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RESUMEN

El diente puede enfermar por caries, con destruccion de tejidos duros exponiéndolo a gérmenes, provocando inflamacién y dolor, siendo factor
de riesgo la dieta cariogénica. Nuestros objetivos fueron visualizar los componentes del 6rgano pulpodentinal en ratas, comparar métodos de
medicion de caries y observar modificaciones en pulpas sometidas a dieta cariogénica. Se utilizaron ratas endocriadas lineas “1” y “e” al destete,
divididas en dos grupos (-G1 y -G2), alimentadas con balanceado rata-ratén. E1 -G2 fue suplementado con sacarosa 10% en agua de consumo ad
libitum y se sacrificaron secuencialmente. Con lupa, explorador y Rodamina se detectaron caries cavitadas e incipientes. Las mandibulas fueron
separadas quirdrgicamente, fijadas en formol 10%, desmineralizadas en dcido nitrico 8%, tratadas con colagenasa tipo II, incluidas, cortadas a 5
um, coloreadas y examinadas con microscopio 6ptico a 100 y 450 aumentos. El infiltrado de zona basal se clasifico como ausente al no
visualizarlo, parcial y total al ocupar 75% y 100% del perimetro pulpar. Las diferencias en las frecuencias de caries fueron analizadas con la
prueba de chi-cuadrado y nivel de significacién 5%. El 6rgano pulpodentinario permanecié unido, la proporcion de caries incipientes fue mayor

y labasal pas6 de parcial a totalmente infiltrada en linea “e” -G2, lo que podria deberse a factores medio ambientales y ala dieta cariogénica.

Palabras claves: caries, colagenasa, dieta cariogénica, pulpa dental.

ABSTRACT
Tooth can get ill by carious, with destruction of hard tissues exposed to germs, causing inflammation and pain, being the cariogenic diet a risk
factor. To visualize the pulpodentinal components complex in rats, to compare measurement carious teeth methods and observe pulps

u

modifications undergoing cariogenic diets. Rats inbred “1” and “e” lines were investigated, separated in G1 and G2 groups, nourished with a
balanced rat-mouse diet. -G2 was supplemented with sucrose 10% in water ad libitum and then sacrificed sequentially. With magnifier, explorer
and rhodamine cavitated and emerging carious were detected. Jaws were surgically separated, fixed in formalin 10%, demineralized in 8% nitric
acid, treated with collagenase Type II, included, cut 5 pm, colored and examined with light microscope 100-450 magnification. The basal area
infiltration was considered absent when it was not visible, partial and total when they occupied 75% and 100% of pulp perimeter. Results were
analyzed with Chi-square test and significance level 5%. Pulpodentinal complex remained joined, incipient carious proportion was higher and

the basal was partial or fully infiltrated inline “e” -G2, what could be due to environmental factors and cariogenic diet.
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INTRODUCCION

La pulpa dental es un tejido conjuntivo blando que
se encuentra como componente central del diente
rodeado por tejido conjuntivo mineralizado, formando
ambos el complejo u érgano pulpodentinario, unidad
embrioldgica, estructural y funcional de la pieza dental.
Por las diferencias de consistencia enunciadas, este
complejo es de dificil visualizacién en forma conjunta,
por lo que fueron ambos estudiados con diferentes
técnicas histolégicas y sus resultados analizados sepa-
radamente (1). La pulpa clinicamente sana presenta sus
componentes en zonas estructuralmente definidas
desde afuera hacia dentro. Periféricamente se encuen-
tran los odontoblastos, formando una empalizada
denominada membrana de Eboris; por dentro, la basal
de Weil o zona pobre en células con notoria ausencia de
elementos celulares, atravesada por capilares; luego la
zona celular rica en células y por tltimo la central con
ramas terminales de vasos y nervios (2).

Debido a su ubicacién, la pulpa es de dificil
obtencidn, pero una vez separada puede ser procesada
con técnicas de rutina y sometida a coloraciones. La
dentina se analiza con técnica por desgaste en su
aspecto inorganico. Algunos autores interesados en la
visualizaciéon de uno de sus componentes orgénicos,
como el proceso del odontoblasto, combinaron
criofractura, descalcificacion y digestion parcial con
colagenasa y lograron describirlos (3).

El diente expuesto al medio bucal es susceptible de
enfermar por caries, enfermedad infecciosa compleja
caracterizada por desmineralizaciéon y destrucciéon de
los tejidos duros del diente que expone la superficie
dentinal al medio bucal y a los gérmenes, provocando
inflamacién, migraciéon celular hacia la zona basal,

vasodilatacion y exudado, que originan dolor (4, 5).

