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Resumen

El colageno es uno de los principales componentes del tejido pulpar en la denticion humana.
Aunque se ha establecido en los dientes permanentes que el tipo | se encuentra en un 56%
y el tipo lll en un 42% aproximadamente, datos relacionados con su contenido en los dientes
deciduos no son especificos. Objetivo: Mostrar diferencias y similitudes mediante analisis
histoquimico del colageno presente en la pulpa de dientes deciduos y permanentes por
medio de la tincién Picro-Sirius Red de pacientes que asisten a la Facultad de Odontologia
de la Universidad Nacional de Colombia y la Fundacion HOMI. Materiales y Métodos: 10
tejidos pulpares de dientes permanentes y 14 de dientes deciduos fueron obtenidos para el
procesamiento y tincion con Picro-Sirius Red con el fin de realizar su observacién bajo el
microscopio de luz polarizada Nikon BX51. Resultados: se evidencio bajo luz polarizada la
presencia de haces de fibras colagenas tipo | en colores entre amarillo y rojo y la presencia
de colageno tipo lll como fibras de menor tamafio en un color de blanco a verde.
Conclusiones: cualitativamente se observo un predominio de colageno tipo lll en el tejido
pulpar de los dientes temporales mientras que en los permanentes fue méas notorio el tipo
l.

Palabras clave: collagen, tooth deciduous, dental pulp, permanent dentition.
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Abstract

Collagen is one of the principal components of the pulp tissue in the human dentition,
Although Has been established in permanent teeth the type | is 56% and type IlI
approximately 42%, data related to the deciduous teeth are not specific. Objective: Show
differences and similarities by histochemical analysis of collagen present in the pulp of
deciduous and permanent teeth through Picro-Sirius Red patients staining attending the
School of Dentistry National University of Colombia and the HOMI Foundation. Materials
and Methods: 10 pulp tissues of permanent teeth and 14 deciduous teeth were obtained
for processing and staining Picro-Sirius Red in order to perform its observation under the
light microscope polarized Nikon BX51 Results: was evident under polarized light presence
of collagen fiber bundles type | color between yellow and red and the presence of collagen
type Il as fibers smaller in color from white to green Conclusions: we could see qualitatively
a predominance of type Il collagen in the tissue pulp of deciduous teeth was observed while
the permanent was mostly type |

Palabras clave: collagen, tooth deciduous, dental pulp, permanent dentition.
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Introduccioén

El diente es una estructura altamente compleja. En su interior podemos encontrar un tejido
especializado compuesto por células, vasos linfaticos y sanguineos, y un gran niumero de
fibras. Este tejido recibe el nombre de pulpa dental. Las células alli presentes son capaces
de producir algunas proteinas que no se encuentran en ningun otro tejido del cuerpo y un
gran namero de proteinas estructurales de tipo colageno que cumplirdn ciertas funciones
en el mantenimiento de sus procesos fisiolégicos (1).

El ser humano cuenta con dos denticiones, una temporal, primaria o decidua que aparece
en las primeras etapas de la vida hasta aproximadamente los 12 afios de edad en donde
se realiza el ultimo recambio de estos dientes por los pertenecientes a la segunda denticion:
la denticiébn permanente, la cual estara por el resto de la vida (2).

La exfoliacion de los dientes deciduos esta acompafiada de una serie de eventos los cuales
produciran la atrofia del tejido pulpar y la reabsorcién radicular con el fin de dar paso a la
erupcién del diente permanente (2).

Se pueden encontrar multiples diferencias entre ambos grupos de dientes como por ejemplo
el grosor de los tejidos duros, los tamafos totales de cada diente en relacion a sus
sucesores e incluso la inervacion (1, 3), mientras que al hablar de colageno, al ser éste una
proteina tan importante, llegando a ocupar entre el 26% y 32% del peso de la pulpa en seco
(4), no se encuentran datos de su porcentaje en la pulpa de los dientes deciduos lo cual
genera incertidumbre sobre la presencia y funcion de esta proteina, en especial el tipo | y llI
que resultan ser los mas abundantes en este tejido en la denticiébn permanente.

Se ha observado que en los dientes permanentes, a nivel pulpar, se encuentra colageno
tipo 'y tipo lll en porcentajes de 56% y 42% respectivamente mientras que a nivel de dentina
(un tejido altamente mineralizado) el colageno tipo | predomina en un 98% de su
componente organico (5) mientras que tipo lll no esta presente en este tejido (6). En los
dientes temporales la informacién disponible al respecto no ha sido bien descrita.

Algunos estudios han analizado la expresion de genes en la pulpa de dientes permanentes
y deciduos encontrando una expresion diferencial para algunos de éstos dependiendo la
denticiébn analizada (7, 8). La expresion de colageno fue analizada por Kaukua y
colaboradores encontrando una mayor expresion del gen COL1A1 (gen que codifica para
el colageno de tipo I) en la pulpa de los dientes permanentes. Datos relacionados con el
colageno de tipo lll no son especificos para la denticion decidua (7).



Debido a la poca informacion relacionada con la distribucion del colageno tipo 'y lll (en la
denticién temporal principalmente) se planteo la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Qué distribucion histolégica tendra el colageno tipo | y lll en el tejido pulpar de los dientes
deciduos y permanentes de pacientes que asisten a la Facultad de Odontologia de la
Universidad Nacional de Colombia y la Fundacién HOMI?

Aunque existen varias tinciones para identificar colageno, la tincion con Picro-Sirius Red es
la Unica que permite identificar colageno tipo | y lll al mismo tiempo al ser observada bajo
microscopio de luz polarizada dando un tono amarillo-rojo para el tipo | (fibras gruesas) y
verde para el tipo lll (fibras finas o delgadas) mientras que bajo luz transmitida ambos tipos
de colageno se aprecian en un tono rojizo (9). Esta técnica fue utilizada por Abrahdo y
colaboradores para observar la presencia de colageno en gérmenes dentales permitiendo
ver esta proteina en tejidos que al ser teflidos con Tricromico de Masson no habia sido
identificada (10). De igual manera Picro-Sirius Red ha sido util para estudiar las
caracteristicas del coladgeno en tumores benignos y malignos de glandulas salivares
encontrando un predominio del colageno tipo | en tumores malignos y de colageno tipo lll
en el adenoma pleomaérfico (tumor benigno) (11).

