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RESUMEN

La caries dental es una enfermedad que compromete la organizacion
molecular y estructural de los tejidos dentarios. Se ha determinado que la fuerza
adhesiva de biomateriales a la dentina cariada es menor respecto de la dentina
sana, afectandose la calidad y la longevidad de las restauraciones. Se ha
descubierto que la denaturacién de las proteinas colagenas ocurre en la zona
superficial de la dentina cariada. Sin embargo, no se conoce con precision si esta
condicion es la causa principal de la menor adhesién de polimeros a la superficie
de dentina modificada por el avance del proceso carioso. Es por esto que con el fin
de buscar otras variables que afecten a la adhesion y el éptimo funcionamiento de
la capa hibrida se analiza la funcion y afeccién de los proteoglicanos de la matriz y

su interaccién con la capa hibrida.

Objetivos: Demostrar que la disminucion de los proteoglicanos dentinarios modifica

la expresion morfolégica de la capa hibrida en la dentina cariada

Metodologia: 20 molares portadores de caries severas activas fueron cortados
mesiodistalmente obteniéndose dos segmentos, uno vestibular y uno
palatino/lingual. La superficie de corte fue acondicionada para una técnica de
adhesién de grabado y lavado (Adper Single Bond 2). Los segmentos fueron
procesados histolégicamente e incluidos en parafina. Se realizaron cortes de 6 um
de grosor de cada espécimen. Los proteoglicanos fueron detectados utilizando un
anticuerpo monoclonal anti-condroitin sulfato y el sistema biotina-estreptavidina-

peroxidasa.



Las preparaciones fueron observadas utilizando un microscopia
estereoscopica, de transiluminacién y epifluorescencia, capturando imagenes
mediante una camara digital enfriada y guardadas como archivos TIFF para su

analisis.

Resultados: Se observd en los cortes de todos los especimenes una
inmunorreactividad positiva para condroitin sulfato en los tubulos dentinarios de la
zona profunda no infectada y en la dentina sana. En la zona superficial infectada no
se evidencid el epitopo en los tubulos dentinarios ni en la dentina intertubular.
Morfolégicamente, se detecto la formacion de capa hibrida en la zona profunda y en
la dentina sana. En la zona superficial infectada no se observo la formacion de esta

entidad morfoldgica.

Conclusién: La disminucion o pérdida del condroitin sulfato en la dentina
intratubular se relaciona con la falta de formacién de una capa hibrida y tags de

resina en la dentina cariada con la técnica inmunomorfolégica empleada.

Palabras claves: caries dentinaria, proteoglicanos, condroitin sulfato, adhesién

dental, capa hibrida.



INTRODUCCION

La caries dental se define como una patologia cronica, compleja y de caracter
multifactorial, la que a nivel global tiene una alta tasa de prevalencia. La caries es un
proceso donde existe una disoluciéon quimica localizada en el diente causada por efectos
metabdlicos del biofilm sobre una superficie especifica del diente. La destruccion puede

afectar el esmalte, dentina y cemento dentario. (1)

La dentina cariada presenta dos zonas identificables desde una perspectiva
morfoldgica, bacteriolégica y bioquimica. Una zona superficial o externa cuya matriz esta
infectada y el colageno esta denaturado y no es remineralizable. La zona profunda esta
desmineralizada y las proteinas colagenas no estan denaturadas y son remineralizables.
(2,3).

La dentina es un tejido mineralizado complejo, constituido por la interaccion de
macromoléculas extracelulares que se biomineralizan durante el desarrollo Es asi como
proteinas colagenas, fosfoproteinas y proteoglicanos son los constituyentes principales de

la matriz dentinaria.(4).

Los proteoglicanos son un grupo macromoléculas presentes en la superficie celular
y la matriz extracelular que estan compuesto por un nucleo proteico, al cual se le unen
covalentemente una o mas cadenas de glicosaminoglicanos (GAGs) (5). Los PGs regulan
la adhesién celular, el crecimiento celular y la formacion de la matriz de tejido conectivo.
Tanto los GAGs como los PGs, han sido identificados en predentina y dentina. Los PGs
ricos en leucina (decorina, biglican y lumican) han sido detectados en predentina. Ademas,

en dentina encontramos decorina en el interior de los tubulos dentinarios. (6)

Actualmente, el tratamiento de la caries esta poniendo mucho énfasis en la adhesion
a dentina cariada mediante biomateriales poliméricos, la que esta siendo documentada
profusamente en la literatura odontologica, sin embargo, la calidad de la adhesion es inferior

a la realizada en dentina sana.(7)



Pregunta de investigacion: ; Como afecta la modificacion de los proteoglicanos de la dentina

cariada a la expresion morfoldgica del proceso de adhesion?

Abordaremos esta incdgnita debido a que la adhesion en dentina cariada no ha sido
estudiada en profundidad desde la perspectiva de la organizacién de la matriz extracelular.
Esta investigacion contribuird a conocer la biologia de los proteoglicanos de la matriz
extracelular en la caries dental y otorgaria conocimientos adicionales para un futuro

tratamiento restaurador de esta patologia.



MARCO TEORICO

La caries dental es una enfermedad multifactorial provocada por la interaccion entre
la superficie dental, un biofilm, y las azicares provenientes de la dieta. Las bacterias
metabolizan los carbohidratos fermentables produciendo acidos, los cuales afectan la
integridad del esmalte induciendo su desmineralizacién. (1). Al no realizar intervenciones
preventivas y/o quirdrgicas en las primeras etapas de la caries dental, estas progresan a
lesiones que implicaran una mayor pérdida de la integridad dental, dolor pulpar, lesiones

apicales e incluso la pérdida de la pieza. (8, 9).