Siendo un factor deriesgo la dieta cariogénica.

A fin de obtener un modelo que nos permita estu-
diar las modificaciones que ocasiona el avance de la
caries, los objetivos de este trabajo fueron: a) utilizar la
combinacién de técnicas anteriormente utilizadas que
nos permitieran visualizar unidos los componentes del
6rgano pulpodentinal en ratas; b) comparar los métodos
de medicién de caries y c) observar las modificaciones

endichas pulpas enratas sometidas a dieta cariogénica.

MATERIALES Y METODOS

En un trabajo previo aplicamos una combinacién de
desmineralizacién y eliminacién de fibras colagenas con
el uso de la enzima colagenasa tipo II, logrando
visualizar el érgano pulpodentinal en dientes humanos
con pulpas sanas (6). Continuando con este proyecto de
largo alcance, en esta etapa aplicamos la misma técnica
para la preparacion de las muestras y observamos
histol6gicamente los cambios producidos en pulpas de
ratas.

“ 1//

Se utilizaron 27 ratas endocriadas linea al

destete, 21 dias de edad, divididas en dos grupos -G1
con alimento balanceado rata-ratén y -G2 con igual tipo
de alimento suplementado con una solucién de sacarosa
al 10% diluida en el agua de consumo ad libitum. Se

aplicé la misma metodologia en 15 ratas endocriadas

“ 1
e

linea . Las ratas de la linea “1” fueron sacrificadas a

los 14,21, 28 dias y las de lalinea “e” alos 21, 28 y 35 dias.
Ambas lineas de ratas se obtuvieron en el criadero de la

Facultad de Ciencias Médicas de Rosario. Las ratas linea

“ I”

“e” son blancas de menor masa corporal. Las de linea

“u

resultaron de la cruza entre una rata “e” prehada

accidentalmente por una Rattus ratus originando entre
sus crias un macho de color negro el que fue apareado

“u 1
e

con hembras de la linea . De estas crias fueron
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seleccionadas las negras, de mayor masa corporal y
6sea, denominadaslinea “1” (7).

Las superficies oclusales de primeros, segundos y
terceros molares del maxilar superior y de la mandibula
(en total 12 superficies por rata) fueron examinadas con
lupa y explorador dental para la detecciéon de caries
cavitadas oclusales (CCO), luego fueron pinceladas con
Rodamina y se lavaron las superficies para la deteccion
de caries incipientes (CI). Las mandibulas fueron
separadas quirdrgicamente, fijadas con formol al 10%,
desmineralizadas en acido nitrico al 8%, tratadas con
colagenasa tipo I, incluidas en parafina, cortadas a 5
pum de espesor, coloreadas con hematoxilina-eosina y
examinadas con microscopio de luz a menor (100X) y
mayor (450X) aumentos.

El infiltrado de la zona basal se midié con ambos
aumentos clasificindoselo en ausente al no ser
visualizado, parcial al ocupar hasta el 75% y total al

extenderse al 100% del perimetro pulpar.

Las comparaciones entre grupos se analizaron

aplicando Pruebas de Chi-Cuadrado. Se trabaj6 con un
nivel de significacion del 5%. Para el analisis estadistico
de los datos se utilizé el programa STATA 9.1 (Stata
Corp, College Station, Texas, USA, 2005).

RESULTADOS

A menor aumento, los tejidos del 6rgano pulpo-
dentinario permanecieron unidos y sus componentes
pulpares, conservados. A mayor aumento, se observo la
union existente entre pulpa y dentina a través de los
odontoblastos de la membrana de Eboris y se visualizé
el nacimiento delos procesos (Fig. 1).

Al analizar el total de animales estudiados, se
encontrd que la proporcion de dientes cariados fue del
61% enG1y del 81% en G2, si bienla diferencianollegé a
ser estadisticamente significativa (p=0,09) (Grafico 1).

De 36 superficies examinadas de molares en la linea
“1” en el G1 se lograron analizar 13 pulpas a los 14 dias,
12alos21y22alos28. Enel G2 fueron 20,24 y 19 pulpas

respectivamente. En linea “e” G1, de 24 superficies de

Figura 1. Componentes del 6rgano pulpodentinal con la técnica de desmineralizacién y coloracion de hematoxilina-eosina, a
menoraumento (A) y odontoblastos y procesos a mayor aumento (B)
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Grafico 1. Presencia de caries en ambos grupos (%).
Prueba Chi- cuadrado: p=0,09

molares analizadas se lograron examinar 5, 10 y 10
pulpas. En G2,17,17 y 18 pulpas sin dobleces, fracturas
ni pérdidas. La proporcion de piezas con caries
discriminadas segtn linea, dia de evaluacién y dieta
(Grafico 2). Si bien ninguna de las diferencias
observadas alcanz6 significado estadistico.

