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RESUMEN

La pulpa dental es un tejido conectivo de origen ectomesenquimatoso
comprendido dentro de las estructuras mineralizadas de los dientes. Esta
compuesto por diferentes tipos de células, entre las que encontramos
odontoblastos, fibroblastos y células mesenquimales diferenciadas, también
contiene células del sistema inmunolégico como neutrofilos, células dendriticas,
macrofagos, linfocitos y mastocitos, compuestos en su estructura por tejido
conectivo laxo, fibras de colageno, reticular y elasticas, sustancia fundamental,
ademas de estar altamente vascularizada e inervada. La pulpa dental humana
estd equipada con wun complejo sistema de células y moléculas
inmunocompetentes residentes, que permiten mantener y regular la homeostasis
de los tejidos. La pulpa dental es capaz de desencadenar respuestas
inmunolodgicas innatas destinadas a contener, combatir y eliminar la infeccion. Si el
tejido no puede prevenir el avance de la infeccidn, tiene células especificas contra
antigenos (linfocitos T y B asi como sus citocinas y anticuerpos). Objetivos:
Cuantificar la presencia de linfocitos en pulpa sana y pulpitis reversible para
conocer la cantidad de células infiltradas en esta etapa de la patologia pulpar y su
importancia en su desarrollo. Materiales y métodos: Se obtuvieron 6 muestras de
tejido pulpar de 3ros molares (3 sanas, 3 pulpitis reversible) se colocaron en poly-
freeze y se llevaron a criéstato. Se tifieron con H&E y se analizaron bajo
microscopio. Resultados. Se obtuvieron un promedio de 1.151 + 0.33 linfocitos

por campo para el grupo de pulpitis reversible y un promedio de 0.835 +0.22
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linfocitos por campo para el grupo de pulpa sana en los cortes histologicos, lo cual
fue estadisticamente significativo (p = 0.039). Conclusién. Existe un mayor
infiltrado linfocitario en el grupo de pulpitis reversible comparado con el grupo
sano, lo que indica que estas células pueden jugar un papel crucial en evitar el

avance de la patologia pulpar.

Palabras clave: Histologia, Linfocitos, Pulpa dental humana, Células

inmunologicas, H&E.
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ABSTRACT

The dental pulp is a connective tissue of ectomesenchymal origin comprised within
mineralized tooth structures. It is composed of different types of cells, among which
we find, odontoblasts, fibroblasts and differentiated mesenchymal cells, also has
cells of the immune system such as neutrophils, dendritic cells, macrophages,
lymphocytes and mast cells, composed in its structure by loose connective tissue,
fibers collagen, reticular and elastic, fundamental substance, besides being highly
vascularized and innervated. The human dental pulp is equipped with a complex
system of resident immunocompetent cells and molecules, which allow to maintain
and regulate tissue homeostasis. The dental pulp is capable of triggering innate
immune responses aimed at containing, combating and eliminating the infection. If
the tissue is not able to prevent the advance of infection, it has specific cells
against antigens (T and B cells) and its products (inflammatory chemokines,
cytokines and antibodies). Objectives: This study proposes to quantify the
presence of lymphocytes in healthy pulp, reversible pulpitis in order to know the
amount of infiltrated cells in each stage of the pulp pathology and its importance in
its development. Materials and methods: 6 samples of pulp tissue of 3rd molars
(3 healthy, 3 reversible pulpitis) were obtained in poly-freeze and taken to cryostat.
They were stained with H&E and analyzed under a microscope. Results: An
average of 1,151 lymphocytes per field were obtained for the reversible pulpitis
group and an average of 0.835 lymphocytes per field for the healthy pulp group,

which was statistically significant (p = 0.039). Conclusion: There is a greater

Xiv



lymphocytic infiltrate in the reversible pulpitis group compared to the healthy group,
which indicates that lymphocytes can play a crucial role in preventing the

progression of pulp pathology.

Keywords: Histology, Lymphocytes, Human dental pulp, Immune cells, H&E.
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INTRODUCCION

La pulpa dental es un tejido conectivo de origen ectomesenquimal comprendido
dentro de estructuras dentarias mineralizadas. Esta compuesta de diversos tipos
de células, entre las que encontramos odontoblastos, fibroblastos y células
mesenquimales diferenciadas, células del sistema inmunoldgico como neutrdfilos,
células dendriticas, macréfagos, linfocitos y mastocitos, compuesta en su
estructura por tejido conectivo laxo, fibras colagenas, reticulares y elasticas,

sustancia fundamental, ademas de estar altamente vascularizada e inervada.

La pulpa dental humana esta equipada con un sistema complejo de células
inmunocompetentes residentes y moléculas, que permiten mantener y regular la
homeostasis tisular. La pulpa dental es capaz de desencadenar respuestas
inmunoldgicas innatas destinadas a contener, combatir y eliminar la infeccion.
Ante la imposibilidad del tejido de evitar el avance de la infeccion, éste dispone de

células especificas contra antigenos, linfocitos T y B y sus productos.

Diversos estudios han dado a conocer la presencia de linfocitos en la patologia
pulpar, esto conlleva a un interés en determinar si la infiltracion de linfocitos es
distinta en cada uno de los estadios patologicos y si existe una relacion entre la

cantidad de células presentes y la gravedad de la lesion.



1 MARCO TEORICO

1.1 PULPA DENTAL

El tejido conectivo pulpar tiene origen ectomesenquimal, es de aspecto gelatinoso
inmaduro y esta rodeado de paredes rigidas que corresponden a las estructuras
dentales mineralizadas (1), su célula diferenciada mas caracteristica es el
odontoblasto; los fibroblastos son las células mas abundantes del tejido conectivo
pulpar, ellas se encargan de originar las fibras colagenas. Ademas se encuentran
otros tipos celulares como histiocitos, linfocitos, células mesenquimales
diferenciadas, macrofagos y eosindfilos (2). Estructuralmente el tejido conectivo
pulpar estda compuesto por tejido conectivo laxo, fibras reticulares, fibras
colagenas, fibras elasticas y sustancia fundamental (3). Ademas esta altamente
vascularizado debido a la abundante presencia de pequefias vénulas, arteriolas y
capilares, las fibras sensoriales y las fibras autonémicas se extienden a través de
todo el tejido (1). La pulpa dental tiene la capacidad de generar dentina de manera
fisiologica y también como respuesta a un estimulo externo, incluso puede

desencadenar una respuesta ante agresiones que no la afectan directamente (3).

Desde un punto de vista anatémico, la pulpa dental esta dividida en dos partes: la
pulpa que se encuentra en la corona y la pulpa de los conductos radiculares la
cual permite la conexion con el tejido periapical a través de los multiples

foramenes y foraminas encontradas en el tercio apical de la raiz (3).



1.1.1 ZONAS TOPOGRAFICAS DE LA PULPA DENTAL

La pulpa coronal se puede dividir en cuatro zonas microscopicas que desde la
dentina al centro del érgano dental corresponden a la capa de odontoblastos o
zona subodontoblastica, zona pobre en células o zona oligocelular de Weils, zona

rica en células y pulpa propiamente dicha (Figura 1) (1).