La dentina es una estructura compleja, la cual se mineraliza durante el ciclo de vida
de una pieza dental. La dentina esta compuesta por un 70% de su volumen por mineral,
20% de su volumen por una matriz organica y un 10% de su volumen por agua. A la vez la
fase mineral se distribuira entre un 40-45% del volumen total, la fase organica es un 30% y

la fase acuosa en un 30-25% del volumen total. (10, 11).

El estudio topografico de la dentina ha permitido la identificacion de 3 diferentes
tipos de matrices dentinarias: la dentina de la zona mas externa es conocida como dentina
del manto, y esta relacionada con el limite amelodentinario y cementodentinario, esta es
principalmente una zona, que tiene tubulos delgados y curvos. A continuacion, se encuentra
la dentina circumpulpar, la cual es la zona de mayor volumen y se relaciona con la pulpa a
través de la predentina. La matriz dentinaria circumpulpar esta recorrida en su totalidad por
tubulos dentinarios los que compartimentalizan al tejido en dentina intertubular e
intratubular. Finalmente, encontramos a la predentina, la cual es la matriz organica no
mineralizada de la dentina, situada entre la capa de odontoblastos y la dentina
circumpulpar. Desde una perspectiva embriolégica e histogenética, la dentina puede
clasificarse en dentina primaria, dentina secundaria y dentina terciaria. La dentina terciaria

se forma como respuesta al inicio y progresién de la caries dental (4,10)

Dentro de la matriz organica dentinaria podemos encontrar, proteinas colagenas

(principalmente colageno tipo I) y proteinas no colagenas. Una categoria de las proteinas
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no colagenas se denomina familia SIBLING (Small Integrin-Binding Ligand, N-linked
Glycoprotein), que incluye osteopontina, sialoproteina 6sea, proteina de matriz de dentina-
1, sialofosfoproteina dentinaria y fosfoglicoproteina de la matriz extracelular. Otro grupo de
macromoléculas polianiénicas no colagenas presentes en la matriz de dentina son los
proteoglicanos (PGs) (12, 13, 14)

Los proteoglicanos (PGs) son un grupo de macromoléculas presentes en la
superficie celular y en la matriz extracelular, que estan compuestos por un nucleo proteico,
al cual se le unen covalentemente una o mas cadenas de glicosaminoglicanos (GAGs). Los
GAGs son polimeros lineales de unidades disacaridas repetidas, compuestos
principalmente por un acido urénico y una hexosamina, y son los principales hidratos de
carbono que componen los PGs. Estas cadenas de GAGs unidas a un nucleo proteico son
importantes en la determinacion de las caracteristicas funcionales que presentan los
diferentes PGs (5,6).

Los PGs regulan la adhesion celular, el crecimiento celular y la formacién de la
matriz de tejido conectivo. Por otra parte, pueden regular el paso y difusién de
macromoléculas a través del tejido conectivo. Debido a los grupos carboxilos y sulfatos
presentes en las cadenas de GAGs, los PGs son moléculas altamente polianionicas,
acidicas e hidrofilicas, lo que les permite atraer agua y materiales catidnicos a los tejidos.
Tanto los GAGs como los PGs, han sido identificados en predentina y dentina. Los PGs
ricos en leucina (decorina, biglican y lumican) han sido detectados en predentina. Ademas,

en dentina encontramos decorina en el interior de los tubulos dentinarios. (5,6).

La semiologia de la caries dental se puede categorizar segun su progresion (rapida
o lenta) y segun su actividad (activa o detenida). Histolégicamente en la caries rapidamente
progresiva o activa se puede observar una invasién bacteriana de la matriz dentinaria intra
e intertubular produciendo cambios morfolégicos que se pueden apreciar clinicamente
como un tejido de consistencia blanda, facilmente deformable a la presion y de apariencia
blanca amarillenta (15). Por el contrario, una lesion inactiva o lentamente progresiva, se

presenta clinicamente de un color café oscuro o negro y dura (16).



La zona superficial es la que presenta mayor grado de desmineralizacién, esta
infectada y fisioldgicamente no es remineralizable debido a que desaparecen los enlaces
covalentes cruzados inter e intramoleculares, lo que es indicativo de una denaturacion de
forma irreversible de la molécula de colageno. En relacién con la capa interna o profunda
donde se observa en ésta una desmineralizacion de forma parcial que a nivel fisiolégico es
remineralizable, presentando fibrillas de colageno indemnes y que no estan infectadas
(2,17).

Aunque muchos estudios bioquimicos e inmunohistoquimicos han demostrado el
contenido de GAG y PG en dentina normal; existe escasa informacién sobre el
comportamiento de estas moléculas extracelulares ante condiciones patolégicas, como la
caries dental. Un informe preliminar mostré que los mucopolisacaridos acidos, tefiidos con
azul alcian, desaparecen de las areas mas avanzadas de la lesion cariosa (18). Ademas,
observaciones realizadas en cortes longitudinales de dentina cariada, tefiidas con azul de
toluidina, mostraron metacromasia en la zona cariada interna, mientras que la zona cariada
externa el colorante no reacciond con la matriz dentinaria (19). A nivel ultraestructural,
Golberg y cols. (20) utilizando un colorante catidnico no especifico como el azul alcian,
demostraron que los granulos de mucopolisacaridos se reducen en tamafio y numero en la
dentina intertubular, en la dentina esclerética y en la zona externa de la dentina cariada.
Estas observaciones sugieren que la modificacion o degradacion de los sitios polianidnicos

de la matriz podria ser un factor importante en la patogénesis de la caries dentinaria.