EnTabla 1 se muestran resultados observados sobre
el total de superficies oclusales examinadas en los

“u_

dientes de ratas “1” y “e”. Se cuantific6 el ntiimero de
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Grafico 2. Deteccion de caries en Linea “1” y “e”.

caries y se las distribuyé de acuerdo al método de
detecciéon utilizado y a la dieta recibida. No se
encontraron diferencias significativas en la proporcion
de lesiones halladas entre G1 y G2. Se observo que en los
animales de la linea “1”, la proporciéon de CCO fue
significativamente mayor que la de CI, en ambos
grupos. La proporciéon de CI sobre CCO en ratas de la
linea “1” mostré diferencia significativa tanto en G1

como G2.

G1: Dieta Normal G2: Dieta Cariogénica
CI CCO | TOTAL CI CcCo TOTAL
SE SE
n (%) n (%) | lesiones n (%) n (%) lesiones
Pruebas Chi-cuadrado:
Linea “1” Total de lesiones linea “1”: G1 versus G2
- segun dia: p=0,72
14 dias | 36 0 (0,00 | 20(55,6)| 20(55,6)| 36 0 ©00) | 19(528)| 19(52,8) | Total de lesiones linea “o”: G1 versus
21dias | 36 | 11(30,6) | 12(33,3)] 23(63,9)| 36 | 13(36,1)| 17 (47,2)| 30 (83,3)| G2 segun dia: p=0,82
Total de lesiones ambas lineas: G1
28 dfas | 36 9(250) | 21(58,3)| 30(83,3)| 36 | 10(27,8)| 21(58,3)| 31(86,1)| versus G2 segun dia: p=0,77
CI versus CCO en G1, linea “1”: p=0,002
TOTAL | 108 | 20 (18,5 | 53 (49,1)| 73(67,6)| 108 | 23 (21,3) | 57(52,8) | 80 (74,1) | I yersus CCO en G2, linea “1”: p=0,004
Linea “e” CI versus CCO en G1, linea “e”: p=0,34
21 dfas | 24 3(125) | 12(50,0)| 15(62,5)| 36 | 13(36,1) | 15(41,7)| 28 (77,8)
28 dfas | 24 3(125) | 19(79,2)| 22(91,7)| 36 | 14(38,9)| 21(58,3) | 35 (97,2)
35dias | 24 7(29,2) | 15(625)| 22(91,7)| 36 | 13(36,1)| 18 (50,0) | 31 (86,1)
TOTAL | 72 | 13(18,1) | 46 (63,9)| 59(81,9)| 108 | 40 (37,0) | 54 (50,0) | 94 (87,0)

TABLA 1. Superficies examinadas (SE) en ambas lineas, niimero de caries incipientes (CI) y cavitadas (CCO) segtin dia del examen.
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Se comparé la proporcién de CI detectadas en

“ 1//

-
ambas lineas y grupos los dias 21 y 28. En la linea “1” se g
3

observé que la proporcién de Cl en G2 fue mayor. En la

21 dias

linea “e” el G2 mostré mayor proporciéon de CI tanto a N

28 dias

los 21 como 28 dias observandose el posible efecto de la

dieta azucarada (Gréfico 3).

En Tabla 2 se analiz6 si fueron igualmente afectadas

%

Grafico 3. Proporcion de CI detectadas frente a dieta en

por la caries maxilar superior y mandibula en cada ;. paslineas, dias 21y28.

grupo. En ambas lineas se comprobé que en el Gl

mandibula y maxilar presentaron esta lesion en forma i —"5—|
ias 85

similar. En cambio en el G2 la frecuencia de caries fue

Linea L

21 dias 58

menor en maxilares, sin alcanzar significacién 28 di
1aS

estadistica.
o 21 dias 2 160
Con el avance de las semanas, la zona basal s ] "
£ 28dias 160
. . . . . . =)
parcialmente infiltrada en la linea “1” fue disminuyendo ]
35dias |
en G2 como resultado del aumento de infiltrado celular. %
En linea “e” G2, esta zona disminuy6 hasta desaparecer Oc1 B2

en a quinta semana, cuando la basal pas6 de ser parcial Grafico 4. Infiltrado parcial de zona basal, ambos grupos

a totalmente infiltrada (Grafico 4). por diay dieta.
G1: Dieta Normal G2: Dieta Cariogénica
S Mandibula| Maxilar | TOTAL S Mandibula| Maxilar | TOTAL
E E
n (%) n (%) lesiones n (%) n (%) lesiones
Linea “1”

