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RESUMEN

Introduccion: OSTEOSOFT® es uno de los productos que se utiliza para la
decalcificacidén de los tejidos duros del diente para su estudio microscépico. Los
cortes desmineralizados tienen la ventaja de que pueden usarse para obtener
una vista del diente in situ. En combinacién con la aplicacion de técnicas
morfométricas y estereoldgicas, podrian permitir la mejor comprension de
procesos fisioldgicos y patolégicos. Objetivo: caracterizar la técnica de
decalcificacién de tejidos dentarios con la solucion de OSTEOSOFT® y proyectar
resultados cualitativos y cuantitativos analizados. Método: se realizd el
procesamiento de los tejidos dentarios utilizando la solucién decalcificadora
OSTEOSOFT® en combinacion con la técnica de la parafina y tincion con H/E. Se
realizé analisis cualitativo y se aplicaron técnicas de morfometria para obtener
determinados indicadores. Resultados: la decalcificacion dentaria se completd
satisfactoriamente lo que permitid realizar una caracterizaciéon cualitativa y
cuantitativa de los tejidos. Conclusiones: el empleo de OSTEOSOFT® es Util
para el estudio de los tejidos dentarios, brindando la posibilidad de analizar

Morfovirtual2020



https://orcid.org/0000-0002-4167-7099

determinados parametros morfométricos y estereoldgicos que complementarian
el estudio de la reaccidn de estos tejidos a la accién de la caries y de materiales
dentales, asi como los cambios que sufren estos tejidos con la edad, entre otros
aspectos.

DeCS: tejidos dentarios, morfometria, técnicas histoldgicas.

INTRODUCCION

Los dientes son drganos calcificados, componentes de la cavidad bucal. Son los
organos de la masticacién, tienen la funcién de dividir los alimentos, para
hacerlos mas accesibles a la accidn de los jugos gastricos, participan ademas en
la fonacion y las caracteristicas estéticas de la boca y la cara. También juegan un
rol importante como armas de defensa y ataque. Para el cumplimiento de las
mencionadas funciones los dientes se encuentran firmemente fijados al hueso
que forma los maxilares. Estan formados bdasicamente por cuatro tejidos:
esmalte, dentina, pulpa y cemento. Esos tejidos con excepcion de la pulpa,
poseen diferentes grados de mineralizacién y por lo tanto son considerados
tejidos duros.?

El esmalte cubre la corona del diente, es acelular y mineralizado. Formado por
material inorganico (96%) y una pequefa cantidad de sustancia organica. Posee
una compleja organizacién estructural que le permite soportar grandes fuerzas
masticatorias y el continuo ataque de acidos procedentes de alimentos y
bacterias. La dentina constituye la mayor parte del diente, formada en un 70%
por material inorganico. No contiene células, sino Unicamente las prolongaciones
citoplasmaticas de los odontoblastos. La pulpa dentaria ocupa la cavidad pulpar y
contiene la mayoria de los elementos celulares y extracelulares del tejido
conectivo laxo. El cemento cubre las raices de los dientes, posee una estructura
similar al hueso y proporciona el medio de fijacion de los dientes a las
estructuras vecinas.??

La mineralizacién de gran parte del diente hace que para el estudio microscépico
se preparen por la técnica de desgaste o por la de desmineralizacién. El método
de desgaste permite ver el tejido mineralizado pero destruye los tejidos blandos;
en cambio, la desmineralizaciéon extrae el mineral y retiene el tejido blando. Los
cortes desmineralizados tienen la ventaja de que pueden usarse para obtener
una vista del diente in situ y estudiar sus relaciones con las estructuras de sostén
contiguas.*”’

Existen varios reactivos quimicos que se utilizan para la decalcificacion de tejidos
con la finalidad de obtener diagndstico celular en la medicina humana. Entre ellos
se encuentra OSTEOSOFT®, una solucién decalcificadora suave para uso en
histologia empleada para fijar, desmineralizar y decalcificar huesos, punciones de
médula dsea, material queratinizado y otros materiales duros de origen humano.
Se trata de una solucién lista para el uso (su dilucién no es necesaria) destinada
para el tratamiento previo de material de examen histolégico. Como resultado de




su utilizacién se obtiene un tejido con consistencia de caucho que exhibe solo
una resistencia débil, que luego puede ser procesado con diferentes técnicas
para su tincién y para la utilizaciéon de métodos inmunohistoquimicos.®

Las ventajas que ofrece el estudio de los cortes dentarios desmineralizados,
procesados con diferentes técnicas de inclusidn y tincidon, en combinacidon con la
aplicacion de determinadas técnicas morfométricas y estereoldgicas, podrian
permitir la mejor comprension de procesos patoldégicos como la inflamacién-
reparacion, las atrofias, la reaccion de los tejidos dentarios a la accién de la
caries y la utilizacion de materiales dentales, asi como los cambios que sufren
estos tejidos con la edad, estados carenciales®, efecto de determinadas
sustancias'®, entre otros, evidenciando las relaciones entre los procesos de
desarrollo-forma y estructura-funcion.

OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es caracterizar la técnica de decalcificacidon de tejidos
dentarios con la solucion de OSTEOSOFT® y proyectar algunos resultados
cualitativos y cuantitativos.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion y preparacion de la muestra.

Se realizd un estudio experimental. Se selecciond un diente (canino inferior
derecho) de un paciente de 72 afos de edad, sin lesién de caries ni obturaciones
con indicacion para la exodoncia por presentar enfermedad periodontal. Fueron
utilizados instrumentos adecuados para la toma de la muestra y su fijacidén
inmediata en Formalina. La muestra fue correctamente rotulada.