El objetivo principal de la odontologia restauradora adhesiva es reparar y
reemplazar los tejidos dentarios dafiados por el proceso carioso mediante la aplicacion de
materiales sintéticos con el objetivo de restablecer la forma y funcion de los dientes. Los
procedimientos de restauracion actuales generalmente dependen de la formacioén de una
unién adhesiva entre los materiales dentales poliméricos y el sustrato del diente. Esto
significa que los polimeros sintéticos adhesivos deben interaccionar con los distintos niveles

de la organizacion supramolecular de las proteinas extracelulares del diente (21).

El acondicionamiento de la dentina mineralizada por acidos para modificar la

estructura de la dentina intertubular e intratubular es una etapa fundamental de la tecnologia
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adhesiva. La infiltracion de biomateriales adhesivos en la matriz intertubular y en los tubulos
dentinarios acondicionados forma la capa hibrida y los tags de resina (22). Luego de la
fotopolimerizacion del adhesivo, la capa hibrida forma una interfaz con alto contenido
organico y relativamente hidrofébica. La degradacion hidrolitica de los componentes de la
capa hibrida, la matriz de colageno y la resina adhesiva, afectan la integridad de la interfaz

y la longevidad de la restauracion a largo plazo (23).

La progresion de la caries dental al reducir la fase mineral aumenta el grado de
porosidad y modifica la estructura de la molécula de colageno y otras proteinas no
colagenas, reduciendo de forma significativa las propiedades mecanicas del tejido

dentinario como dureza, médulo de elasticidad y resistencia a la traccion (24, 25).

En relacion con la fuerza de unidén de adhesivos a la dentina cariada, esta es menor
que la presentada en dentina sana, independientemente del tipo del sistema adhesivo
empleado. Las capas hibridas poseen un espesor menor en dentina sana respecto de la
dentina cariada. Sin embargo, el mayor grosor de la capa hibrida en la dentina cariada no
es indicativo de que haya una mayor fuerza tensil.(26, 27). Cabe destacar que las
propiedades mecanicas y adhesivas que se encuentran en dentina cariada son mucho

menores a las encontradas en dentina sana.

Estudiar el comportamiento de los PG y GAGs en la dentina cariada nos permitiria
conocer la funcién de estas moléculas polianiénicas durante el proceso de adhesion y asi
poder explicar las fallas adhesivas y cohesivas en la interfase superficie

dentinaria/adhesivo.
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HIPOTESIS

La disminucién de los proteoglicanos dentinarios modifica la expresion morfolégica

de la capa hibrida en la dentina cariada.

OBJETIVOS

a) Objetivo General

1. Determinar cambios en la expresién morfoldégica de la zona hibrida producto de

la disminucién de los proteoglicanos en la dentina cariada

b) Objetivos Especificos

1. Identificar los cambios en la expresiéon morfoldgica de la capa hibrida en la dentina
cariada.
2. Detectar cambios en la inmunoexpresion de los proteoglicanos de la dentina cariada

y su relacion con el proceso de adhesion.

12



MATERIAL Y METODO

1. Muestra

La muestra estuvo constituida por 20 molares extraidos en el policlinico de
exodoncia de la asignatura de Medicina Estomatolégica y Clinica del Dolor Il durante

el ano 2022 de la Universidad Finis Terrae.

Se incluyeron en la muestra todos aquellos especimenes portadores de
pulpitis irreversible sintomatica y que hayan generado una Urgencia Odontolégica
Ambulatoria. Los especimenes tuvieron un diagnostico ICDAS-ICCMS 5-6, lesiones
severas activas. Los especimenes tuvieron codigo 0y 1 de acuerdo con el Examen

Periodontal Basico.

Se excluyeron piezas dentarias que tengan un diagnostico ICDAS-ICCMS
inferior a 5 y lesiones detenidas. Ademas, se excluyeron los molares categorizados

con los cédigos 2, 3, 4 y * de acuerdo con el Examen Periodontal Basico.

2. Técnica adhesiva y procesamiento histolégico

Todos los especimenes de la muestra incluidos en metil-metacrilato se
cortaron mesiodistalmente mediante una cuchilla de diamante refrigerada con agua
en una maquina cortadora de tejidos mineralizados (Isomet 1000 Buhler). De esta
manera, se obtuvieron dos segmentos de cada espécimen, uno vestibular y uno
lingual o palatino. En ambos segmentos de cada espécimen, la superficie total de
corte fue acondicionada con acido ortofosférico gel al 37% durante 15 segundos y

se realizo la técnica adhesiva (wet bonding technique) utilizando el adhesivo Adper
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Single Bond 2 (3M St.Paul,MN,USA) marcado con rodamina B (Sigma-Aldrich,USA)

en una concentracion de 1 mg/ml.

Los especimenes fueron fijados en formaldehido buffer pH 7.4, se
desmineralizaron con acido férmico al 10% durante dos semanas a temperatura
ambiente, se deshidrataron en etanoles de concentracion ascendente, se
transparentaron en xilol y se incluyeron en parafina histolégica a 60 °C. De cada
taco histolégico se obtuvieron cortes de 6 uym los que fueron montados sobre
portaobjetos silanizados. Los cortes se desparafinaron mediante 3 bafos de xilol de
15 min cada uno y se hidrataron en concentraciones decrecientes de etanol (100%,
95%, 50%, agua).

Los cortes de cada espécimen fueron tefnidos histoquimicamente mediante
las coloraciones de Azul de Toluidina al 0,1%, Safranina O al 0,1% + Light Green al
0,1% o Rojo Sirio F3B al 0,1%.

3. Localizacion inmunohistoquimica de Proteoglicanos.

Los cortes fueron tratados con peroxido de hidrogeno al 3% durante 30 minutos,
para inactivar la accion de la peroxidasa endégena. Transcurrido este tiempo los cortes
fueron lavados profusamente con buffer fosfato salino (PBS) e incubados en suero normal
de cabra al 5% y PBS-BSA (albumina de suero bovino) al 3%, durante 30 minutos a

temperatura ambiente, para el bloqueo de los sitios inespecificos.