Pruebas Chi-cuadrado:

l4dias | 36 | 10(27,8) | 10(27,8)| 20(55,6)| 36 | 12(33,3) | 7(194) | 19 (528) i\i/ii:‘l’ilk’)’tl]l; e Maxilar en G1,
21dias | 36 | 11(30,6) | 12(333) | 23 (639)| 36 | 17 (47,2) | 13 (36,1)| 30 (83,3)| Mandibula versus Maxilar en G2,
Bdias | 36 | BE6Y | 17@72) | 30@33)| 36 | 17@72) | 14689 | FLE6L)| vt ortie Moxilar en GL
TOTAL | 108 | 34 (31,5) | 39 (36,1) | 73 (67,6)| 108 | 46 (42,6) | 34 (31,5)| 80 (74,1)| Mmnea’e”:p=0813

Mandibula versus Maxilar en G2,
Linea “e” linea “e”: p=0,928

21dias | 24 | 8(333) | 7(292) | 15(625)| 36 | 14(38,9) | 14 (38,9) | 28 (77,8)
28dias | 24 | 10(4L7) | 12(50,0) | 22(91,7)| 36 | 18 (50,0) | 17 (47,2) | 35 (97,2)
35dias | 24 | 12(50,0) | 10(4L7) | 22(91,7)| 36 | 17 (47,2) | 14 (38,9) | 31(86,1)
TOTAL | 72 | 30(41,7) | 29 (40,3) | 59 (81,9) | 108 | 49 (45,4) | 45 (41,79| 94 (87,0)

TABLA 2. Presencia de caries por dia, linea y arco superior o inferior.
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DISCUSION

Aplicando una técnica desarrollada en dientes
humanos (6), con la que logramos visualizar estructuras
y poner de manifiesto la unién dentinopulpar, vital para
la integridad del érgano pulpodentinario y la salud de
los dientes, trasladamos esta experiencia a los dientes
de ratas. Estos animales fueron sometidos a dieta
normal y cariogénica en la cual tratamos de visualizar
los cambios producidos en la pulpa. Sabir y colabora-
dores tallaron bajo anestesia cavidades en dientes de
ratas, las que luego fueron sacrificadas, sus mandibulas
extirpadas quirtargicamente, desmineralizadas con
EDTA vy tefiidas con hematoxilina-eosina obteniendo
visualizacion de elementos de la pulpa y dentina (8).
Connuestra técnica, al realizar la desmineralizacion con
acido nitrico, los elementos y estructuras de la pulpa se
conservaron permitiendo el andlisis histologico al
microscopio (6).

Nuestro estudio fue realizado en dientes de ratas
que soportan estimulos diversos. Entre ellos
padecimiento de caries, abrasiones, fracturas y permea-
bilidad dentinaria que predisponen a la respuesta
dentinopulpar (9, 10). En un estudio sobre la distri-
buciéon de especies de ratas donde se incluyé a la
provincia de Santa Fe y ala ciudad de Rosario, se realiz6
la medicién de sus molares hallando diferencias entre
grupos en el largo y el ancho de sus caras oclusales (11).
En nuestro estudio no hemos realizado la medicion del
tamafio molar en las lineas incluidas, pero si compro-
bamos que si bien no hubo diferencias anatémicas en
sus caras oclusales las hubo en el tamafo siendo

“ 1//

mayores los molares de ratas linea “1”. La poblacion de

“ “ 1”

ey
hembras las que desde los 14 hasta los 28 y 35 dias de

ratas de nuestro estudio, , estuvo formada por

nuestro experimento atin no habian tenido su pico

méximo de crecimiento somadtico, el que se alcanza
aproximadamente a los 70 dias; lo mismo pudo ocurrir
con la maduracion esquelética (12). Nuestro estudio se

“ 1
e

extendid en linea hasta los 35 dias, por lo tanto todos
nuestros animales fueron jovenes y en desarrollo con
alta movilizacion de calcio y fosfatos para la formacién
de huesos y dientes. Estos animales se alimentaron con
dieta rata-ratén sin el agregado de ingesta lactea y sin la
suplementacién de calcio y fosfatos, hecho que pudo
haber influido en el avance de la caries debido a la
mayor susceptibilidad por menor mineralizacion de los
cristales de hidroxiapatita del esmalte por escasez de
estos elementos, naturalmente aportados por la leche
materna (13).