El objetivo general de este trabajo fue: describir posibles diferencias mediante analisis
histoquimico del colageno presente en la pulpa de dientes deciduos y permanentes por
medio de la tincion Picro-Sirius Red de pacientes que asisten a la Facultad de Odontologia
de la Universidad Nacional de Colombia y la Fundacién HOMI.

Los objetivos especificos planteados son:

¢ identificar mediante analisis histoquimico la presencia y el tipo de colageno de la pulpa
de los dientes permanentes de los paciente que asisten a la Facultad de Odontologia
de la Universidad Nacional de Colombia y la Fundacién HOMI

¢ identificar Mediante analisis histoquimico la presencia de colageno en la pulpa de los
dientes temporales que asisten a la Facultad de Odontologia de la Universidad
Nacional de Colombia y la Fundacién HOMI

e Comparar mediante analisis histoquimico diferencias y similitudes entre la expresion
de colageno de los dientes temporales y permanentes

El siguiente trabajo analiz6 la presencia de colageno tipo | y lll en la pulpa de los dientes
deciduos y permanentes por medio de histoquimica utilizando para ello la coloracién Picro-
Sirius Red la cual es especifica para estos dos tipos de colageno y permite su diferenciacion
bajo microscopio de luz polarizada.



1.Generalidades denticion temporal y
permanente

Los humanos al igual que la mayoria de los mamiferos, se caracterizan por tener dos tipos
de denticiones, una primaria constituida por 20 piezas dentales (la cual también recibe el
nombre de denticion temporal, decidua, dientes de leche o caducos) y una denticion
secundaria o permanente, constituida por 32 elementos (16 por cada maxilar) (2).

La morfogénesis dental es un proceso el cual es regulado por interacciones secuenciales y
reciprocas entre el epitelio y el mesénquima en donde actlian moléculas de sefializacion
paracrinas la mayoria de ellas pertenecientes a las familias Wnt, Hedgehog, Factor de
crecimiento fibroblastico (FGF) y Factor de crecimiento transformante  (TGF) de la cual
hacen parte las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP). Durante este proceso el ectodermo
oral se engrosa, proyecta y pliega para dar forma al complejo que dara origen a la corona
del diente (12). La participacion de genes también es necesaria para el desarrollo normal
de la denticion. Genes Msx1 y 2 se expresan a nivel de la linea media en la region que dara
origen a los incisivos mientras que para la zona de molares se han identificado los genes
DIx1, 2, 5y 6 ademas del gen Barx1. La ausencia de estos genes no permitira la formacion
de los respectivos dientes de la zona donde actdan (13).

El proceso de formacién del diente comprende varios estadios: iniciacion, morfogénesis,
diferenciacion y maduracion. Luego de estos estadios el diente inicia su formacion radicular
y entra en proceso de erupcion (12). Los dientes estan formados por una serie de tejidos
mineralizados, incluyendo tres capas externas mineralizadas localizadas en la periferia del
diente: el esmalte, la dentina y el cemento. Estas capas rodean un tejido blando no
mineralizado localizado en la parte interna del diente, la pulpa dental (5).

Es posible identificar tres etapas en la denticibn humana. La denticion primaria comprende
la aparicion de los dientes deciduos aproximadamente al sexto-séptimo mes de vida
postnatal hasta el inicio del recambio de éstos por los dientes permanentes
(aproximadamente a los 6 afios); un periodo entre la denticién primaria y permanente, la
denticidn mixta, en la que es posible apreciar tanto dientes deciduos como permanentes en
bocay que dura de los 6 a 12 afios de vida; y por ultimo, la denticibn permanente la cual se
inicia con la aparicién del primer molar permanente por detras del segundo molar deciduo
(sexto afio de vida), se establece de los 17 a 21 afios de edad con la aparicion del tercer
molar y acompafia a la persona, si ésta tiene un buen cuidado de su salud oral, hasta el
final de la vida (2).

En el paso de la denticion primaria a la permanente, el tejido pulpar experimenta cambios
muy acelerados en el proceso de exfoliacién o caida del diente deciduo. Existe, en primer
lugar, una marcada disminucién del aporte sanguineo, lo que origina una progresiva atrofia



pulpar. Con posterioridad, los monocitos de la sangre circulante dan origen a las células
resortivas, denominadas odontoclastos y osteoclastos. Los primeros son los encargados de
la resorcion de todos los tejidos dentarios mineralizados, mientras que los fibroblastos
pulpares comienzan a actuar como flibroclastos y a eliminar progresivamente la matriz
extracelular del tejido pulpar y de las fibras (fibrindlisis) del ligamento periodontal. Los
osteoclastos y, en parte, los osteocitos son los responsables de la destruccion del hueso
alveolar (2).

La reabsorcién de los tejidos duros del diente deciduo esta a cargo de células que tienen
estructura y funcién similares a los osteoclastos: odontoclastos. El tejido periodontal se
desorganiza por completo, los fibroblastos cesan la sintesis de colageno y hay degradacion
del mismo. Las fibras periodontales se liberan del hueso y del cemento. Los vasos
sanguineos se comprimen localmente, lo que acelera el mecanismo de reabsorcién. Se
observa un marcado descenso del epitelio de unién, por perdida del aparato de sostén, lo
que conlleva a la movilidad del diente facilitando asi su exfoliacion (2).