Los cortes de cada espécimen se incubaron durante 12 horas a 4°C con un
anticuerpo monoclonal anti-condroitin sulfato (Clon CS-56 Sigma,), diluido 1:500 en PBS-
BSA al 3%. Como control negativo en algunos cortes se omitié el anticuerpo primario y se

reemplazé por PBS-BSA.

La inmunorreaccion fue detectada utilizando el sistema biotina—streptavidina —

peroxidasa — diaminobenzidina (LSAB system HRP. DAKO®). Posteriormente, los cortes
14



fueron contrastados con tincion de Gram para la deteccién de bacterias, deshidratados en
etanoles de concentraciéon creciente, transparentados en xilol y cubiertos con medio de

montaje sintético (Eukitt®)

4. Analisis Microscoépico.

Los cortes fueron examinados mediante microscopia de campo claro vy
epifluorescencia utilizando un microscopio Zeiss Axiostar (Zeiss, Jena,Germany). Las
imagenes fueron capturadas mediante una camara digital enfriada QImaging
Micropublisher 3.3 RTV.

Con el objeto de hacer una inspeccion topografica todos los cortes fueron observados en
un microscopio estéreo Nikon SMZ800 con sistema de epi-iluminacion y trans-iluminacion
y fotografiados mediante una camara digital DS-Fi1 Nikon manipulada a través del software

NIS-Elements D 3.1 (Nikon). Las imagenes fueron guardadas como archivos JEPG y TIFF

5. Controles

Se utilizé dentina sana de especimenes libres de caries o las zonas de
dentina sana de los especimenes experimentales.

El control de la inmunoreaccion se realizd reemplazando los anticuerpos
primarios por PBS-BSA. Como control positivo, se observo la dentina sana,
predentina, cemento celular estratificado mixto y ligamento periodontal de los

especimenes.

6. Analisis densitométrico y procesamiento de datos

Las fotografias RGB provenientes de los cortes inmunomarcados y los controles
negativos fueron transformadas en imagenes en escala de grises. En cada imagen
se seleccionaron 6 regiones de interés (ROI) de 50 ym?. La intensidad de la

reaccion de cada ROI fue medida utilizando el software ImagedJ version 1.53n. Se
15



registr6 la mediana del histograma de cada ROI. Estas fueron analizadas
estadisticamente mediante la prueba de ANOVA para mediciones repetidas
utilizando el programa PRISM version 8.1.2 (277), considerando un nivel de

significancia del 95% (p<0,05).
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RESULTADOS

Analisis Histopatolégico

La observaciéon histopatolégica de todos los especimenes de la muestra,
demostrd la presencia de lesiones de caries dentinarias severas activas de color
blanco amarillento a café claro, de consistencia blanda en la superficie, y firme o

dura en las zonas profundas. (Fig 1y 3).

La tinciéon de Gram realizada sobre las superficies de las hemisecciones de
cada espécimen permitié detectar Gram positividad en la zona superficial de la
matriz dentinaria cariada. Las zonas profundas adyacentes a la pulpa dental
permanecieron no reactivas a la coloracion de Gram. (Fig 1a, 1b, 3a y 3b). La Gram
positividad, se expresdé como areas de color morado oscuro distribuidas en el limite
amelo dentinario, en la dentina del manto y dentina circumpulpar. En todos los
especimenes en las areas tefiidas se observa una distorsién de la morfologia
dentinaria. Ademas, se observaron grupos de tubulos dentinarios y tubulos
dentinarios individuales que en su interior presentan tincion de Gram. (Fig 1a, 1b,
3ay 3b).

Localizacion Inmunohistoquimica de PG-GAGs

La reaccién antigeno-anticuerpo se observa como un precipitado de color
café amarillento en el interior de los tubulos dentinarios de la dentina sana y en
zonas profundas de la dentina cariada. Los tubulos dentinarios de la dentina
superficial adyacentes a zonas de infeccién microbiana se observaron negativos a
la inmunorreaccién. La dentina intertubular no se observa reactiva a la reaccién

antigeno-anticuerpo. (Fig 1c y 3c).
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En los cortes control negativo no se observo inmunorreaccion. La predentina,
ligamento periodontal, pulpa dental y cementocitos, manifiestan positividad a la

reaccion inmunohistoquimica (controles positivos). (Fig 1b y 3b).

Analisis morfolégico de la formacién de la interacciéon adhesivo-sustrato

Observaciones realizadas mediante microscopia estereoscopica y
microscopia de transiluminacion con bajos aumentos, permitieron evidenciar una
banda de adhesivo polimerizado en contacto con la dentina. En todos los
especimenes esta banda de adhesivo polimerizado permanece sobre la superficie
del corte solo en las areas de dentina que expresan inmunoreaccion positiva en el

interior de los tubulos dentinarios.(Fig 2e y 4e).

En las zonas de dentina cariada superficial, esta banda de adhesivo
polimerizado se observd en contacto con el tejido fue irregular e interrumpida. Es
asi como extensas zonas de dentina no presentaban adhesivo en la superficie (Fig.
4a.) y otras zonas presentaban segmentos interrumpidos de adhesivo

polimerizado.(Fig 2a, 2c, 4c.).

