15.467 % £1.334 %) and Sv 16.330 mftmn? (+1.274 mny  Heidari, Z.; Saberi, E. A.; Mahmoudzadeh-Sagheb, H.; Farhad-
mme). In decayed teeth, it was 0.447%N/mn? (+0.019x105/ Mollashahi, N. & Zadfatah, F. Stereological analysis of the
mne), the Vv 20.171 %%1.213 %) and Sv 20.150 nifmn? (+ dental pulp in patients with advanced periodontdshedan
1.447 mn¥mn?). Comparing Nv, the FP carious group increased  J- Res. Med. Sci., 15(#%-9, 2013.
significantly (p =0.047), as Vv (p =0.0105) and Sv (p =0.013).
There is an increased number of FP teeth with reversible pulpiti&&anneau, C.; Rufas, P.; Rombouts, C.; Giraud, T.; Dejou, J. &
which would determine their responsiveness. The methodology About, I. Can pulp fibroblasts kill cariogenic bacteria? Role
can be applied to determine the pulp behavior and odontoblast of complement activatiod. Dent. Res., 94(12)765-72, 2015.
quantify response variables in impartially and reproducible

atraumatic restorative treatments. Li, B. & Wang, J. H. Fibroblasts and myofibroblasts in wound
healing: force generation and measuremkfissue Viability,
KEY WORDS: Stereology; Dental pulp; Fibroblasts. 20(4)108-20, 2011.

948



TRUJILLO, E.; MORALES, R. & ROA, I. Pulpa dentaria sana vs. pulpitis reversible: caracterizacion estereolégica de fibrdblastaslorphol., 34(3p45-949, 2016.

Liwei, Z.; Chenglin, W. & Ling, YTooth Development: Embryology Vavpotic, M.; Turk, T.; Martincic, D. S. & Balazic, J. Characteristics
of the Craniofacial Tissuesn: Xuedong, Z. (Ed.). Dental of the number of odontoblasts in human dental pulp post-
Caries. Principles and Management. Heidelberg, Springer- mortem.Forensic Sci. Int., 193(1-3)22-6, 2009.

Verlag, 2016.
Vitalariu, A.; Caruntu, |. D. & Bolintineanu, S. Morphological

Mandarim-de-Lacerda, C. A. Stereological tools in biomedical changes in dental pulp after the teeth preparation procedure.
researchAn. Acad. Bras. Cienc., 75¢(459-86, 2003. Rom. J. Morphol. Embryol., 46(281-6, 2005.

Mandarim-de-Lacerda, C. A.; Fernandes-Santos, C. & Aguila, MVarfvinge, J. Morphometric analysis of teeth with inflamed pulp.
B. Image analysis and quantitative morpholddgthods Mol. J. Dent. Res., 66(1)8-83, 1987.
Biol., 611211-25, 2010.

Mattfeldt, T.; Mall, G.; Gharehbaghi, H. & Méller, P. Estimation
of surface area and length with the orientaiorMicrosc.,
159(Pt. 3)301-17, 1990. Direccion para Correspondencia:
Ignacio Roa Henriquez
Morales, R.; Trujillo, E. & Cantin, M. Stereological characterizatiotunidad de Morfologia
of odontoblasts in normal healthy and reversible pulpitis iDepartamento de Ciencias Basicas Biomédicas
human dental pulpsint. J. Morphol., 32(1)154-60, 2014. Facultad de Ciencias de la Salud
Universidad de Talca Av. Lircay s/n
Murray, P. E.; Matthews, J. B.; Sloan, A. J. & Smith, A. J. Analysi$alca
of incisor pulp cell populations in Wistar rats of different agesCHILE
Arch. Oral Biol., 47(10)709-15, 2002.

Nakanishi, T.; Takegawa, D.; Hirao, K.; Takahashi, K.; YumotoEmail. iroa@utalca.cl
H. & Matsuo, T. Roles of dental pulp fibroblasts in the
recognition of bacterium-related factors and subsequent
development of pulpitisipn. Dent. Sci. Rev., 47(251-6, Recibido : 14-06-2016
2011. Aceptado: 23-07-2016

Nufiez, D. P. & Garcia Bacallao, L. Bioguimica de la caries dental.
Rev. Haban. Cienc. Méd., 9(2%6-66, 2010.

Salgado, A. G.; Vasquez, B. & del Sol, M. Stereology of the human
thyroid glandInt. J. Morphol., 29(2562-7, 2011.

Santamaria, M. Jr.; Milagres, D.; Stuani, A. S.; Stuani, M. B. &
Ruellas, A. C. Initial changes in pulpal microvasculature during
orthodontic tooth movement: a stereological stuglyt. J.
Orthod., 28(3)217-20, 2006.

Sentut, T.; Kirzioglu, Z.; Gékcimen, A.; Aslan, H. & Erdogan, Y.
Quantitative analysis of odontoblast cells in fluorotic and
nonfluorotic primary tooth pulpturk. J. Med. Sci., 42(351-
7,2012.

Takeuchi, O. & Akira, S. Pattern recognition receptors and
inflammation.Cell, 140(6)805-20, 2010.

Trowbridge, H.; Kim, S. & Suda, Hestructura y Funciones del
Complejo Dentino-PulpaEn: Cohen, S. & Burns, R. (Eds.).
Vias de la Pulpa.2&d. Madrid, Mosby, 2002.

Trujillo, E.; Vasquez, B. & del Sol, M. Stereologic characteristics
of the liver of rats Rattus norvergicussubmitted to
ovariectomy-induced menopaubsg. J. Morphol., 29(4)11470-

8, 2011.

949