La pulpa dental desde el punto de vista histolégico ofrece el aspecto de un tejido de
granulacion o atrofia pulpar, debido a ello, en general, la exfoliacién es un proceso indoloro.
Sin embargo, no se conoce con exactitud como ocurre la eliminacion de los tejidos blandos.
Todos estos mecanismos de resorcion, sumados a las fuerzas generadas por el desarrollo
de los gérmenes dentales permanentes producen la caida del diente deciduo. La funcién
de la pulpa no se halla comprometida mientras no se encuentre en comunicacion directa
con el medio externo o bucal aun cuando el piso de la camara pulpar estuviese en proceso
de resorcion fisiologica (2).

En cuanto a la anatomia, se han identificado las siguientes diferencias entre los dientes
temporales y permanentes (Figura 1-1) (1, 3):

1. Los dientes deciduos son mas pequefos en todas sus dimensiones respecto a los
permanentes correspondientes.

2. El grosor del esmalte y la dentina son menores en los dientes deciduos.

3. Laanatomia de la camara pulpar de los dientes deciduos se asemeja mucho a la de
la superficie de la corona, pero sus pulpas son mayores que las de los permanentes.

4. Los cuernos pulpares, en especial los mesiales de los dientes deciduos, estan mas
cerca de la superficie externa del diente que en los permanentes.

5. Las coronas de los dientes deciduos son mas anchas en sentido mesodistal
respecto a su longitud, que en los dientes permanentes.

6. La corona de los dientes deciduos tiene una mayor constriccién en la zona cervical
gue en los permanentes.

7. Los dientes deciduos, a diferencia de los permanentes, tienen superficies de
contacto anchas y planas.

8. Las raices de los dientes deciduos son mas largas, mas delgadas y mas estrechas
en comparacion con las de los permanentes.



9. Las raices de los molares deciduos comienzan su ensanchamiento méas cerca de la
zona cervical, y en la zona apical se encuentran mas separadas que las raices de
los dientes permanentes.

10. Las raices de los dientes deciduos presentan agujeros apicales mayores que las de
los permanentes. Esto conlleva a que comparativamente el riego sanguineo sea
mayor en deciduos que en permanentes. Esta diferencia explica la elevada
incidencia de reacciones inflamatorias en dientes deciduos.

11.La densidad de inervacion de los dientes deciduos es menor que en los
permanentes. Esta caracteristica podria explicar el por qué los dientes deciduos
sean algo menos sensibles a las técnicas restaurativas. Ademas, debe tenerse en
cuenta que con la reabsorcion de los dientes temporales se produce una
degeneracién de las células nerviosas y del resto de células de la pulpa.
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Figura 1-1: Seccion transversal de molares deciduos (derecha) y permanentes (izquierda)
Tomado de Cohen. Vias de la Pulpa (1)

Histolégicamente la pulpa es un tejido conectivo laxo especializado el cual se encuentra
encerrado dentro de los conductos radiculares y la camara pulpar por lo cual, con el pasar
de los afios, va disminuyendo de tamafio debido a la aposicion permanente de dentina por
parte de los odontoblastos. Se compone de materia organica en un 25% y agua el 75%
restante (3). EI componente organico comprende células (odontoblastos, fibroblastos,
macrofagos, células dendriticas, linfocitos, células mesenquimatosas indiferencias,
mastocitos), fibras (colagenas, reticulares y de oxitalano) y sustancia fundamental
(compuesta por glucosaminoglucanos, proteoglucanos, colageno, elastina, interleucina-1,
fibronectina) (3). La pulpa y la dentina funcionan como una unidad (1). En dientes
permanentes los odontoblastos y las células de Hohl forman la capa de la periferia de la
pulpa (5). Los odontoblastos se encargan de producir dentina y la pulpa necesita de la



proteccion ofrecida por la dentina y el esmalte. Es por esto que se habla de un complejo
pulpo-dentinal y no de cada tejido por separado (1).

Se pueden identificar varias capas conformando la pulpa dental entre las cuales
encontramos (de la periferia al centro) (figura 1-2) (1):

- La capa odontoblastica: inmediatamente luego de la predentina compuesta por los
cuerpos de los odontoblastos.

- Zona pobre en células o capa de Weil: formada principalmente por capilares
sanguineos, fibras nerviosas amielinicas y finas prolongaciones citoplasmaticas de
los fibroblastos

- Zonarica en células: la cual presenta un elevado nimero de fibroblastos y algunos
macroéfagos, células dendriticas y células mesenquimatosas indeferenciadas o
células madre

- La pulpa central: la cual es la masa central de la pulpa en donde se encuentran los
vasos sanguineos y nervios de mayor tamafio y en donde se destaca la presencia
de fibroblastos.
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Figura 1-2: Zonas morfolégicas de la pulpa. Tomado de Cohen. Vias de la pulpa (1)

Las células de la pulpa dental estan implicadas en la secrecion y reorganizacion de la matriz
extracelular rica en colageno. Los fibroblastos estromales pulpares (llamados también
pulpoblastos) constituyen la poblacion celular mas abundante de la pulpa; adicionalmente
podemos encontrar células progenitoras (células stem), neuronales, vasculares y del
sistema inmune e incluso, células no residentes (células multipotentes indiferenciadas las
cuales residen principalmente en la medula 6sea y llegan a la pulpa a través del foramen
apical) (5).



2.Colageno

En la pulpa encontramos dos tipos de proteinas estructurales: el colageno y la elastina. Las
fibras de elastina estan confinadas a las paredes de las arteriolas y, contrario al colageno,
no forman parte de la MEC (1).

El colageno comprende un tercio de la proteina total de los seres humanos. Mas de 28
diferentes tipos de coldgeno se han identificado (ademés de proteinas con dominios de
coldgeno) los cuales se nombran en nimeros romanos del | al XXVIIl y se clasifican en
distintos grupos como fibrilares (en donde podemos encontrar el tipo |, lll y V, entre otros),
formadores de redes (como el tipo IV), colageno asociado a fibrillas con triple hélice
interrumpida o FACIT (tipo IX, XII entre otros) y demas grupos (14-16).