La zona odontoblastica es el estrato exterior de células de la pulpa sana es la
capa de odontoblastos. Dicha capa se encuentra inmediatamente por debajo de la
predentina. No obstante, sus prolongaciones odontoblasticas pasan a través de la
predentina hasta el interior de la dentina. En consecuencia, la capa de
odontoblastos se encuentra en realidad integrada por sus cuerpos celulares.
Ademas entre los odontoblastos se pueden encontrar capilares fibras nerviosas y
células dendriticas. La longitud de los odontoblastos es variable; por tanto, sus
nucleos no se encuentran todos al mismo nivel, sino que muestran una disposicion
escalonada, descrita a menudo como “en empalizada”. La capa de odontoblastos
de la pulpa coronal contiene mas células por unidad de area que la pulpa
radicular. Existen una serie de uniones intercelulares especializadas (es decir,
complejos de unién), de conexion entre odontoblastos adyacente, que se
denomina desmosomas (zona adherente), uniones comunicantes (nexos) y
uniones herméticas (zonas ocluyentes). Las numerosas uniones comunicantes
proporcionan vias permeables a través de las cuales las moléculas sefial pasan de

unas celulas a otras (4).



La zona pobre en células es la capa situada por debajo de la zona odontoblastica
y presenta aproximadamente 40 ym de ancho. En general, se encuentra bien
definida en la region coronaria de los dientes recién erupcionados, pero, en
cambio suele estar ausente en la regién radicular. Tampoco se distingue en pulpas
embrionarias ya que, al igual que la zona rica en células, se forma tardiamente
durante el proceso de histogénesis pulpar. En pulpas maduras la capa oligocelular
alcanza un espesor de 60 um y en la misma se identifican el plexo nervioso de
Raschkow (mediante impregnacion argéntica), el plexo capilar subodontoblastico y
los denominados fibroblastos subodontoblasticos, que estan en contacto con los
odontoblastos y las células de Hohl por medio de uniones comunicantes tipo gap.

Asimismo a este nivel se encuentran las células dendriticas de la pulpa (5).

En el area subendoblastica existe un estrato destacado, que contiene una
proporcion elevada de fibroblastos, en comparacion con la region mas central de
la pulpa. Esta capa es mucho mas prominente en la pulpa coronal que en la
radicular. Ademas de fibroblastos, la zona rica en células puede contener un
numero variable de macréfagos, células dendriticas y células mesenquimales
indiferenciadas o células madre. De acuerdo con la evidencia obtenida en molares
de rata, se ha sugerido que la zona rica en células obedece a la migracion
periférica de las células que pueblan las regiones centrales de la pulpa,
comenzando en la época aproximada de la erupcion dental. La migracion de
células inmunocompetentes dentro y fuera de la zona rica en células es

consecuencia de la provocacion antigénica. Aunque la division celular dentro de la



zona rica en células es una ocurrencia rara en pulpas normales, la muerte de los
odontoblastos causa un gran aumento en la tasa de mitosis, ya que los
odontoblastos con lesiones irreversibles se sustituyen por células que emigran
desde la zona rica en células hasta la superficie interna de la dentina. Se
considera probable que esta actividad mitotica represente el primer paso en la
formacion de una nueva capa odontoblastica. Algunos estudios han implicado a

las células primitivas como fuente de estos odontoblastos de reemplazo (4).

La zona central de tejido conjuntivo conocida como pulpa propiamente dicha o
nucleo pulpar contiene fibroblastos, el tipo de célula mas abundante; vasos
sanguineos mas grandes y nervios, las células mesenquimales indiferenciadas y
las células de defensa como los macréfagos se localizan con frecuencia en el area
perivascular. Los haces de fibra de colageno son mucho mas numerosos en la

pulpa de la raiz que en la pulpa coronal (6).



Figura 1. Zonas de la pulpa. 1) Zona subodontoblastica, 2) Zona rica en
células, 3) Vaso sanguineo perteneciente a la zona pobre en células, 4) zona

central. a) Predentina, b) dentina.



1.2 CELULAS DE LA PULPA DENTAL

1.2.1 FIBROBLASTOS

El fibroblasto es la célula predominante de los tejidos conectivos del cuerpo. Es
una célula dinamica, la cual ejerce funciones tisulares a nivel local y del sistema
inmunoldgico y al evaluarlo en cultivo se ha encontrado de manera interesante que
los fibroblastos no son homogéneos entre si, sino que presentan diferencias en

morfologia y funcion de acuerdo con la ubicacion en la que se encuentren.

Dentro de sus principales funciones se encuentra la formacion de fibras del tejido
conectivo denominadas colageno y elastina; sin embargo, cabe notar que el
fibroblasto desempefia otros papeles igualmente importantes tales como: a)
produccion y mantenimiento de la sustancia fundamental en la cual de productos
fibrosos son embebidos, b) capacidad de sintetizar y fagocitar el colageno y los
componentes de la matriz extracelular en procesos de remodelacion del tejido
conectivo, c) exhiben contractilidad y motilidad utilizadas en la determinacion
de la organizacion estructural del tejido conectivo, especialmente durante la

embriogénesis (7).
1.2.2 ODONTOBLASTOS

Los odontoblastos son células post-mitéticas (8), producen dentina y exhiben
caracteristicas morfolégicas unicas; es decir, extienden los procesos

citoplasmaticos en los tubulos dentinarios, la induccion de éstos solo se produce



una vez durante el desarrollo del diente y sobreviven durante toda la vida de los
dientes sanos. Durante la diferenciacion de los odontoblastos, las moléculas de
sefalizacion del epitelio del esmalte interno se consideran necesarias para la
diferenciacion de sus precursores, es decir, células de papila dental periférica. Si
los odontoblastos son destruidos por estimulos externos severos, como la caries
profunda, se induce la diferenciacion de las células madre de la pulpa dental en
células de tipo odontoblastos. Los odontoblastos pueden actuar como receptores
nociceptivos (emision de sefiales de dolor) y células de vigilancia que detectan la
invasion de patégenos exogenos debido a que sus prolongaciones citoplasmaticas
son las primeras que responden a la invasion bacteriana que afectan a los tubulos
dentinales, expresando receptores tipo toll (TLR) como son TLR-2, TLR-3. TLR-5y
TLR9 en respuesta a los péptidos microbianos asociados a patégenos (PAMP) (9,

10).

1.2.3 CELULAS MADRE MESENQUIMALES

Las células madre se definen como células no diferenciadas que exhiben auto-
renovacion y capacidad de diferenciacién de multiples linajes. Las células madre
se pueden clasificar en células madre pluripotentes (embrionarias) o pluripotentes
inducidas y en células madre adultas (también conocidas como especificas de los
tejidos). Las células progenitoras de la pulpa dental se derivan de los tejidos
mesodérmicos. Estan estrechamente relacionadas con las células madre

mesenquimales (estroma) que estan presentes en el compartimento estromal de



diferentes tejidos, incluida la médula ésea. Se ha informado que un perfil de
expresion génica de DPSC es similar al de MSC de médula 6sea. Pueden
diferenciarse en varias células de tejido mesodérmicas y no mesodérmicas que
incluyen osteoblastos, adipocitos, condrocitos y miocitos, asi como neuronales y
células endoteliales, hepatocitos, melanocitos, ademas de los odontoblastos que

forman dentina (11).

1.2.4 CELULAS DEL SISTEMA INMUNOLOGICO

Los recientes avances en inmunologia han revelado la enorme complejidad del
sistema de regulacion inmunitaria (12, 13). La pulpa dental esta equipada para
montar respuestas inmunoldgicas adaptativas a la caries (14). La caries dental es
la principal causa de la patologia pulpar, los microorganismos y sus toxinas
causan dafo tisular, causando inflamacion, un mecanismo de defensa inmediato
que conduce a la vasodilatacion y al aumento de la permeabilidad vascular,
permitiendo la migracion de leucocitos polimorfonucleares (PMN) (15). La
respuesta inmunoldgica del hospedero que tiene lugar en esta area es muy
compleja e implica el reclutamiento de células presentadoras de antigeno,
linfocitos, mastocitos y sus citocinas (12, 16), asi como proteinas de superficie que
ayudan a reconocer fragmentos de microrganismos comunes para llevar a cabo la

fagocitosis (17).