Se observé que con el método de evaluacion para
cuantificar las caries no hubo diferencias significativas
en la proporcién de lesiones halladas entre G1 y G2. No
obstante, con el transcurrir de las semanas de tratamien-
to, en los dientes en ambos grupos la caries estuvo en
franco avance siendo siempre levemente mayor en el
grupo tratado con agua azucarada. Las caries, tanto en
ratas con dieta habitual como las que recibieron dieta ca-
riogénica, podrian ser explicadas parcialmente por la
anatomia de las caras oclusales de los molares cuyas
ctuspides de forma serrada y fisuras profundas serian
mas retentivas del alimento ingerido (10). El mayor por-
centaje de caries en el grupo con dieta azucarada es
coincidente con el hallado en las que consumieron leche
y agua endulzada con diferentes azticares entre ellos sa-
carosa, la que fuera utilizada en este trabajo, efecto que
adicionado a la morfologia de los dientes y consistencia
de la dieta estandar produjo mayor porcentaje de caries
(9, 14). En las ratas que recibieron dieta cariogénica la
frecuencia de caries fue menor en maxilares respecto a

mandibula hecho que podria deberse a que el alimento
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con la saliva se torna adhesivo pegéndose a las ranuras
de los molares mandibulares donde por gravedad es
mas dificil de eliminar.

En cuanto a la visualizacién de la zona oligocelular
de Weil en las pulpas de ambos grupos hubo infiltra-
cién parcial indicando inflamacién de tipo moderado la
que siempre fue mayor en el grupo de ratas que recibi6
tratamiento. Este resultado concuerda con lo hallado en
pulpas de ratas en las que se tallaron cavidades y se ob-
servé una respuesta inflamatoria moderada con infil-
tracion parcial de la zona de Weil. Suponemos que el in-
filtrado inflamatorio en estas pulpas fue resultado de la
respuesta defensiva de las mismas ante el avance de la
caries (8). Pero no desconocemos que los animales de
este bioterio viven en jaulas sin lecho, expuestas a agen-
tes infecciosos que no forman parte de su flora normal y
son capaces de infectarlos. Ademads, como se demostra-
ra en un estudio realizado con ratones, este medio am-
biente generaria en ellos una respuesta inmune innata o
adquirida que condicionaria su resistencia a los gérme-
nes de su habitat (15). No se descarta su infestacion la
que podria contribuir a la infiltracién celular de la zona
basal observada pero, en este trabajo, se deberia tener
presente que la comprobacién del avance de caries po-
dria deberse al efecto del azticar en el agua de consumo
utilizada, que sin aditamento lacteo es gran productora
de caries como lo comprobara Bowen (13). Se debe con-
siderar que las caries es una enfermedad infecciosa
multifactorial cuyo desarrollo se realiza por la acciéon

conjunta entre esmalte, dieta, tiempo de interaccién y

huésped susceptible, es decir con gérmenes cariogéni-
cos como lo son estreptococos mutans, lactobacilos y ac-
tinomices, desconociendo la presencia de los patégenos
bucales de estos animales (16). Ademas los patdégenos
activan a los macréfagos pulpares, productores de 6xi-
do nitrico implicado en multiples procesos inflamato-
rios el que se comporta como un radical libre cuya pre-
sencia en exceso produce dafio tisular (15, 17). El éxido
nitrico de origen end6geno, molécula intracelular men-
sajera, cumplirfa funciones cardiovasculares, neurolé-
gicas e inmunolégicas, y su aumento en pulpas inflama-
das junto a mediadores quimicos contribuiria a la vaso-
dilatacién, mediando la respuesta inmunolégica infla-
matoria y actuando como neurotransmisores entre ner-
viosy vasos durante el proceso patoldgico pulpar (18).

Hubiera sido de interés tener en cuenta el efecto ge-
nético de la especie previo al disefio del experimento,
considerando no sélo la exposicién del animal a su me-
dio ambiente sino ademads, poder diferenciar el efecto de
la flora cariogénica desarrollada por la presencia del
azucar (14).

Se puede suponer que el avance de la caries en
estos animales es el resultado de la sumatoria de efectos
como lo son el menor grado de mineralizaciéon de las
piezas dentales, el agua azucarada, la dieta pastosa y la
anatomia dentaria. La desapariciéon paulatina de la zona
basal en ambos grupos de ratas podria deberse a fac-
tores medio ambientales en concurrencia con el efecto
de dieta cariogénica. Serfa de interés profundizar en

estos aspectos en futuros trabajos.
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