El coldgeno esta conformado por tres cadenas polipeptidicas, designadas como al o a2,
dependiendo de la composicién y secuencia de sus aminoacidos (1). Cada cadena tiene
una repeticion de tripletas Gly-XY en donde la glicina ocupa cada tercera posicion y las
posiciones X y Y aunque pueden ser reemplazadas por cualquier aminoacido, son con
frecuencia ocupadas por prolina (28%) y 4-hidroxiprolina (38%) respectivamente (15),
siendo la tripleta GlyProHyp la mas comun (10.5%) en el colageno (16). De hecho, un cuarto
de los aminoacidos de colageno fibrilar cadena a son residuos de prolina de los cuales el
50% son 4-hidroxilados (17).

En la pulpa de los dientes humanos, la cantidad de colageno es del 26% y 32% del peso
desecado en premolares y molares respectivamente (4). El coldgeno tipo | y el tipo Il son
los principales subtipos de colageno de la pulpa de los dientes permanentes y se
encuentran en 56 %y 41 a 42.6 % respectivamente dejando un 2% para el colageno tipo V
(5). El colageno tipo | es la principal proteina del tejido conectivo de piel, hueso, dentina,
tendones y numerosos tejidos mas. Estd compuesto por 2 cadenas polipeptidicas iguales
llamadas al y una cadena ligeramente diferente llamada a2. Por su parte, el colageno tipo
lll est4d compuesto por 3 cadenas al idénticas. Este representa el 10 a 50% del colageno
total en los tejidos adultos tales como grandes arterias, pulmones, higado y piel (18).

Los genes responsables de la sintesis del colageno tipo | son COL1A1 (responsable de la
formacion de la cadena al) y COL1A2 (responsable de la formacion de la cadena a2)
localizados en los cromosomas 17g21.33 (brazo largo del cromosoma 17 en la posicién
21.33) y 7921.3 (brazo largo del cromosoma 7 en la posicion 21.3) respectivamente
mientras que el encargado de la produccién del colageno tipo Il es el gen COL3Al
localizado en el cromosoma 2g32.2 (brazo largo del cromosoma 2 en la posicion 32.2)
(figura 2-1) (19).
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Figura 2-1: Localizacién de los genes responsables de la formacién del colageno
tipo | (ay b) y tipo lll (c). Tomado de Genetic Home Reference —
National Library of Medicine (21)

A nivel pulpar, el colageno tipo | es sintetizado por los odontoblastos, osteoblastos y
fibroblastos, estos ultimos también se encargan de la sintesis del colageno tipo Ill (1). El
procolageno inicia su formacién en el reticulo endoplasmico (ER) en donde chaperonas
(como la chaperona colageno-especifica HSP47) y enzimas ayudan a su plegado y
trimerizacién. Los extremos C-terminales juegan un papel importante en el plegamiento del
procoldgeno ya que permiten la asociacion entre cadenas de procolageno monomericas y
determinan la selectividad de la cadena. La asociacién entre las cadenas de procolageno
es precedida por la formacion de enlaces disulfuro entre los extremos C-terminales (también
llamados C-propeptidos) individuales los cuales continuaran su plegamiento en sentido C-
N terminal (20).

La propagacion de la triple hélice del colageno necesita ciertas modificaciones como por
ejemplo la actividad de la peptidilprolina cis-trans isomerasa (PPI) (necesaria para convertir
la prolina a la forma trans) (22) y la prolil-4-hidroxilasa (P4H) (encargada de convertir la



prolina en hidroxiprolina) (23). Otro aminoacido que se puede encontrar hidroxilado en las
moléculas de colageno es la lisina la cual requiere alguna hidroxilasa perteneciente a la
familia de las lisil hidroxilasas para llevar a cabo esta funcion (24). La hidroxilacion de estos
aminoacidos estabiliza la estructura de la triple hélice y aumenta su temperatura de
desnaturalizacion (25).

Una vez conformada la triple hélice, la molécula de procolageno pasa del ER al aparato de
Golgi no sin antes adquirir la unidad terminal de amino&cidos conocida como telopeptido
(Extremo N-globular y C-propeptidos) (1, 20). Este transporte de ER a Golgi requiere la
accion de los complejos multiproteicos COPIl y COPI (coat complex protein). COPII esta
involucrado en la exportacion de carga desde el ER mientras que COPI, por su parte, media
el transporte retrogrado de las proteinas residentes del ER y las etapas posteriores de
transporte del ER a Golgi (26). Cuando estas moléculas llegan al aparato de Golgi, son
glucosiladas y almacenadas en vesiculas secretoras (1).

Las vesiculas se transportan hasta la membrana plasmética, y se secretan mediante un
proceso de exocitosis hacia el medio extracelular, con lo que se libera el procolageno. Fuera
de la célula, el telopéptido terminal se escinde por una enzima hidrolitica (procolageno Ny
C proteinasa) (27) , y las moléculas de propocolageno comienzan a unirse para formar
fibrillas de colageno. Se cree que la agregacion de propocolageno estd mediada de algun
modo por los glicosaminoglicanos (GAG). La conversion del colageno soluble en fibras
insolubles es el resultado del entrecruzamiento de las moléculas de propocolageno (figura
2-2) (1).

Cuando los odontoblastos son lesionados y destruidos, las células que los reemplazan
expresan genes especificos para colageno tipo | y lll mientras que las células que forman la
dentina reparativa sintetizan colageno tipo | pero no tipo lll (5).

Un estudio sobre la expresion de genes de colageno durante el desarrollo de los molares
de rata encontr6 ARNm de colageno tipos | y lll en los odontoblastos en desarrollo (28). Las
concentraciones de ARNm de colageno tipo | aumentaron al progresar la diferenciacion de
los odontoblastos, mientras que la expresion de los genes del colageno tipo Il disminuyo6 al
avanzar la dentinogénesis. Ademas de esto, el ARNm de colageno tipos | y lll se detectd
en las células mesenquimatosas de la pulpa dental (1).