1.2.4.1 NEUTROFILOS

Los neutrofilos, también llamados leucocitos polimorfonucleares (PMN), son la
poblacién mas abundante de leucocitos circulantes y median las primeras fases de
las reacciones inflamatorias. Se producen en la médula 6sea y surgen de una
linea comun con los linfocitos mononucleares. Los neutrofilos circulan como
células esféricas de unas 12 a 15 ym de diametro con numerosas proyecciones
citoplasmaticas. El nucleo de un neutréfilo estda segmentado en tres a cinco
I6bulos conectados. El citoplasma contiene granulos especificos que estan llenos
de enzimas como la lisozima, la colagenasa y la elastasa. La produccion de
neutrofilos se activa con el factor estimulador de colonias de granulocitos (18). Son
las principales células efectoras innatas en la mayoria de los tejidos, fagocitan
microorganismos y producen especies reactivas de oxigeno (ROS) para matar
dentro de las células; los microrganismo extracelulares son eliminados por
trampas extracelulares de neutrofilos formacion NET (neutropjil extracelular traps)
que se forman cuando los PMN se lisan y liberan péptidos y ADN antimicrobianos
(19). Se han observado solo algunos neutréfilos en tejidos pulpares con caries
poco profundas, por lo que se cree que no son muy importantes en la pulpitis

reversible (17).

1.2.4.2 MASTOCITOS

Los mastocitos fueron descubiertos por primera vez en 1877, por Paul Ehrlich, se

encuentran principalmente en el tejido conectivo laxo, los mastocitos contienen

10



nucleos prominentes que tienen forma redonda u ovalada y generalmente no
estan lobulados. El citoplasma contiene una gran cantidad de granulos
esferofilicos esferoidales, que a menudo son tan numerosos que pueden

oscurecer otras estructuras citoplasmaticas, especialmente el nucleo (20).

En los mastocitos, el ligando celular CD117 regula el crecimiento, la migraciéon y
las funciones efectoras especificas en respuesta al entorno microbiano y puede
modular las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas (21), expresan
receptores de reconocimiento de patrones (PRR) entre los que se encuentran
TLR-2 y TLR-4, en respuesta a los PAMP, los mastocitos sintetizan IL-8, TNF-a,
ligando de quimiocina CXC 8 (CXCLS8), ligando de quimiocina CC 20 (CCL20) y

liberacidon de histamina, la cual liberan de sus granulos intracelulares (22, 23).

1.2.4.3 MACROFAGOS

Los macrofagos se originan a partir de monocitos derivados de meédula Osea.
Ahora se acepta que los macrofagos residentes de tejidos se originan a partir de
precursores embrionarios durante el desarrollo fetal. En algunas circunstancias,
los macréfagos residentes de tejido se reponen postnatalmente por monocitos
circulantes con la excepcidn de la microglia, células de Langerhans y macrofagos
alveolares que no dependen de un flujo de monocitos en estado estacionario. Los
macrofagos residentes muestran firmas transcripcionales y epigenéticas

especificas de tejido. La evidencia emergente sugiere que los microambientes
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tisulares desempefian un papel mas influyente en la configuracion de paisajes

potenciadores en los macrofagos tisulares que en el origen del desarrollo.

Los factores de transcripcion especificos subyacen a la heterogeneidad de los
macrofagos residentes de tejido. La diferenciacion de los macréfagos esta
regulada por el factor de transcripcion maestro, que desempefa un papel central

en el desarrollo del linaje mieloide (24).

Los macrofagos intervienen en la endocitosis y fagocitosis. Debido a su movilidad
y actividad fagociticas, los macréfagos son capaces de actuar como células
depuradoras, eliminando del tejido eritrocitos extravasados, células muertas y
cuerpos extrafos. El material englobado es destruido por la accion de enzimas
lisosomicas (4). Los macrofagos promueven la inflamacion a través de la
generacion de oxidantes y la liberacion de citocinas inflamatorias (25), TNF-a, IL-1,
IL-12, IL-10, citocinas y mediadores lipidicos de vida corta, como el factor
activador de plaquetas (FAP), prostaglandinas y leucotrienos para orquestar una

inflamacion local (12).

1.2.4.4 CELULAS DENDRITICAS

Las células dendriticas (CD) son esenciales en la activacion de los linfocitos T y en
el desarrollo de la respuesta inmunologica adaptativa frente a los patogenos
invasores. Tras el reconocimiento del antigeno (Ag) de los Patrones Moleculares
Asociados a Patégenos (PAMP) por sus receptores (PRR), las CD se activan y

adquieren un perfil inflamatorio. Las CD tienen la capacidad de dirigir el perfil de
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los linfocitos T (Th) cooperadores hacia Th1, Th2, Th17, Th9 y reguladoras (Treg).
Cada subconjunto de linfocitos Th presenta una forma unica de expresion génica y
esta dotado de la capacidad de conducir o suprimir células efectoras en la
inflamacion. Los patdégenos se dirigen a los CD durante la infeccion. Muchos
estudios demostraron que los antigenos y las moléculas derivadas de los
patogenos tienen la capacidad de amortiguar la maduracion y activacion de CD.
(26). La respuesta especifica se presenta después de la fase inflamatoria y ayuda
a potenciar la inmunidad no especifica. Para que esto se desarrolle, los antigenos

deben ser procesados, presentados y reconocidos por los linfocitos (27, 28).

1.2.5 LINFOCITOS

Los linfocitos, las células mas caracteristicas de la inmunidad adaptativa, son las
unicas células del cuerpo que expresan receptores para el antigeno distribuidos de
forma clonal, cada uno con una especificidad exquisita frente a un determinante
antigénico diferente. Representan del 20 al 25% de la poblacion de leucocitos;
miden 7 micras de diametro, tienen un nucleo redondo que ocupa casi la totalidad
de la célula (29). Cada clon de linfocitos constituye la progenie de una célula y
expresa receptores para el antigeno con una sola especificidad. Por esto se dice
que la poblacion total de receptores para el antigeno en el sistema inmunitario
adaptativo tiene una distribucion clonal. Los linfocitos constan de subgrupos

distintos que difieren en sus funciones y productos proteinicos (18). Varios
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estudios sugieren que las respuestas inmunitarias tanto humorales como celulares

juegan un papel en la patogénesis de las lesiones (30).

1.2.5.1 LINFOCITOS B

Los linfocitos B, las células que producen los anticuerpos, se llamaron asi porque
se ha visto que en las aves maduran en un 6rgano llamado bolsa de Fabricio. En
los mamiferos no existe ningun equivalente anatomico de la bolsa y los primeros
estadios de maduracion del linfocito B se producen en la médula 6sea. De este
modo, linfocitos B se refiere a linfocitos derivados de la bolsa o de la médula 6sea

(18).

Los linfocitos B son activados de manera directa por productos microbianos, (acido
teicoico, peptidoglicano y lipopolisacarido (LPS). EI LPS contienen varios
componentes que provocan la proliferacion y diferenciacién de los linfocitos B no

especifica (31).

Los linfocitos B, a diferencia de los linfocitos T, se encuentran inusualmente en la
pulpa dental normal, en los estudios realizados no se observaron células que
produzcan inmunoglobulinas en especimenes de pulpa dental sana. Esta
observacion nos sugiere que los linfocitos B pueden no presentarse en la fase
inicial de la respuesta inmunitaria pulpar. El analisis sugiere que los linfocitos B no

son residentes permanentes del tejido conectivo de la pulpa dental sana (32, 33).