La microscopia por transiluminacién no permitié observar con claridad la
formacién de la zona hibrida en ninguna de las superficies de dentina estudiada. Sin
embargo, utilizando altos aumentos, fue posible detectar que los tubulos dentinarios
y la dentina intertubular de la superficie del corte se observaron difusos (Fig 5a y
5c.), en comparacion con zonas mas profundas del corte en donde se detecta una

definicién morfolégica adecuada (Fig 5e.).
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Microscopia de epifluorescencia

Utilizando bajos aumentos fue posible observar el adhesivo polimerizado
como una banda de color rojo intenso que toma contacto con la superficie del tejido
(Fig.1d y 3d.), siguiendo los mismos patrones morfolégicos descritos anteriormente.
Utilizando mayores aumentos se pudo detectar que en las zonas de dentina
positivas a la inmunoreaccién, existe una banda fluorescente que infiltra la matriz
de la dentina intertubular en la superficie del corte bajo el adhesivo fotopolimerizado
(Fig 2f, 4f y 5f). Cuando la inmunoreaccién comienza a desaparecer del interior de
los tubulos dentinarios. Esta banda nitida de fluorescencia en la zona superficial del
corte, comienza a desvanecerse y tiende a desaparecer (Fig 2b, 4b y 5b). Este
hecho es coincidente con la separacién del adhesivo polimerizado de la superficie
de la dentina. En zona de dentina superficial cariada no se observa la penetracion

del adhesivo fluorescente de la dentina superficial.
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Figura 1.

Figura 1a: Microfotografia estereoscépica de corte longitudinal de hemi segmento

de molar cariado. Inmuno peroxidasa-Tincion de Gram.

Se observa una caries rapidamente progresiva cuya matriz se encuentra colonizada
por bacterias Gram positivas en la zona superficial. La inmunoreaccion de color

café-amarillento se detecta en zonas de dentina profunda y dentina sana.

Figura 1b: Corresponde a una zona de mayor aumento de la figura 1a. Notese la
pérdida de la inmunoreaccioén en la zona superficial infectada respecto de la zona

de dentina profunda.

Figura 1c: Corresponde a una zona con mayor aumento de la zona superficial y
zona profunda de la dentina cariada mostrada en la figura 1b. En la zona sefialada
por el rectdngulo se observa que una capa de adhesivo polimerizado toma contacto

con la dentina superficial infectada y con la zona profunda no infectada.

Figura 1d: Corresponde a la misma zona de tejido mostrada en la figura 1c y
observada con microscopia de epifluorescencia. En la zona sefialada por el
rectangulo blanco se observa que una capa de adhesivo polimerizado de color rojo
toma contacto con la dentina superficial infectada y con la zona profunda no

infectada.
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Figura 2

Figura 2a: Imagen con mayor aumento de la zona superficial de la dentina cariada.

Inmunoperoxidasa - tincién de Gram.

Obsérvese que el adhesivo toma contacto con la dentina cariada de la zona
superficial infectada, en la cual se observan tubulos dentinarios infectados y areas
de dentina intertubular desorganizada por la infiltracion de bacterias Gram positivas
Los tubulos dentinarios en esta zona no presentan inmunoreaccion. Se observa
adhesivo polimerizado en contacto con la superficie, con zonas de separaciéon en la

interfase con la dentina.

Figura 2b: Corresponde a la misma zona mostrada en la figura 2a. Observada con
microscopia de epifluorescencia.

Obsérvese el adhesivo polimerizado de un color rojo anaranjado que toma contacto
con la superficie irregular de dentina cariada. No se detecta la formacion de una

zona hibrida.

Figura 2c: Imagen con mayor aumento de dentina no infectada proxima a la zona

superficial infectada.

Obsérvese un aumento paulatino de la inmunoreaccion en el interior de los tubulos
dentinarios hacia zonas profundas. Se muestra un segmento de adhesivo
polimerizado despegado de la matriz dentinaria (asteriscos) a partir del cual el

biomaterial toma contacto intimo con el tejido.
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Figura 2d: Corresponde a la misma zona mostrada en la figura. 2c observada con

microscopia de epifluorescencia.

Obsérvese que en la zona marcada con asteriscos existe un aumento de la
intensidad de la fluorescrencia de color rojo, respecto del fondo y esta fluorescencia

comienza a organizarse morfolégicamente como una zona hibrida.

Figura 2e: Zona con mayor aumento de la dentina profunda.

Notese que a la inspeccion visual, existe un aumento evidente de la inmunoreaccion
en todos los tubulos dentinarios del corte de tejido. El adhesivo toma contacto
estrecho con la superficie de la dentina. En la zona senalada con flechas se detecta

una inmunoreaccion difusa.

Figura 2f: Corresponde a la misma zona mostrada en la figura. 2e observada con

microscopia de epifluorescencia.

Obsérvese que la zona indicada con flechas blancas corresponde a la misma zona
sefialada con flechas negras en la figura 2e. En esta zona, la microscopia de
epifluorescencia permite evidenciar la presencia de una zona hibrida de color rojo

de menor intencidad al adhesivo polimerizado en la superficie.
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Figura 3

Figura 3a: Microfotografia estereoscépica de corte longitudinal de hemi segmento

de molar cariado. Inmuno peroxidasa-Tincion de Gram.

Observamos una lesion de caries rapidamente progresiva cuya zona superficial se
encuentra colonizada por bacterias Gram positivas. La inmunoreaccion de color

café-amarillento se detecta en zonas de dentina profunda y dentina sana.

Figura 3b: Corresponde a una zona de mayor aumento de la figura 3a. Notese la
pérdida de la inmunoreaccion en la zona superficial infectada respecto de la zona

de dentina profunda.

Figura 3c: Corresponde a una zona con mayor aumento de las zonas superficial y

zona profunda de la figura 3b.

Observamos la presencia de adhesivo polimerizado en la matriz dentinaria en la
zona superficial, ademas de la zona profunda, esto se encuentra marcado con el

rectangulo.