Se ha observado que los genes que codifican proteinas de la matriz extracelular, como
colageno tipo | (COL1A1) y fibronectina fueron expresados de forma diferencial a favor de
las células de la pulpa de los dientes permanentes. Genes relacionados con la
diferenciacion celular tambien se encontraban en mayor proporcion en pulpa de los dientes
permanentes mientras que genes relacionados con la proliferacion celular, mitosis y divisién
estaban altamente expresados en los dientes deciduos. De igual manera se ha observado



gue la capacidad de regeneracion del tejido humano es mucho mayor durante la primera
infancia en comparacién con las posteriores etapas de la vida (7).
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Figura 2-2: Esquema de la sintesis de las fibras de colageno
Tomado de http://mmegias.webs.uvigo.es/5-celulas/imagenes/colageno2.png

Kim J-H y colaboradores por medio de microarrays de ADN compararon las expresiones
génicas de la pulpa de los dientes de ambas denticiones encontrando que 263 genes de
28869 (1,10%) presentaban diferencias significativas entre los tejidos. Mientras que 43
genes de la pulpa de dientes deciduos se expresaban mas del doble en comparacién con
el tejido pulpar permanente, este Ultimo a su vez presentaba 220 genes que se expresaban
2 0 mas veces en comparacion con el tejido pulpar de los dientes deciduos entre los cuales
sobresalian aquellos relacionados con la transduccién de sefales, la comunicacién celular,
la trasmisién sinaptica nervio a nervio y ciertas proteinas de unién a calcio (8).

Existen técnicas histol6gicas especificas para ver fibras colagenas en los tejidos como lo
son el método de impregnacion argéntica de Pearson, el tricromico de Masson y una en
especial que permite diferenciar bajo microscopia de luz polarizada fibras colagenas de tipo
| y Il llamada Picro-Sirius Red (9, 29), técnica que podria ser util al momento de querer
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observar la presencia de estos tipos de fibras en las pulpas de los dientes deciduos y
permanentes. Con Picro-Sirius Red las fibras de colageno muestran birrefringencia gracias
a que las unidades submicroscoépicas de la luz polarizada se orientan en direccion al eje de
la fibra lo cual permite apreciar el colageno tipo | en un tono amarillo-naranja-rojo y las fibras
de tipo lll en un tono verdoso(11).

Al ser el coldgeno una proteina tan importante, el siguiente estudio observé la presencia de
colageno tipo | y lll en las pulpas de dientes deciduos y permanentes utilizando la técnica
de tincion Picro Sirius Red. A continuacion se explicara el método empleado para
recoleccién de muestras y analisis de las mismas.
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3. Materiales y métodos

La muestra consistié en 10 pulpas de dientes permanentes y 14 pulpas de dientes deciduos.
El tamafio de la muestra se determind con base en el tamafio de la muestra de otros
estudios similares a este (3,4).

El estudio fue aprobado por el comité de ética de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Nacional de Colombia. Segun la Resolucion 8430 de 1993 del Ministerio de
Salud el estudio fue una investigacion con riesgo minimo, dado que las muestras fueron
obtenidas de dientes cuya extraccion estuvo indicada por motivos distintos a los del estudio.
Se obtuvo un consentimiento informado el cual fue firmado por parte de los adultos que
participaron en la investigacion. En el caso de menores de edad, el consentimiento
informado fue firmado por los padres o acudientes del nifio o adolescente. Igualmente se
obtuvo el asentimiento informado por parte de los menores de edad.

La extraccion del diente, la obtencién de la pulpa y el procesamiento de la muestra fue
realizada por personal idoneo en el campo correspondiente y en las condiciones de
bioseguridad pertinentes dentro de las clinicas de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Nacional de Colombia y la Fundacién HOMI.

Se respeto la autonomia, confidencialidad y privacidad de las personas que participaron en
el estudio. La muestra no fue rotulada con datos del paciente. Solo se realiz6 lo que fue
informado al paciente.

El tejido pulpar de los dientes permanentes se obtuvo de dientes cuya extraccién estaba
indicada (principalmente por razones ortodonticas), se encontraban vitales, no presentaban
procesos cariosos y su formacién radicular estaba completa. El tejido pulpar de dientes
deciduos se obtuvo de dientes cuya extraccién estaba indicada (dientes que durante el
inicio de la erupcién del permanente sucesor aun se mantenian en boca y dientes indicados
para extracciones seriadas con el fin de dar espacio a los permanentes), se encontraban
vitales, no presentaban procesos cariosos y presentaban méaximo 2/3 de reabsorciéon
radicular. Dientes deciduos y permanentes que presentaran algin tipo de alteracion
anatémica, caries o enfermedad periodontal fueron excluidos.

Una vez realizada la exodoncia se procedi6 a crear una franja con ayuda de una fresa de
diamante montada en una pieza de alta velocidad con irrigacion por todo el eje axial del
diente de vestibular a lingual/palatino iniciando por el extremo apical de la superficie
vestibular hasta rodear completamente el diente en su eje axial. El operador revisaba
constantemente la cercania con el tejido pulpar con el fin de no afectarlo durante la
preparacion. Una vez completada la franja, con ayuda de una 7A se procedio a ejercer
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palanca dentro de la ranura a nivel coronal con el fin de generar la separacion de los dos
fragmentos y exponer asi el tejido pulpar (figura 3-1).

Figura 3-1: diente permanente completo (a) y deciduo con media raiz reabsorbida (b)
seccionados y con el tejido pulpar expuesto listo para la recoleccion

Una vez obtenido el tejido pulpar, éste se almaceno en un vial que contenia formaldehido
al 10%, se rotul6 la muestra y se envio6 al laboratorio de patologia de la Universidad Nacional
de Colombia y se realiz6 el procesamiento en bloques de parafina. Las muestras fueron
tefiidas con Picro-Sirius Red siguiendo el protocolo estandarizado por el laboratorio de
Patologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia el cual es el
mismo que se encuentra en la pagina www.abcam.com (29).