Algunos linfocitos B aparecen en la pulpitis temprana, pero su numero aumenta

significativamente junto con los linfocitos T CD4" cuando la caries se acerca a la
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pulpa. Ademas de su funcion principal de producir anticuerpos, los linfocitos B
también pueden funcionar como CPA, modular las funciones de CD y producir

citocinas como IL-10, IL-4 e IFN-y en respuesta a patdégenos (12).

Las pulpas inflamadas contienen niveles mas altos de IgG e IgA que las pulpas no

inflamadas, utilizando tejidos combinados (34).

1.2.5.2 LINFOCITOS T

Los linfocitos T CD3" (células inmaduras) desempefian un papel central en la
inmunidad adaptativa se nombraron asi porque sus precursores, que surgen de la

meédula ésea, migran al timo y maduran alli (18, 35).

La estabilidad y la plasticidad de varios subgrupos de linfocitos T son paralelas a
sus diversas funciones fisioldgicas y sugieren mecanismos de seleccién en el
contexto de la maduracion de linfocitos T (36). Los linfocitos CD3" se diferencian
en dos subconjuntos segun su marcador molecular: CD4" (cooperadores) que
promueven la proliferacion y diferenciacion de las células del sistema
inmunologico, mientras que los que portan al marcador CD8" (linfocitos
citotoxicos/supresores), los cuales destruyen las células portadoras de antigenos,
las funciones de los linfocitos pueden ser estimadas por sus perfiles de citocinas
(37-40). Algunas citocinas se secretan para regular el trafico de linfocitos, otras se
producen a consecuencia de la infeccion proinflamatoria, dirigiendo la migracion

de CD inmaduras y leucocitos al sitio de la lesion (41). Los genes expresados de
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la region variable de la cadena alfa y beta pueden estudiarse para comprobar la

participacion de los linfocitos T en los tejidos patologicos (42, 43).

Los linfocitos son células importantes de la pulpa dental normal, aun en pequefas
cantidades; se encuentran localizadas especialmente en el area central de la

pulpa, a lo largo de los vasos sanguineos (44).

Los linfocitos T CD4" activados desempefian un papel crucial en la orquestacion
de la respuesta inmunoldgica, tras la presentacion del antigeno por medio de las
CD éstas se activan y secretan varias citocinas, un grupo de moléculas
biolégicamente activas que regulan la intensidad y / o duracion de la respuesta
inmunoldgica mediante la estimulacion o inhibicion de la accion de varios objetivos

(28).

Segun el perfil de produccion de citocinas, los linfocitos T CD4" se clasifican
ademas en linfocitos Th1 y Th2 (45). Al igual que los linfocitos T CD4", los
linfocitos T citotoxicos CD8" efectores se pueden clasificar en T citotdxico-1 (Tc1),
Tc2 y CD8 Treg subconjuntos de acuerdo con su patrén de citocinas. Las células
Tc1 secretan IFN-y y los linfocitos Tc2 que secretan IL-4 e IL-5. Tanto los linfocitos
Tc1 como los Tc2 matan principalmente por la via de perforina (37, 46-49). Debido
a estas caracteristicas, los linfocitos T CD8" son encontrados mas frecuentemente
en la estructura del tejido pulpar en comparacion con los linfocitos T CD4" (14, 44,

50).
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1.3 RESPUESTA INMUNOLOGICA ANTE LAS

AGRESIONES PULPARES

La caries dental es un proceso bioldgico y patologico que ocurre esencialmente en
una superficie inerte (6rgano dental) durante semanas o incluso afos. La
acumulacion de placa dentobacteriana (PDB) es la primera manifestacién de esta
patologia. La produccién de acido por los microorganismos es la causa inmediata
y proximal de la desmineralizacién de los dientes, cuando no es eliminada, el
esmalte dental puede degradarse por completo, ocasionando que los
microorganismos invadan la dentina (51, 52), ademas la composicidén proteica de
la pelicula salival, puede afectar la resistencia del esmalte a la unién bacteriana, la
erosion y la acidogénesis (53). La superficie del esmalte y el cemento, asi como la
dentina, forman la primer barrera innata contra los microorganismos que atacan el
organo dental protegiendo asi el complejo dentino-pulpar (19). Los odontoblastos
pueden actuar como receptores nociceptivos y células de vigilancia que detectan
la invasion de patdogenos exogenos debido a que sus prolongaciones
citoplasmaticas son las primeras que responden a la invasion bacteriana que
afectan a los tubulos dentinales, expresando receptores tipo toll (TLR) como son
TLR-2, TLR-3, TLR-5y TLR9 en respuesta a los péptidos microbianos asociados a
patogenos (PAMP) (9, 10). Cuando los microorganismos han penetrado los
tubulos dentinarios activan también las prolongaciones nerviosas presentes,

provocando una inflamacién neurogénica (54, 55), estos estimulos desencadenan
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la produccion de neuropéptidos como el péptido vasoactivo intestinal (VIP), la
sustancia P (SP), neuroquinina A (NKA), el péptido relacionado al gen de la
calcitonina (CGRP). El VIP se libera a partir de las fibras parasimpaticas que son
estimuladas por LPS, citocinas y 6xido nitrico, provocando vasodilatacion y efectos
inmunomoduladores en las células debido a que se une a receptores. La SP y
NKA son liberadas por las fibras A y C estimuladas por irritantes mecanicos,
térmicos o quimicos, ademas de que mediadores como las prostaglandinas (PG) y
la bradiquinina (BK) también producen su liberacion provocando vasodilatacion y
activacion células inmunitarias, el CGRP participa en la reparacion al inducir la
formacion de dentina y modular la accion del sistema inmunolégico (56, 57). Otros
mediadores quimiotacticos como la IL-1, o IL-8 o péptidos bacterianos atraen a los
neutréfilos para eliminar microorganismos mediante fagocitosis ademas de
producir especies reactivas de oxigeno (ROS) provocando la muerte dentro de las
células (19, 58). Cuando el proceso de caries progresa, el numero de macrofagos
aumenta en la pulpa dental debido al aumento de la permeabilidad vascular y
favoreciendo la eliminacion de antigenos bacterianos, también son importantes en
la homeostasis del tejido, remodelacion y reparacion después de la inflamacion
(18, 59). Los macréfagos son capaces de activar a los linfocitos T,
desencadenando una respuesta adaptativa que se produce en asociacion con las
CD, estas células se encuentran inmaduras en la pulpa dental, pero gracias a las
citocinas producidas, capturan al antigeno, contribuyendo asi a su activacion y
maduracion. Migran posteriormente a los ganglios linfaticos para presentar y

activar a los linfocitos T (10, 18, 60). Las células efectoras Th1 producen
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interleucina (IL) 2 e interferon gamma (IFN-y) y participan principalmente en la
activacion de macroéfagos y linfocitos B, mientras que los linfocitos Th2 producen
citocinas tales como IL-4, IL-5 y IL-6 y estimulan la proliferacion y la diferenciacion
de linfocitos B (28, 30, 61-63). Los linfocitos T CD8" reconocen los péptidos
antigénicos presentados en MHC clase | (presente en todas las células nucleadas)
y destruyen las células portadoras de antigenos. Como las moléculas MHC de
clase | contienen principalmente péptidos derivados del citosol, éste es un
mecanismo eficaz para matar células infectadas con virus u otros patdgenos

intracelulares (37, 46-49).

1.4 METODOLOGIAS PARA LA IDENTIFICACION DE

CELULAS EN PULPA DENTAL

1.4.1 FROTIS CELULAR

Se define como frote, frotis o extendido, a la preparacion microscépica delgada y
traslucida, extendida entre dos cristales (porta o cubreobjetos), obtenida de un
liquido organico espeso o tejido semiliquido o pastoso (sangre, aspirados,

secreciones, exudados, etc.) (64).