Figura 3d: Corresponde a la misma zona mostrada en la figura 3c observada con
microscopia fluorescente. Obsérvese la presencia de una placa de adhesivo de
color rojo que toma contacto con la dentina superficial infectada y con la zona

profunda no infectada.
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Figura 4

Figura 4a: Imagen con mayor aumento de la zona superficial de la dentina cariada.

Inmunoperoxidasa - tincién de Gram.

Obsérvese inmunopositividad en la zona superficial de la dentina cariada y la
desorganizaciéon de la matriz dentinaria infectada por bacterias Gram positivas, las
cuales alteran la histologia normal. No se detecta presencia de adhesivo

polimerizado en contacto con la superficie del corte ni zona hibrida.

Figura 4b: Corresponde a la misma zona mostrada en la figura. 4a observada con

microscopia de epifluorescencia.

Figura 4c: Microfotografia de la interfase entre zona superficial y zona profunda de

la dentina cariada. Reaccion inmunoperoxidasa - tincion de Gram.

Obsérvese un aumento paulatino de la inmunoreaccion en el interior de los tubulos
dentinarios hacia zonas profundas. Se muestra un segmento de adhesivo
polimerizado despegado de la matriz dentinaria (asteriscos) a partir del cual el

biomaterial toma contacto intimo con el tejido

Figura 4d: Corresponde a la misma zona mostrada en la figura 4c. observada con

microscopia de epifluorescencia.

Obsérvese el adhesivo polimerizado de un color rojo anaranjado en contacto con la
dentina cariada. En la zona marcada con asteriscos existe un aumento de la
intensidad de la fluorescrencia de color rojo, respecto del fondo y esta fluorescencia

comienza a organizarse morfolégicamente como una zona hibrida.
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Figura 4e: Microfotografia de una zona con mayor aumento de la dentina profunda.

(flechas). Reaccién inmunoperoxidasa - tincién de Gram.

Se observa que existe un aumento evidente de la inmunoreaccion en todos los
tubulos dentinarios del corte de tejido. El adhesivo toma contacto estrecho con la
superficie de la dentina. En la zona sefalada con flechas se detecta una

inmunoreaccioén difusa.

Figura 4f: Corresponde a la misma zona mostrada en la figura. 4e. Observada con

microscopia de epifluorescencia.

Obsérvese que la zona indicada con flechas blancas corresponde a la misma zona
sefialada con flechas negras en la figura 4e. En esta zona, la microscopia de
epifluorescencia permite evidenciar la presencia de una zona hibrida de color rojo
de menor intencidad al adhesivo polimerizado en la superficie.

Noétese una infiltracion progresiva del adhesivo desde la zona izquierda hacia la

zona derecha de la fotografia para formar una zona hibrida establecida.
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Figura 5

Figura 5a: Microfotografia tomada con alto aumento de dentina cariada superficial

infectada. Reaccion inmunoperoxidasa - tincion de Gram.

Obsérvese la ausencia de inmunoreaccion en el interior de los tubulos dentinarios.
El contacto del adhesivo polimerizado es irregular y se encuentra interrumpido en

zonas de longitud variable (flecha).

Figura 5b: Corresponde a la misma zona mostrada en la figura 5a. Observada con

epifluorescencia

Notese el adhesivo de color rojo anaranjado y la ausencia de formacion de una zona
hibrida.

Figura 5c: Microfotografia con alto aumento de dentina no infectada proxima a la

zona superficial infectada.Reaccion inmunoperoxidasa - tincion de Gram.

Se muestra un segmento de adhesivo polimerizado despegado de la matriz
dentinaria (asteriscos) a partir del cual el biomaterial toma contacto intimo con el
tejido. Se aprecia con nitidez que la inmunoreaccion se localiza en el interior de los

tubulos dentinarios.

Figura 5d: Corresponde a la misma zona mostrada en la figura 5c. Observada con

epifluorescencia.

31



Obsérvese que en la zona marcada con asteriscos existe un aumento de la
intensidad de la fluorescrencia de color rojo, respecto del fondo y esta fluorescencia

comienza a organizarse morfolégicamente como una zona hibrida.

Figura 5e: Microfotografia de la zona profunda de la dentina cariada. Reaccién
inmunoperoxidasa - tincion de Gram.

El adhesivo toma contacto estrecho con la superficie de la dentina. En la zona
sefalada con flechas se detecta una inmunoreaccion difusa en contacto con el

adhesivo superficial.

Figura 5f: Corresponde a la misma zona mostrada en la figura 5e. Observada con

epifluorescencia.

Noétese el adhesivo de color rojo anaranjado en contacto con la dentina

acondicionada y la formacion de una zona hibrida (flechas) nitida y fluorescente.
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DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion se realizd una evaluacidn
inmunomorfoldgica de la matriz extracelular de la dentina cariada y su relacion con
el proceso de adhesion en dientes permanentes humanos, con el objeto de
determinar que la disminuciéon de los proteoglicanos intratubulares de la matriz

dentinaria cariada modifica el proceso de adhesion.

Estudios preliminares han determinado que la caries dentinaria severa activa,
se caracteriza semiolégicamente por presentar una consistencia blanda, facilmente
deformable y de un color blanco amarillento (28). En este trabajo de investigacion,
todos los especimenes de la muestra presentaron lesiones cariosa extensas, con
destruccion del esmalte oclusal, con dentina blanda y deformable de color blanco

amarillento.