Se procedio a observar las muestras en el microscopio Nikon BX51 con los sistemas épticos
para luz transmitida y polarizada por 4 observadores independientes posterior a calibracion
y de manera cualitativa se analizaron y compararon las muestras de dientes deciduos y
permanentes. Las imégenes fueron capturadas mediante el programa Infinity Capture
utilizando la camara Infinity 1-3c. del laboratorio de microspia de la facultad de geologia de
la Universidad Nacional de Colombia.
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4. Resultados

Las placas de las muestras procesadas fueron observadas bajo el microscopio de luz
polarizada Nikon BX51 y las imagenes capturadas gracias a la camara Infinity 1-3C
mediante el programa Infinity Capture. Los 4 observadores fueron calibrados observando
cortes histologicos de piel como control positivo la cual fue tefiida con Picro-Sirius red y se
observo tanto con luz transmitida como con luz polarizada a diferentes magnificaciones
(figura 4-1).

Figura 4-1: control de piel visto a 20x bajo luz transmitida (a) y luz polarizada (b)

Una vez calibrados los observadores, se procedio a observar las muestras primero bajo luz
transmitida seguido de la luz polarizada, siempre haciendo la comparacion histolégica que
nos daba la luz trasmitida con lo encontrado bajo luz polarizada (figura 4-2 y 4-3) y se
observo, con el fin de hacer comparacion, a magnificaciones de 20x y 40x en algunas
laminas. Aunque los observadores observaron muestras por los oculares del microscopio
directamente, la comparacion final fue realizada por los 4 observadores en las fotos
realizadas de cada placa en la pantalla de un computador.

Para realizar la lectura se tuvo en cuenta el parametro de los controles positivos de piel
donde se observaron haces de fibras de colageno tipo | en una determinada proporcion
comparada con haces muy pequefios que por descarte y al no tener la organizacion
caracteristica del tipo | bajo la luz polarizada, se determin6 que correspondian a colageno
tipo lll u otro tipo de éste.
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500 pm a

Figura 4-2: corte histolégico de tejido pulpar de diente deciduo tefiido con
Picro-Sirius Red a 4x bajo luz transmitida (a) y luz polarizada (b)

Después de observar bajo microscopio, se procedieron a ver las imagenes en el

computador colocando una imagen perteneciente al tejido pulpar de los dientes deciduos al
lado de una imagen de la muestra del grupo de los permanentes al mismo aumento.
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Bajo luz transmitida los cortes adquirieron un color caracteristico rojizo e histolégicamente,
descrito por los histélogos y patélogos presentes, se determiné que los haces de mayor
diametro y organizacién correspondian a colageno tipo I. Previamente se identificaron las
zonas histoldgicas de la pulpa (en los cortes que lo permitieron) descritas en los libros.

500 pm

Figura 4-3: corte histolégico de tejido pulpar de diente permanente tefiido con
Picro-Sirius Red a 4x bajo luz transmitida (a) y luz polarizada (b)

Una vez seleccionado un campo especifico se pasdé a luz polarizada observando la
diferencia de colores en tonos ubicados entre el amarillo y el rojo correspondiente, seguin
la técnica y lo determinado por los observadores bajo luz transmitida, a colageno tipo |. En
otras zonas del campo con menos organizacion y en menor tamafio, estructuras que
mostraban un color blanco verdoso correspondiente a colageno tipo lll. Se pudo determinar
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también que al rotar el porta objetos con el fin de girar el campo, el eje de luz cambiaba
haciendo cambiar el color de las estructuras analizadas en el momento pero, al volver a
observar la muestra bajo luz transmitida, se podia determinar que la muestra correspondia
a una estructura mas 0 menos organizada y asi ser catalogada como colageno tipo | o llI
independientemente del cambio de color (Figura 4-4).

Figura 4-4: a) muestra observada bajo luz transmitida; b) muestra observada bajo luz
polarizada; c) muestra anterior rotada 90 grados donde se evidencia el cambio de color de
las fibras alrededor del fragmento dentinal.

Al realizar la observacién de las placas se descartaron algunas de éstas por presentar
errores durante el procesamiento (dobleces o fallas en la fijacion) o que al momento de la
observacién bajo el microscopio no permitian identificar correctamente las estructura del
tejido pulpar por lo cual la muestra final fueron 8 tejidos pulpares de dientes deciduos y 8
de dientes permanentes.
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La mayoria de los tejidos pulpares de dientes permanentes fueron premolares de pacientes
entre 18 y 25 afos de edad con extraccién indicada por el ortodoncista tratante (7 en total)
y un central superior de una paciente adulto mayor cuya extraccion fue indicada con fines
restaurativos.

Los dientes temporales correspondieron a nifios entre 5y 12 afios de los cuales 7 tenian
formacion radicular completa y uno se encontraba en proceso de reabsorcidn fisioldgica la
cual ya habia comprometido 2/3 de la raiz. En todos los casos se realizaron extracciones
seriadas con el fin de brindar espacio para la erupcion de los dientes permanentes.

Algunas muestras presentaban bajo luz polarizada un color azul lo cual correspondia a un
artificio de la lamina. Se ignoré ese color.

Bajo luz transmitida se pudieron identificar estructuras como vasos sanguineos incluso a
mayor aumento, células endoteliales. Algunas muestras presentaban fragmentos de tejido
mineralizado con forma tubular correspondiente a dentina los cuales posteriormente, bajo
luz polarizada, se tefiian con un color rojo debido a su alto contenido de colageno tipo |
(figura 4-5).

v p b g R 4

A g .mu_“' /
Figura 4-5: Dentina y tejido pulpar tefiido con Picro-Sirius Red en un diente

deciduo visto bajo luz transmitida (a) y luz polarizada (b) y un diente
permanente visto bajo luz transmitida (c) y luz polarizada (d).
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Bajo luz polarizada, al observar algunas muestras, se apreciaba en el tejido pulpar de los
dientes deciduos fibras finas color verde correspondientes a colageno tipo lll (figura 4-6)
mientras que en dientes permanentes se apreciaban mas facilmente fibras de mayor calibre
color amarillo-anaranjado correspondiente a colageno tipo | (figura 4-7).