Para las preparaciones que usan portaobjetos, se coloca una muestra cerca del
final de portaobjetos, y un segundo portaobjetos (el esparcidor) se coloca en un
angulo de 45 grados medial a la muestra. El esparcidor se retira a la muestra, lo

que permite que se extienda a lo largo del borde del portaobjetos. El esparcidor se
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empuja rapidamente hacia adelante para producir el frotis. Las maquinas también
pueden preparar peliculas de muestras, ya sea mediante un procedimiento de
extension similar o girando para deslizarse con una muestra sobre él, utilizando la

fuerza centrifuga para extender la muestra a través del vidrio (65).

1.4.2 HISTOLOGIA

Histologia [Gr., iotog, histos = tejidos; loyio, logia = ciencia], también llamada
anatomia microscopica, es el estudio cientifico de las estructuras microscopicas
de los tejidos y 6rganos del cuerpo. ElI conocimiento de los tejidos se debe a la
existencia por una parte de instrumentos amplificantes (los microscopios) v,
por otra, al desarrollo de las técnicas histoldgicas, histoquimicas o de
cultivos celulares y tisulares que hacen posible la observacién a través de

los mismos (5).

1.4.2.1 TINCION HEMATOXILINA Y EOSINA

La hematoxilina y la eosina son los colorantes de uso mas frecuente en la
histologia. Un colorante acido como la eosina, tiene una carga neta negativa en su
parte coloreada. Un colorante basico como la hematoxilina tiene una carga neta
positiva en su parte coloreada. Los colorantes basicos reaccionan con los
componentes anionicos de las células y los tejidos (componentes que tienen una
carga neta negativa). La capacidad de estos grupos anidnicos de reaccionar con

una anilina o colorante basico se denomina basofilia. Los colorantes acidos
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reaccionan con los grupos cationicos de las células y tejidos, en particular con los
grupos amino ionizados de las proteinas. La reaccion de los grupos catidnicos con
un colorante acido recibe el nombre de acidofilia. La hematoxilina y la eosina se
utilizan principalmente para poner en evidencia las caracteristicas estructurales.
Sin embargo, el procedimiento no permite ver de forma adecuada ciertos
componentes estructurales de los cortes histologicos tales como elastina, fibras
reticulares, membranas basales y lipidos. Cuando se desea estudiar estos
componentes, se pueden utilizar otros procedimientos de tincion, en su mayoria

selectivos (66, 67).

1.5 ANTECEDENTES

Chin-Lo Hahn, William A. Falkler (14), realizaron un estudio con pulpas en dientes
clinicamente diagnosticados como normales, inflamados reversiblemente o
irreversiblemente inflamados Las muestras obtenidas se seccionaron en un
criostato a 4 ym. Con el fin de identificar areas de inflamacion (focos de
inflamacion) a lo largo de cada espécimen pulpar, cada décimo portaobjetos se
tind con H&E y se observo por microscopia éptica. Se observdé mineralizacion y
fibrosis en la porcidn de pulpa apical en todas las muestras. En comparacién con
las secciones de pulpas normales y una pulpa reversible, donde no se observé
foco de inflamacion, los grupos de pulpitis reversible e irreversible tenian al menos
un foco de células inflamatorias por muestra pulpar. Se observaron muy pocos

neutrofilos y solo ocasionalmente células plasmaticas.
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En un estudio realizado por G. Gregoire and Terrie (50), con treinta pulpas
dentales, 18 sanas y 12 inflamadas como resultado de la caries dental, en sujetos
sanos de ambos sexos con edades entre 12 y 50 afios sin antecedentes
patolégicos. Las muestras de pulpa se originaron a partir de terceros molares
extraidos. Se tifieron con hematoxilina y eosina y se examinaron mediante
microscopia Optica estandar. Los resultados obtenidos fueron evaluados
estadisticamente. Dos puntos importantes se destacan de este estudio: 1) en las
muestras sanas hay una localizacion preferencial de linfocitos en la periferia de la
pulpa y 2) hay un predominio de la subpoblaciéon supresora citotdxica tanto en

pulpas sanas como inflamadas.

Bruno, Silva (15), evalud la intensidad del infiltrado inflamatorio y la deposicion de
colageno mediante microscopio de luz usando tincion con hematoxilina y eosina
en cortes de 5 ym. Se encontraron dos patrones microscopicos de pulpitis: el
grupo 1 (G1) (n = 15) tenia un infiltrado inflamatorio intenso y deposicion de
colageno leve; por el contrario, el grupo 2 (G2) (n = 23) tenia un escaso infiltrado

inflamatorio y una intensa deposicion de colageno.

La importancia de los linfocitos en la respuesta inmunolégica adquirida requiere el
establecimiento de un modelo para la cuantificacion de estas células en pulpa
dental humana, ya que los estudios que se han realizado proporcionan
informacion insuficiente del sobre su funcion e importancia en la defensa contra

patogenos.
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2 JUSTIFICACION

La pulpa dental, al igual que otros tejidos del organismo esta propensa a recibir
dafios provocados por irritantes fisicos, quimicos y mecanicos, asi como lesiones
infecciosas ocasionadas por microorganismos. Ante estas agresiones el tejido
pulpar esta equipado con un sistema de defensa conformado principalmente por
células y moléculas que tienen la funcion de contener la agresion y eliminar el
antigeno, con la finalidad de evitar la muerte pulpar y de ser posible reparar o

regenerar el tejido.

Diversos investigadores se han dado a la tarea de comprender y explicar la
patologia pulpar desde su estado normal hasta su etapa patoldgica, se han
utilizado diferentes metodologias para el analisis de los distintos tipos de células
inmunocompetentes con las que cuenta el tejido pulpar, sin embargo, no existen
suficientes estudios que cuantifiquen la cantidad de linfocitos en pulpa sana contra
pulpitis reversible. Este estudio propone la utilizacion cortes histologicos para
cuantificar la presencia de linfocitos en pulpa sana y pulpitis reversible con la
finalidad de conocer la cantidad de células infiltradas en esta etapa de la patologia

pulpar y su importancia en el desarrollo de ésta.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Cuantificar los linfocitos presentes en pulpa dental sana y con pulpitis reversible.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Cuantificar los linfocitos en pulpa dental sana.
2.- Cuantificar los linfocitos en pulpitis reversible.

3.- Comparar la poblacidn linfocitaria en pulpa sana y con pulpitis reversible.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 LUGAR DE OBTENCION DE LA MUESTRA

Las muestras se obtendran bajo consentimiento informado en la Clinica de

Ensefanza de la Facultad de Odontologia UAS, Culiacan Sinaloa.

4.2 TIPO DE ESTUDIO

Ex vivo, transversal, observacional, prospectivo y comparativo

4.3 MUESTRA

4.3.1 TAMANO DE LA MUESTRA

Las muestras para histologia, 3 érganos dentales de pulpa sana, 3 6rganos
dentales con pulpitis reversible. Se obtuvo ademas una muestra de pulpitis

reversible para realizar frotis pulpar.
4.3.2 TIPO DE MUESTREO
Consecutivo no probabilistico

4.3.3 CRITERIOS DE INCLUSION

Generales

1. Pacientes mayores de 18 afos
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2. Sin enfermedades sistémicas

3. Que firmen el consentimiento informado
Pulpa dental humana sana

1. Organos dentales maxilares o mandibulares, incluidos o erupcionados con
apices maduros

2. Diagnostico pulpar sano comprobado clinica y radiograficamente.
Pulpitis reversible

1. Organos dentales maxilares o mandibulares con apices maduros
2. Diagnostico de pulpitis reversible en base a resultados clinicos y

radiograficos.
4.3.4 CRITERIOS DE EXCLUSION

1. Individuos con tratamiento con antibiético 2 semanas antes de la toma de la
muestra.

2. Mujeres en periodo menstrual o embarazadas.
4.3.5 CRITERIOS DE ELIMINACION

1. Imposibilidad de medicion de la muestra.
2. Organos dentales que sufrieron fractura durante la extraccion.
3. Cuando existan errores en el procesamiento.