En los especimenes de la muestra analizados histolégicamente podemos
confirmar la presencia de bacterias Gram positivas en la zona infectada de la caries
dentinaria, las que provocan la distorsién en los tubulos dentinarios. Esto nos
confirma la presencia de caries dentinarias activas clinicas e histoldgicas, en los
especimenes utilizados, de acuerdo con lo documentado por Mckay previamente
(29)

Estudios microscopicos previos, utilizando reactivos catidénicos no
especificos, localizaron GAGs en la caries de la dentina. Desde este punto de vista,
los tubulos vacios no infectados en areas avanzadas de la lesion cariosa fueron
despojados de su contenido polianiénico (18,19). Ademas, las preparaciones
tenidas con azul de toluidina revelaron que los GAGs se detectaron sélo en la zona

interna de las lesiones cariosas y en la dentina sana (20). Este estudio, en el que
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se utilizaron anticuerpos monoclonales anti-condroitin sulfato, confirma que en las
lesiones activas el contenido de GAGs de la matriz dentinaria intratubular se ve
afectado. Nuestro enfoque inmunohistoquimico es coincidente con los ensayos
histoquimicos previos, ya que detectamos una pérdida evidente de la inmunotincién
en el interior de de tubulos dentinarios infectados y no infectados en la zona

superficial de la dentina cariada.

La falta de inmunotincién podria interpretarse como un artefacto técnico
relacionado con el acceso de los inmunoreactivos a los tubulos seccionados
longitudinalmente. Sin embargo, este hecho no se observo en la dentina sana ya
que tanto los tubulos longitudinales como los transversales se tifieron en forma

intensa y homogénea.

La contratincion de nuestras preparaciones inmunohistoquimicas con la
técnica de Gram demuestra que el patrén de pérdida de la inmunoreacciéon ocurre
en lesiones activas profundamente infectadas (29). Ademas, este procedimiento
técnico proporciona nueva informacién no reportada por otros, ya que en un mismo
corte se pudo colocalizar la morfologia bacteriana con la deteccidon

inmunohistoquimica de los epitopos.

La deteccion inmunohistoquimica y la distribucion de PGs y GAGs en dentina
cariada no ha sido estudiada suficientemente por los expertos en cariologia. En el
afo 2016, Stankoska y cols. abordan esta problematica analizando dientes
humanos cariados, sin una caracterizacion clinica de la actividad de las lesiones de
los especimenes de la muestra. En este estudio se utilizaron anticuerpos
policlonales de conejo anti-core proteico de Biglican humano, anti-core proteico de
Fibromodulina humana y anti-core proteico de Lumican humano (30). Los resultados
demostraron que en los especimenes control con dentina sana, los PGs estudiados

se expresan en el interior de los tubulos dentinarios. En la dentina cariada, los
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tubulos dentinarios de zonas degradadas sin morfologia discernible, los PGs no
fueron detectados. Los tubulos dentinarios periféricos a estas zonas degradadas,

presentan una inmunorreactividad intensa (30).

Las observaciones realizadas en nuestro estudio coinciden parcialmente con
lo anterior. En la dentina cariada de nuestros especimenes, la pérdida de
inmunotincion es evidente en toda la dentina circumpulpar cariada e infectada y no
detectamos positividad en los tubulos dentinarios adyacentes a zonas de infeccion
o degradacién profusa. Estas observaciones se explican por la naturaleza de los
anticuerpos utilizados en ambos estudios. Nosotros utilizamos un anticuerpo
monoclonal anti-condroitin sulfato humano, el que detecta las cadenas laterales de

este GAG asociadas al core proteico de los SLRP.

De los SLRP detectados en la dentina, solo Decorina y Biglican poseen
cadenas laterales de condroitin sulfato. Los PGs Fibromodulina y Lumican
presentan cadenas laterales de queratan sulfato (6,10) Lo anterior significa, que
nuestras observaciones solo pueden contrastarse y compararse con el anticuerpo

Biglican usado en el estudio de Stankoska y cols. (30).

Con respecto de las interacciones adhesivo/ superficie
dentinaria/inmunoreaccion, los resultados obtenidos, evidenciaron que la banda de
adhesivo polimerizado se adhirié en areas profundas,donde existe dentina con
inmunoreaccion positiva al interior de los tubulos dentinarios. Contrariamente con lo
anterior, en zonas de dentina cariada superficial, no inmunoreactiva, se detectan

fallas adhesivas entre el material polimerizado y la matriz dentinaria.

En el presente estudio, la microscopia de epifluorescencia permitio detectar,
con altos aumentos, que en aquellas zonas donde existe inmunoreaccion positiva

se forma una banda fluorescente que infiltra la dentina intertubular en zonas
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adyacentes al adhesivo polimerizado. Por otra parte, se observa que esta capa de
fluorescencia comienza a desaparecer en aquellas zonas de dentina cariada
negativas a la inmunorreaccion y el adhesivo polimerizado presenté fallas

adhesivas.

La eliminacion de los PGs dentinarios en dentina bovina mediante digestion
enzimatica y su posterior tratamiento con Single Bond 2 permitié comprobar que en
los especimenes experimentales (sin PGs) la fuerza de union del adhesivo
disminuye significativamente respecto de los especimenes control (con PGs). Este
estudio sugiere que la eliminacion de los GAGs de la matriz dentinaria tiene un

efecto favorable para la adhesién de biomateriales poliméricos (31).

Coincidentemente con lo anterior, otro estudio inmunohistoquimico previo
demostrd que la eliminacién de los GAGs de la matriz de la dentina sana y su
posterior adhesion con el sistema Single Bond 2 generd capas hibridas de mayor
profundidad (5,97 um) respecto del control (3,43 um) sugiriendo que el condroitin
sulfato en el interior de los tubulos dentinarios impide la infiltracion de monémeros
adhesivos. Lo anterior permite deducir que la eliminacion de los GAGs dentinarios

incrementa el grosor de la capa hibrida para estas condiciones experimentales. (32).