A un aumento de 40x se observo en el tejido pulpar de los dientes deciduos haces de fibras
coldgenas delgadas las cuales, por su composiciébn y comparacion con la histologia,
correspondian a colageno tipo lll observadas en color verde (figura 4-6). Este patron fue
observado incluso en la muestra correspondiente al diente deciduo en proceso de
reabsorcion fisioldgica (Figura 4-6d) mientras que el coldgeno tipo | fue més evidente en los
dientes permanentes (Figura 4-7) y se hizo méas notorio en la pulpa del incisivo superior de
la persona adulto mayor (Figura 4-7d).

Figura 4-6: Diente deciduo sin proceso de reabsorcion fisiologica tefiido
con Picro-Sirius Red a 40x visto bajo luz transmitida (a) y luz polarizada (b); diente
deciduo en proceso de reabsorcion fisiolégica que compromete hasta el tercio medio
radicular tefiido con Picro-Sirius Red a 40x bajo luz transmitida (c) y luz polarizada (d).
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Figura 4-7: Premolar de adulto de 23 afios de edad con tincion de Picro-Sirius Red a un
aumento de 20x bajo luz transmitida (a) y luz polarizada (b). Tejido pulpar de incisivo
central superior de paciente de la tercera de edad con tincién de Picro-Sirius Red a 40x
bajo luz transmitida (c) y luz polarizada (d)
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5. Discusion

La técnica Picro-Sirius Red permitié observar la presencia de colageno tipo | y lll en los
tejidos pulpares de dientes deciduos y permanentes por medio de microscopia de luz
polarizada, similar a lo encontrado por el doctor Abrahdo y colaboradores los cuales
mostraron que la tincién con Picro-Sirius Red permitia identificar colageno tipo | y lll en la
papila apical de gérmenes dentales luego de que anteriormente no observaran colageno
con otra coloracién especifica para ésta proteina como lo es el tricrémico de Masson (10).

En este estudio se observaron las muestras a nivel coronal, tercio medio y apical (cuando
fue posible) en vista de lo encontrado por Van Amerongen y colaboradores los cuales
observaron tanto en terceros molares como en premolares una mayor disposicion de esta
proteina a nivel del tercio medio y la menor cantidad a nivel del tercio coronal (4).

Realizar la captura de las imagenes con el programa Infinity Capture facilité la comparacion
cualitativa de las muestras a diferentes aumentos ya que permitia a todos los observadores
dar su opinién y discutir al mirar todos una misma zona o estructura al tiempo, contrario a
la vista directa en el microscopio el cual solo permitia un concepto a la vez sobre lo que se
estaba observando.

A pesar de ser un andlisis cualitativo, los 4 observadores coincidian en que el tejido pulpar
de las dos denticiones presentaba una distribucion distinta, histolégicamente hablando,
asociado principalmente al patrén de organizacién que presentaban las fibras colagenas,
sin la identificacion en este punto del tipo al que pertenecia.

Aunque el principal criterio clinico para la eleccion de las muestras era que el diente
estuviera sano, en algunas zonas del tejido pulpar de los dientes permanentes se observo
una gran acumulacion de zonas que por su morfologia podrian corresponder a un infiltrado
inflamatorio asociado a algin proceso crénico por un evento traumatico o la agresion
generada por el movimiento ortodéntico

Aunque Picro-Sirius Red estad disefiada para ser observada principalmente bajo luz
polarizada, bajo luz transmitida es posible observar algunas diferencias entre los tejidos.
Cualitativamente, haces de fibras coldgenas de mayor didmetro y organizacion
correspondiente a colageno tipo |, predominaron en el tejido pulpar de los dientes
permanentes. El colageno tipo lll, aunque era dificil de identificar por su tamafio, se podia
observar en una distribucion con forma de malla por el entrecruzamiento de haces de fibras
delgadas, hallazgo que fue més predominante en el tejido pulpar de los dientes deciduos
comparado con el de los permanentes.
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Otros hallazgos cualitativos bajo luz transmitida fue la presencia de un gran namero de
vasos sanguineos y mayor componente celular en el tejido pulpar de los dientes deciduos,
comparado con el de los permanentes. Este andlisis histolégico podria correlacionar el
tejido pulpar de los dientes permanentes con un tejido mucho mas estable en cuanto a su
metabolismo debido a la estructura mas organizada de los haces de fibras colagenas.

Se observo con una mayor facilidad las zonas histoldgicas del tejido pulpar en los dientes
permanentes comparado con los deciduos. De igual manera, sin luz polarizada, se hicieron
evidentes fragmentos de dentina los cuales fueron utilizados como control positivo para
identificar colageno tipo | bajo luz polarizada debido a la alta presencia de esta proteina en
ese tejido (98% (5)).

Al pasar a observar los mismos campos bajo luz polarizada, el tono rojizo y fondo blanco
gue se apreciaba bajo luz transmitida desaparece y aparece una imagen completamente
distinta debido a los cambios en la luz y su direccion y los efectos birrefringentes pasando
a observar ahora un fondo oscuro con colores en las fibras coladgenas que van de un
amarillo a rojo para el colageno tipo | y blanco verdoso para el tipo lll. Podemos especular
que el corte de las muestras en los bloques de parafina al ser de 5 micras podria llegar a
afectar el paso de la luz polarizada pero esto no ha sido descrito ni comprobado.

En algunas muestras se observaron sombras de color azul las cuales fueron catalogadas
como artificios y no se tuvieron en cuenta para el analisis de las imagenes.

Al ver bajo luz polarizada se pudo identificar haces de fibras colagenas tipo | al comparar el
hallazgo histolégico bajo luz transmitida en colores que se encontraban entre el amarillo y
el rojo. Las fibras de tipo lll al ser mas delgadas, de menor calibre y tamafio y al presentar
esta disposicién en forma de malla y no de haces como el tipo | resulto ser mas dificil de
identificar bajo luz transmitida pero al pasar a luz polarizada era evidente su presencia al
ser observadas con colores que iban desde el blanco hasta el verde.