4. Participante manifieste su deseo abandonar del estudio.
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4.4 METODOLOGIA

4.4.1 OBTENCION DEL TEJIDO PULPAR

Después de obtenido el consentimiento informado por parte del paciente (Anexo
1), se realizd un procedimiento profilactico en el érgano dental a extraer y
posteriormente un colutorio con clorhexidina al 0.12%, para proceder a anestesiar
el area a tratar. Los o6rganos dentales fueron extraidos en el campo operatorio,
inmediatamente después de su extraccion se colocaron en medio de cultivo
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) como medio de transporte para ser
llevados al laboratorio donde el dérgano dental se coloc6 en una caja Petri

desinfectada con etanol al 70%.

Los restos de tejido periodontal, sangre y encia fueron removidos de las muestras
utilizando un bisturi estéril. En seguida los terceros molares fueron seccionados
transversalmente a nivel de la unién amelo-cementaria a 1,500 rpm con ayuda de
un disco de diamante adaptado a un Dremel para descubrir la camara pulpar. El
tejido pulpar se adquirié de la camara utilizando cucharilla de dentina y pinzas de
curacion. Para obtener el tejido pulpar en los conductos radiculares se utilizaron
limas tipo K, Hedstrom y tiranervios estériles, intentando extraer la mayor cantidad

de tejido posible (Figura 2).
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Figura 2. Procedimiento para la obtencién del tejido pulpar. a) Obtencién del
consentimiento informado, 2) Diagndstico clinico y radiografico del érgano
dental, 3) Extraccién del 6rgano dental, 4) Colocacion en campana de flujo
laminar, 5) Eliminacion del tejido periodontal, 6) Corte en la unién amelo-

cementaria, 7) Obtencién de la pulpa dental.
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4.4.2 PREPARACION HISTOLOGICA DE LA MUESTRA

4.4.21 INCLUSION DEL TEJIDO EN POLYFREEZE®

Las muestras de tejido pulpar que se utilizaron para histologia fueron incluidas y
orientadas en PolyFreeze® (Sigma- Aldrich) para posteriormente congelarlas en

nitrégeno liquido y ser almacenadas hasta el momento de ser procesadas a -80°C

(Figura 3).

Figura 3. Preparacion del tejido pulpar para analisis histolégico. 1) Obtencion
de tejido pulpar, 2) Colocacion del tejido pulpar, 3) Poly freeze, 4) Inmersion
en nitrégeno liquido, 5) Tejido congelado, 6) Conservacion a menos -80°C.
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4.4.2.2 CORTES HISTOLOGICOS Y TINCION

Las muestras fueron cortadas en un criostato (Leica CM 1860 UV) realizando
cortes de 5 ym de grosor, los cortes fueron recuperados en portaobjetos
previamente desengrasados y tratados con 10% de Poly-L-Lisina (Sigma-Aldrich)
para evitar el desprendimiento del tejido. Posteriormente se dejaron secar a
temperatura ambiente durante 2 horas y fueron fijados con acetona a -20°C. Una
vez fijados se dejaron secar a temperatura ambiente y las laminillas fueron

guardadas a -4°C hasta su procesamiento.

Se realizo tincion con Hematoxilina y Eosina (Anexo 2) sobre las muestras para la
interpretacion histolégica de los tejidos. Posteriormente se montaron con Entellan
New (Merck Millipore) para su preservacion y evaluacion histoldégica por

microscopia optica (Figura 4).
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Figura 4. Cortes histologicos y tincion. 1) Criéstato, 2) Muestras en poly-

freeze, 3) Colocacion del tejido para su corte, 4) Temperatura y grosor del
corte, 5) Inmersion en acetona a -20°c, 6) Tincion con h&E, 7) Muestra tefiida

con hematoxilina, 8) Laminillas tefidas.

4.4.3 DISGREGACION MECANICO-ENZIMATICA DEL TEJIDO

Se obtuvo una muestra de un tercer molar con diagndstico de pulpitis reversible
para la realizacién del frotis celular. El tejido pulpar se obtuvo con la misma
metodologia que describimos anteriormente, se colocé nuevamente en una caja

petri y secciond en pequeios trozos utilizando navajas de corte o hoja de bisturi
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estéril. Los fragmentos resultantes se incubaron a 37°C en agitacion constante
durante 35 minutos en un tubo de eppendorf de 1.5 ml con una solucion
enzimatica (1 ml de solucion Ringer con 3 mg de colagenasa tipo |, y 4 mg de
dispasa Sigma Chemical Co.). Enseguida se retir6 la solucién enzimatica mediante
centrifugacion a 300 g por 5 minutos y se aspiré el sobrenadante. Posteriormente
el pellet celular se resuspendié en 1 ml de PBS 1x, EDTA 2 mM y 2% suero fetal
bovino, se homogenizé y se tomo la totalidad de la suspensidn para ser filtrada a
través de organza para eliminar los restos de tejido que no pudieron ser
disgregados en su totalidad. Se depositd en un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se
centrifugd a 300 g durante 5 minutos. Se retir6 el sobrenadante por decantacion y

se resuspendio en 15 ul de PBS 1x (Figura 5).
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Figura 5. Proceso de Disgregacion enzimo-mecanica. 1) Obtencion de tejido

pulpar, 2) Dispasa, colagenasa y solucion de ringer, 3) Solucidon enzimatica, 4)
Incubadora con agitacion, 5) Centrifuga, 6) Resuspencion del pellet celular en
DMEM.

4431 FROTIS CELULAR

Para la muestra evaluada por esta técnica fue necesario depositar 5 pl de la
suspension celular obtenida a partir de la disgregacién enzimatica del tejido pulpar
adicionada con 5 pl de suero sanguineo sobre un portaobjetos previamente
desinfectado y desengrasado con etanol al 70%. Se realiz6 el frotis con la técnica
dos portaobjetos en angulo hasta obtener el extendido, el cual se dejé secar.

Posteriormente se realizd la tincidon de las laminillas obtenidas con hemocolorante
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rapido Hycel, el cual consta de una solucion fijadora y dos soluciones colorantes
amortiguadas, cuyos componentes dan por resultado una tincion clasica del tipo
Romanowsky que permite diferenciar las células, que por su morfologia y
composicidén fisicoquimica, requieren 2 colorantes de contraste para poder
identificar las diferentes estructuras celulares y asi reconocer procesos

patoldgicos.
4.5 ANALISIS ESTADISTICO

Se empled el software Microsoft Excel 2010 e IBM SPSS v. 20 para realizar
estadistica descriptiva y comparativa con una prueba de t-student de las variables

cuantitativas.

4.6 LUGAR DE REALIZACION

Laboratorios de Inmunologia y Microbiologia Molecular de la Facultad de Ciencias

Quimicas Bioldgicas, UAS.
4.7 FINANCIAMIENTO

Beca para estudios de posgrados CONACYT.