Coincidentemente con lo anterior, Massoni y cols. reportaron que la
eliminacion enzimatica de los GAGs de dentina sana produjo un aumento
significativo de la fuerza de union de los adhesivos Scotchbond Multipropésito (29%)
y Prime and Bond NT (92%). Por otra parte, la nanofiltracién fue reducida para
ambos adhesivos luego de la eliminacién de los GAGs de la matriz dentinaria. Este
estudio sugiere que la eliminacion de los GAGs dentinarios mejora la calidad de la

adhesion de biomateriales poliméricos (33).
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Por otra parte, la eliminacién quimica de los PGs de la dentinaria induce un
descenso significativo del moédulo de elasticidad del tejido modificando la malla
colagena. Se concluye que la modificacion de los PGs dentinarios induce un cambio

en la matriz colagena, lo que explica la alteracion del médulo de elasticidad. (34)

Es importante mencionar que todos los estudios reportados en los que se
relaciona el contenido de PGs y GAGs dentinarios con la naturaleza del proceso de
adhesion se han realizado en dentina bovina o en dentina humana sana y no en en
dentina cariada. Lo anterior nos permite enunciar el valor limitado de estos reportes
para contrastarlos con nuestras observaciones las que se realizaron en dentina

cariada humana.

La literatura odontolégica ha mostrado que la fuerza de adhesion a la dentina
sana es significativamente mayor que a la zona superficial infectada y a la zona
profunda no infectada de la caries dentinaria. Sin embargo, el grosor de la capa
hibrida fue mayor en la zona profunda no infectada que en la dentina sana. Ademas

la capa hibrida formada en dentina cariada es mas porosa (35).

Se ha demostrado que la fuerza de adhesion de los adhesivos a la dentina
cariada es inversamente proporcional al grado de progresion de la caries, siendo la
dentina infectada por la caries la que presenta la menor fuerza de adhesion. El
grosor de la capa hibrida esta directamente correlacionado con el grado de
progresion de la caries.La dentina infectada por la caries, presenta capas hibridas
mas gruesas, seguida por la dentina cariada no infectada y por la dentina sana. Al
igual que en la dentina sana, las capas hibridas de la dentina afectada por la caries
son mas gruesas si se utilizan adhesivos de grabado y lavado en comparacion con
los adhesivos de autograbado. El grosor de esta capa hibrida es debido al aumento
de la porosidad de la dentina intertubular, la cual favorece la difusiéon de los

monomeros de resina (23).
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La explicacion de una menor fuerza de union en dentina infectada, se deberia
a una mayor permeabilidad de los tubulos dentinarios producto de un menor
contenido mineral, lo que reduciria la generacién de zonas hibridas mas gruesas,
pero con menor fuerza de union al sustrato dentinario, produciéndose fallas
cohesivas mas que adhesivas. Esto se propuso analizando microfotografias

obtenidas mediante el uso de microscopia electronica de barrido (36, 37).

Las evaluaciones de las interacciones de materiales adhesivos con la dentina
cariada se realizaron principalmente midiendo la fuerza de adhesion usando
pruebas de traccién y su respectiva correlacion con microscopia electronica de
barrido, esto se observa en el estudio histomorfoldgico realizado por Haj-Ali y cols.
en el afo 2006. En este trabajo, se utilizaron molares humanos, en los cuales las
lesiones de caries dentinaria fueron inducidas experimentalmente, sobre estos se
analizé la interfaz del sistema adhesivo de grabado total, tanto en dentina cariada
como no cariada. En el estudio se evalué la penetracion del adhesivo
cualitativamente con microfotografias y concluyeron que la interfase formada entre
el adhesivo con la dentina cariada era de caracter irregular, con una profundidad de
8,6 ym y menos consistente que la encontrada en dentina no cariada, observando
ampliamente zonas de colageno expuestas. La profundidad de la zona hibrida en la

dentina sana fue de 6 pm. (38).

Nuestro estudio se realizO en lesiones cariosas activas, las cuales
progresaron naturalmente. Por lo anterior, no puede ser comparado con la evidencia

aportada por modelos in vitro.

El modelo utilizado en este estudio, no reportado en la literatura, utiliza cortes
longitudinales de molares cariados, lo que permite estudiar en un solo corte todos

los sustratos posibles sobre los cuales puede interaccionar un adhesivo. Es evidente
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que en la dentina superficial infectada la formacién de capa hibrida no fue detectada
por la técnica usada y el biomaterial present6 fallas adhesivas. Este estudio no
permite demostrar si el adhesivo penetré o no la matriz de la dentina infectada. Una
posibilidad es que el adhesivo difundi® muy profundamente en la dentina
reblandecida y porosa, diluyéndose en el espesor del tejido lo que impidié ser
detectado por la microscopia de epifluorescencia. Esta fluorescencia aumenta
progresivamente hasta establecerse una capa hibrida en desde la zona profunda

de la caries hasta la dentina sana.

Este estudio muestra en forma evidente la pérdida de los GAGs
intratubulares en la dentina superficial infectada y relaciona morfolégicamente este
hecho con la falta de formacién de capa hibrida. La metodologia empleada no
permite concluir que la ausencia de PGs y GAGs es la responsable directa de esta
falla en el proceso de adhesiéon. Probablemente, la modificacion de la matriz
extracelular dentinaria en su totalidad esté involucrada en este hecho. El estudio de
la dinamica molecular de las proteinas colagenas, fosfoproteinas y PGs entregaria
en el futuro datos relevantes para resolver este problema clinico para la Odontologia

Restauradora.
La hipotesis planteada originalmente en este estudio se confirma, ya que

la disminucién de los PGs-GAGs dentinarios se relaciona con la modificacién de de

la capa hibrida en el proceso de adhesion en dentina cariada
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CONCLUSIONES

1. La disminucion de los PGs-GAGs dentinarios afecta la formacion morfoldgica

de la capa hibrida en la dentina cariada.
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