Cabe insistir en la disposicion organizada en haces de gran tamafio del colageno tipo |y en
la distribucién dispersa y no en sitios localizados, en mallas o entrecruzadas y de menor
tamafio del colageno tipo lIl.

Al hacer la comparacion cualitativa y subjetiva de ambas muestras (tejido pulpar de dientes
permanentes y deciduos) se pudo observar un mayor predominio de haces de fibras
colagenas tipo | en el tejido pulpar de los dientes permanentes con respecto a los dientes
deciduos. Esto puede corresponder, de acuerdo a la histologia, a un cuadro de tejido
conectivo laxo con mayor adaptacién al medio. De igual manera esto podria ser una
explicacion a la larga durabilidad del tejido pulpar de los dientes permanentes comparada
con la corta durabilidad (en cuanto a la relacién de vida) del tejido pulpar de los dientes
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deciduos necesariamente acompafiado de otros factores diferenciales que produzcan esta
diferencia en vida y funcionalidad entre ambos tejidos pulpares.

Un analisis cualitativo de las muestras analizadas permitié ver una distribucion equitativa
con un ligero predominio de colageno tipo | en la pulpa de los dientes permanentes lo cual
concuerda con lo registrado en la literatura (5). Sin embargo, al analizar el tejido pulpar del
incisivo central superior perteneciente a la paciente adulto mayor es evidente el predominio
de fibras colagenas tipo |, esto puede estar asociado a una mayor actividad fibroblastica de
los fibroblastos remanentes en el tejido pulpar (30). Morse sefiala que conforme avanza la
edad el numero de fibroblastos va disminuyendo, fenbmeno que va acompafiado de un
aumento en el numero de fibras colagenas pero no por el aumento en la produccion de
éstas si no por la reduccion en la capacidad de degradacion de estas fibras (31).

Al analizar el tejido pulpar de los dientes deciduos se observa una gran diferencia en cuanto
a la presencia de colageno tipo | y lll siendo este ultimo el predominante, muy por encima
de lo encontrado en los dientes permanentes. Sabemos por el estudio de Kaukua que el
gen relacionado con la formacién del colageno tipo | (COL1A1) se expresa mayormente en
el tejido pulpar de los dientes permanentes en comparacion con los deciduos (7).

La calibracion de los observadores fue dificil para el estudio debido a la birrefrigencia que
presentan las fibras colagenas dependiendo el &ngulo en el que sean vistas. Este desafio
Optico se hace evidente en la figura 4-5d en la cual se evidencia un haz identificado como
tipo | principalmente por su tamafo, en la cual las fibras orientadas en cierta direccién
muestran un color amarillo-anaranjado descrito para este tipo de fibras pero al recorrer la
fibra y observar haces en una direccion perpendicular, el tono adquirido por estas fue el
correspondiente al colageno tipo lll (verdoso). Aunque puede haber presencia de colageno
tipo | y lll en una misma zona, el tamafio de la fibra indica ser un haz de colageno tipo .

En la figura 4-4 se hace evidente nuevamente esta alteracion en el color producida por la
disposicién de las fibras al momento de analizarse. Note como la muestra presenta un
fragmento de dentina en su interior el cual presenta una mezcla de tonos amarillos-naranjas
pero con alguna presencia de puntos verdes lo cual en un primer momento, debido a lo
indicado por la tincién, corresponderia a colageno tipo lll pero al revisar la literatura y no
encontrar presencia de este tipo de colageno en la dentina, es evidente que la disposicion
desordenada de estos tubulos dentinales estd produciendo ese patrén multicolor en la
imagen.

En la literatura revisada no se encontréd informacioén alguna sobre la observacion de las
muestras a diferentes angulos por lo cual pone en duda el uso clinico para la deteccion de
colageno en algunas patologias tumorales ya que de basarse solo por el color, se podria
estar identificando colageno tipo | cuando en realidad es tipo Il (o viceversa).
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En las muestras observadas, basados en el color y el tamafio de las fibras se hizo evidente
un predominio cualitativo del colageno tipo lll en los dientes deciduos. El tejido pulpar de los
dientes permanentes presento cualitativamente un ligero equilibrio entre colageno tipo | y Il
inclinandose un poco mas hacia el tipo I, lo cual concuerda con la literatura revisada.
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6.1

6.2

6. Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

La tincién histologica Picro-Sirius Red permitio identificar la presencia de colageno
tipo |y lll en las pulpas de los dientes deciduos y temporales

El tejido pulpar de los dientes permanentes presenta bajo luz transmitida una mayor
presencia de haces de fibras coldgenas de mayor tamafio y mas organizacion de
las capas histolégicas en comparacién al tejido pulpar de los dientes deciduos

La luz polarizada permiti6 observar un mayor predominio de colageno tipo | en el
tejido pulpar de los dientes permanentes mientras que en los deciduos predominé
el colageno de tipo lll

Al observar cualitativamente el tejido se ve el predominio del colageno tipo Il en el
tejido pulpar de los dientes deciduos

En el tejido pulpar de los dientes permanentes se observa cualitativamente una
distribucion similar entre el colageno tipo | y lll siendo el tipo | un poco mas abundante

Todas las observaciones realizadas en este estudio son descriptivas y cualitativas

Recomendaciones

Realizar un estudio cuantitativo que permita esclarecer los porcentajes de colageno
en las pulpas de los dientes deciduos

Debido al fenémeno de birrefringencia presente al momento de ver las muestras con
Picro-Sirius Red bajo luz polarizada se hace necesario confirmar los hallazgos
obtenidos con pruebas complementarias de inmunohistoquimica

Independientemente del tipo de coldgeno, es evidente su abundante presencia a

nivel de todo el tejido pulpar lo cual lo hace una proteina de bastante interés para
futuras investigaciones
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