34



5 RESULTADOS

5.1 HISTOLOGIA DE PULPA DENTAL SANA

Se obtuvieron cortes histologicos a partir de 3 terceros molares sanos, se tifieron
con hematoxilina y eosina y se analizaron bajo microscopio éptico con la ayuda de

un patologo bucal a 40 X.

El tejido pulpar analizado es laxo y con abundantes células propias de la pulpa, asi
como fibras estructurales y espacios extracelulares. Fue posible identificar la zona

odontoblastica, rica en células y central de la pulpa (Figura 6).
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Figura 6. Corte histolégico de pulpa dental sana. Porcion radicular 1) zona

odontoblastica; 2) zona rica en células; 3) zona central.

Fue facilmente identificable la presencia de fibras de colageno (Figura 7) que se
extendian por todos los cortes y sobre cada una de las fibras una cantidad extensa
de fibroblastos (Figura 8), lo cual era de esperarse ya que es la célula mas
abundante del tejido pulpar. Se encontraron espacios vasculares, asi como

pericitos, comprobandose la amplia vascularidad en el tejido pulpar (Figura 9) y se
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visualizaron plexos nerviosos (Figura 10) demostrandose una vez mas, la
capacidad que tiene el tejido pulpar para reaccionar a efectos tanto nocivos como

fisiologicos.

Figura 7. Fibras de colageno. Se pueden observar fibras de colageno con
algunos fibroblastos y abundante vascularizacion
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Figura 8. Fibroblastos. Se observan células con morfologia ahusada
caracteristica de fibroblastos.
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Figura 9. Presencia de vasos sanguineos en un tejido conjuntivo fibroso

denso
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Figura 10. Plexo nervioso de Rashkow donde se observan los nucleos

ondulados de las células de Schwann

La presencia de células inmunitarias fue demostrada, ya que en cada una de las
muestras se observaron linfocitos (Figura 11), esto en la mayoria de los campos
estudiados, lo que nos demuestra que estas células estan dispersas por todo el

tejido pulpar, ademas fueron identificables muy pocas células polimorfonucleares.
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Figura 11. Linfocitos. Se encuentran sefaladas por circulos la presencia de 2
linfocitos, se aprecia la morfologia redonda y de un tamafio menor al de las

demas células, asi como un nucleo grande y escaso citoplasma.

Con la ayuda del microscopio Optico se analizaron cada uno de los cortes
obtenidos de las muestras de pulpa sana a 40X con la ayuda de un patdlogo

bucal. Se contabilizaron los linfocitos y neutréfilos encontrados en cada uno de los
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campos analizados. Los resultados de cada uno de los cortes analizados, el total y

el promedio de linfocitos por campo se resume en la tabla 1.

Tabla 1 Resumen total de datos en dental sana

Parametro N |Minimo|Maximo | Promedio | Desviacion Estandar
Campos 8 15 25 22.12 3.48
Neutrdfilos 8 0 3 0.5 1.06
Linfocitos 8 13 24 18.12 4.45
Linfocitos por Campo 8 0.52 1.26 0.83 0.22
Neutrofilos por Campo| 8 0 0.2 0.03 0.07

5.2 HISTOLOGIA DE PULPITIS REVERSIBLE

El tejido pulpar analizado se observo laxo y con abundantes células propias de la

pulpa, asi como fibras estructurales y espacios extracelulares. Fue posible

identificar las zonas morfolégicas de la pulpa, zona odontoblastica, zona rica en

células, zona pobre en células y zona central (Figura 12).
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Figura 12. Corte histolégico de pulpa dental con diagndstico de pulpitis
reversible. Se observa la camara pulpar completamente rodeada de

predentina y dentina.

Fue identificable una extensa red de fibras de colageno ( Figura 13) en distribuidas
por toda la pulpa dental, asi como la presencia de fibroblastos (Figura 14),

correspondiente con lo encontrado en la literatura. En todas las muestras se
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pudieron visualizar plexos nerviosos demostrandose una vez mas, la capacidad
que tiene el tejido pulpar para reaccionar a efectos tanto nocivos como fisiolégicos
(figuras 15, 16). Encontramos una ligera reduccion en la zona odontoblastica,
debido posiblemente a la irritacion contante, asi como una ligera zona de
calcificacion pulpar. Fue identificable una zona de inflamacion moderada en una

de las muestras con células con morfologia caracteristica de linfocitos (Figura 17).
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se encuentran en todo el tejido

Figura 13. Fibras de colageno tefiidas en rosa

pulpar dando estabilidad y sostén a las células que componen la pulpa dental.
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Figura 14. Fibroblastos relacionados a los haces de colageno, debido a que
estas células se encuentran constantemente produciendo y degradando la

matriz extracelular, es posible observarlos de manera ordenada.
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Figura 15. Presencia de espacios vasculares que atraviesan todo el tejido
pulpar, lo que permite una constante irrigacién, asi como permitir una

atraccion rapida de células inmunoldégicas.
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Figura 16. Plexo nervioso de Rashkow donde se observan los nucleos

ondulados de las células de Schwann
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Figura 17. Linfocitos. Observamos un foco inflamatorio con abundantes

linfocitos.

Con la ayuda del microscopio Optico se analizaron cada uno de los cortes
obtenidos de las muestras de pulpitis reversible, el analisis se hizo bajo 40x con la
ayuda de un patélogo bucal, se contabilizaron los linfocitos y neutréfilos

encontrados en cada uno de los campos analizados. Los resultados de cada uno

49



de los cortes analizados, el total y el promedio de linfocitos por campo se resume

en la tabla 2.

Tabla 2 Resumen total de datos en pulpitis reversible

Parametro N |Minimo|Maximo | Promedio | Desviacion Estandar
Campos 9 20 24 21.66 1.58
Neutrofilos 9 0 3 0.77 1.09
Linfocitos 9 15 37 25.11 7.81
Linfocitos por Campo 9 0.71 1.68 1.15 0.33
Neutrofilos por Campo| 9 0 0.13 0.03 0.05

Se empled el software Microsoft Excel 2010 e IBM SPSS V. 20 para realizar

estadistica descriptiva y comparativa con una prueba de t-student de las variables

cuantitativas de la tabla 1 y tabla 2, los datos obtenidos fueron graficados y

descritos (Graficas 1-3).
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5.3 ANALISIS COMPARATIVO

El promedio de campos analizados para los dos grupos fue similar, 22.12 +3.48
campos para el grupo de pulpa sana y 21.66 +1.58 campos para el grupo de

pulpitis reversible (p = 0.726) .

30
25

20

Campos
=
(9]

10

(6]

Pulpa Sana Pulpitis Reversible

Grafica 1. Campos analizados
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Se obtuvieron un promedio de 1.151 + 0.33 linfocitos por campo para el grupo de
pulpitis reversible y un promedio de 0.835 +0.22 linfocitos por campo para el grupo

de pulpa sana, lo cual fue estadisticamente significativo (p = 0.039)
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* p= 0.05. Prueba t-student

Grafica 2 Linfocitos por campo.
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En el analisis de las muestras obtenidas encontramos una diferencia en el
infiltrado linfocitario presente en ambos grupos, para el grupo de pulpitis reversible
tuvimos un promedio de 25.111 £7.81 linfocitos comparado con 18.125 +4.45 del
grupo de pulpa sana, lo que fue estadisticamente significativo (p = 0.042). Los
linfocitos juegan un papel importante no solo en la inmunidad adquirida, sino que
también ayudan a potencializar los efectos de la inmunidad innata, con base a los
resultados obtenidos consideramos que estas células tienen un papel importante
como mecanismo de defensa ante las agresiones bacterianas y sus subproductos

en los primeros estadios inflamatorios del tejido pulpar.

35 *
Tp=0.042
30
25
[%2])
9 20
5 |
£
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0
Pulpa Sana Pulpitis Reversible

* p= 0.05. Prueba t-student

Grafica 3 Promedio de Linfocitos totales.
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5.4 FROTIS PULPAR

Con la ayuda del microscopio Optico se analizaron cada uno de los frotis pulpares
cortes obtenidos de las muestras, el analisis se realiz6 bajo 10 y 40 X con la ayuda
de un patdlogo bucal, fue posible identificar linfocitos en todas las muestras
analizadas (figuras 18-20) lo que nos indica que el proceso de disgregacion

enzimatica permite conservar viables a las células pulpares.
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Figura 18. Linfocitos a 4X. Extendido celular donde se puede observar la
presencia de abundantes nucleos correspondientes a distintos tipos celulares.
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Figura 19. Linfocitos a 10x. Las flechas sefalan células con morfologia

compatible a la descrita en la literatura que pertenece a linfocitos.
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Figura 20. Linfocito a 40x. Se pueden observar la presencia de una célula con
un gran nucleo esférico tefiido de violeta-azul con escaso citoplasma

periférico.
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6 DISCUSION

El analisis de la pulpa dental mediante técnicas histoldgicas ha sido ampliamente
utilizada debido a su facilidad en la obtencién del tejido, asi como su
procesamiento, debido a esto se han logrado avances en la comprension de este
tejido tanto en salud, como durante los procesos patoldgicos. La descripcion
anatomica y la identificaciéon de los tipos celulares que la conforman han sido

cruciales (5, 27, 66).

Ricucci D y Siqueira JF en (2014 y 2017) Kenneth M. Hargreaves y Berman LH
(2016 y 2012), realizaron estudios en pulpas sanas mediante la técnica de H&E e
identificaron cada una de las zonas de la pulpa, no hubo reduccion en la longitud
de la capa odontoblastica asi como presencia de predentina ligada a los
odontoblastos, ausencia de dentina terciaria, focos inflamatorios y areas de
necrosis. En nuestro estudio encontramos las mismas caracteristicas histologicas
y morfoldgicas de las células, por o que podemos decir que realizamos un buen
diagnéstico clinico, el cual fue comprobable mediante el analisis histologico (4, 6,

68, 69).

Nuestros resultados concuerdan con los de Chin-Lo Hahn, William A. Falkler (14),
quienes mediante H&E y microscopio 6ptico no observaron focos inflamatorios en
muestras de pulpa sana. Sin embargo, en su grupo de pulpitis no se observaron
focos de inflamacién, a diferencia de nuestros resultados, en los cuales fue posible

encontrar un foco inflamatorio en una muestra con diagnéstico de pulpitis
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reversible con predominio de células redondas con nucleo grande y escaso

citoplasma, compatible con lo descrito histologicamente para linfocitos.

Ricucci, Loghin (68) reportaron que la pulpitis reversible puede tener una capa
odontoblastica reducida o aplanada, islas de calcificacién en todo el tejido pulpar,
con capas gruesas de dentina terciaria que reducen el volumen del espacio pulpar,
linfocitos y las células plasmaticas se ven reunidos en concentraciones moderadas
debajo de las areas mas profundas de penetracion de caries. Nuestros resultados
concuerdan con estos autores debido a que encontramos zonas con presencia de
calcificacion pulpar y un area con presencia de infiltrado linfocitario, asi como

disminucion ligera en la capa de odontoblastos.

Nuestros resultados no mostraron evidencia de areas de necrosis ni zonas de
colonizacion bacteriana en ninguno de los 2 grupos, lo cual concuerda con lo
reportado por Ricucci, Siqueira (69) quienes en su estudio utilizando pulpas sanas
y con pulpitis reversible no identificaron zonas de necrosis, dando como resultado

una similitud entre el diagndstico clinico e histopatologico.
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7 CONCLUSION

Se cuantifico en cortes histolégicos la presencia de linfocitos en pulpa sana y
pulpitis reversible, se identificé una mayor cantidad en pulpitis reversible (1.15 por
campo) comparado con los encontrados en pulpa sana (0.8 por campo),

presentando una diferencia estadisticamente significativa (p=0.039).

La disgregacidén enzimatica de la pulpa preserva la viabilidad celular, permitiendo

la identificacidn de linfocitos por frotis celular.

La presencia de linfocitos en pulpitis reversible revela su participacion en los
mecanismo de defensa frente a infecciones bacterianas y sus subproductos en los

tejidos dentales.

60



8 PERSPECTIVAS

Se sugiere continuar con la linea de investigacion enfocandose en la distribucion
de los linfocitos en todas las areas de la pulpa dental, con la finalidad de
comprobar si éstos son residentes de la pulpa dental o estan de paso con el tejido

sanguineo.
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10 ANEXOS

10.1 CONSENTIMIENTO INFORMADO

Este formulario de consentimiento informado esta dirigido a pacientes que son
atendidos en la Clinica de la Especialidad de Endodoncia de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Autonoma de Sinaloa, Campus Ciudad
Universitaria para invitarlos a participar en la investigacion titulada
“CUANTIFICACION HISTOLOGICA DE LINFOCITOS EN PULPA DENTAL

HUMANA SANA'Y CON PULPITIS REVERSIBLE".

Su participacion en esta investigacion es totalmente voluntaria. Usted puede elegir
participar o no, e independientemente de esto recibira todos los servicios que
solicite en esta clinica. Usted puede cambiar de idea mas tarde y dejar de
participar aun cuando haya aceptado antes. Aclaramos que no habra beneficio
para usted, pero su participacion nos ayudara a entender mejor la presencia de

células de la respuesta inmune en el tejido pulpar.

Esta propuesta ha sido revisada y aprobada por H. Comité Etica de la Facultad de
Odontologia, cuya tarea es asegurarse de que se protejan a los participantes en la
investigacion. Si usted desea ampliar la informacion respecto a esta investigacion
puede contactar al responsable de esta investigacion: Dra. Erika de Lourdes Silva
Benitez (Facultad de Odontologia) y Dra. Elsa Maribel Aguilar Medina (Facultad de
Quimica), teléfono 667-7137860 ext. 116; Universidad Autonoma de Sinaloa,

Avenida de las Américas y Universitarios, C.P. 80010.
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En caso de aceptar, yo (paciente) he

decidido participar en esta investigacion donde se obtendra dependiendo del caso
un tercer molar o tejido pulpar, lo cual no se afectara mi tratamiento. He leido la
informacion proporcionada o me ha sido leida. He tenido la oportunidad de
preguntar sobre ella y se me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que

he realizado.

Su firma indica que usted ha decidido tomar parte en este proyecto y que ha

leido y entendido la informacion proporcionada y explicada personalmente.

Firma de/la donador(a) Firma del testigo

Nombre y firma de la persona que obtuvo el consentimiento informado.
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10.2 TECNICA DE TINCION CON HEMATOXILINA Y

EOSINA

Para la tincion de las secciones de tejido pulpar, los portaobjetos fueron cubiertos
con hematoxilina de Harris durante un minuto para la colocacién nuclear y se
lavaron con agua tridestilada. Posteriormente se pasaron a etanol acido por 20
segundos para ser lavados y sumergidos en bicarbonato de sodio 0.02% por un
minuto como solucion mordiente y nuevamente fueron lavados. Finalmente se
cubrieron con eosina durante 10 segundos para generar contraste. Al término de
la tincidn las laminillas se colocaron en etanol al 70%, 95% y 100% durante 15
segundos en cada uno respectivamente. Por ultimo, se sumergieron en xileno 1

minuto y se dejaron secar a temperatura ambiente.
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