Técnica de decalcificacion del material histolégico.

Posteriormente se procedid a realizar la desmineralizacion siguiendo las
instrucciones del fabricante para la aplicacidn de la solucién OSTEOSOFT®.8

El material a desmineralizar se introdujo completamente en un recipiente de vi-
drio con un exceso de solucion decalcificadora lista para el uso OSTEOSOFT® y
se decalcificé alli completamente.

El tamafio y la densidad estructural del material influyen en el tiempo de
decalcificacién; también la composicion de la solucion decalcificadora tiene una
influencia decisiva en este proceso.®

El tiempo de decalcificacion y la cantidad de OSTEOSOFT® necesarios dependen
del tamafno, tipo y densidad del material. Este proceso en los dientes fue
controlado cuidadosamente. En este caso la desmineralizacion completa del
diente tomado como muestra se produjo en varios dias.

Comprobacion del punto final de la decalcificacion




El punto final de la decalcificacién se comprobd pinchando con una aguja en una
zona representativa del material no decisiva para el posterior estudio
microscopico.

También se puede determinar cuando el material flota en la solucién. Una
decalcificacién incompleta del material puede solventarse colocandolo
nuevamente en el recipiente con OSTEOSOFT® y controlando el proceso de
forma minuciosa. Por su parte una descalcificacion demasiado prolongada del
material puede llevar a destruir la morfologia y a influir negativamente en la
tincidn nuclear siguiente.®

Resultado

Posteriormente se enjuagd en agua corriente. El material exento de cal mostré
una consistencia cartilaginosa o gomosa y no presentd fuerte resistencia por lo
que se obtuvo un tejido con consistencia de caucho que exhibié sdlo una
resistencia débil al corte. Se obtuvieron dos secciones de 5 mm a través de
cortes transversales realizados en la corona del diente desmineralizado.
Procesamiento histolégico de rutina.

Se procedié a realizar la técnica clasica de inclusion en parafina. Luego se
realizaron cortes seriados de diez micrdmetros en sentido transversal, ubicando
dos cortes histolégicos en cada portaobjetos; y se asignaron diez laminas. Se
obtuvieron 20 cortes histoldgicos a los que se les aplicd la técnica de coloracion
con Hematoxilina y Eosina.

Procesamiento morfométrico:

De cada ldamina se procedié a obtener mediante la digitalizacion, tres campos
entre los dos cortes para un total de 60 campos, cuyas imagenes se capturaron
con una camara de video digital Moticam de tres megapixel acoplada al
microscopio trilocular Motic modelo BA-210 con la aplicaciéon digital Motic
ImagePlus 3.0 de la compafiia Motic S.A. y conectada a una computadora Dell,
modelo Optiplex 7010, de la compafiia Dell, mediante cable USB. Los aumentos
objetivos empleados fueron de 10X, 40X y 100X.

Los indicadores morfométricos se midieron con la aplicaciéon en computacién
Image] del National Institutes of Health, versidon 1.49p del National Institutes of
Health, USA, 2015 (Figura 1).'!
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Figura 1. Presentacién de la aplicacién ImageJ1.49p.




Se procedid a calibrar para cada aumento objetivo utilizando un portaobjeto de
calibracidon milimetrado multiple de la Motic.

Indicadores morfométricos

Los indicadores morfométricos estudiados fueron: altura de la capa de
predentina, indice de tubulos dentinales, densidad de calculos pulpares, asi como
el area, perimetro y factor de forma nuclear de los odontoblastos.

Altura de la capa de predentina: se superpuso una rejilla sobre la imagen y
mediante la opcion distancia lineal de la aplicacion ImageJ se procedié a medir
en sentido perpendicular desde el borde interno hasta el borde externo de la
capa de predentina.

Indice de tubulos dentinales: se obtuvo del cociente de la division del nimero de
tubulos dentinales por micrometros lineales.

Densidad de calculos pulpares: se obtuvo del cociente de la division del numero
de calculos pulpares en el drea preestablecida (9000 pm?).

Area y perimetro nuclear de los odontoblastos: se obtuvieron con la opcién de
contorneado del borde externo de los nucleos de las células a manos libres del
sistema ImageJ.

Factor de forma nuclear de los odontoblastos: se obtuvo con la opcién Shape
Descriptor. Se contorned el borde externo de los nucleos de las células a manos
libres del sistema Imagel, el sistema devuelve el valor de la circularidad o factor
de forma, para lo cual utiliza los indicadores de perimetro y area calculados
automaticamente por la aplicacion. La férmula que emplea Imagel] para
determinar el factor de forma es:

FF=4 1w A/p2
Donde: FF: Factor de forma
n: 3,1416
A: Area nuclear.

p: Perimetro nuclear.*?

Procesamiento estadistico.
Se utilizaron hojas de célculo de Excel para proceder a calcular indicadores que la

aplicacion ImageJ no nos permite calcular. En todas las series de casos se realizd
la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk con vistas a determinar que los datos
obtenidos provienen de una poblacién que cumple los parametros de la
distribucién normal. Se determinaron estadigrafos descriptivos como media,
desviacion estandar, coeficiente de variacion e intervalo de confianza para una p
< 0,05. El editor estadistico utilizado fue el MyStat version 12.0 del 2015 de la
compafia SyStat. Los resultados se muestran en figuras y cuadros.

Aspectos éticos.

Se tuvo en cuenta los Principios Eticos para la Investigacion Médica con datos
provenientes de seres humanos de la World Medical Association Declaration of




Helsinki la Guia de OMS para los Comités de Etica de la investigacién en
humanos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con la aplicacion de la técnica de decalcificacion con OSTEOSOFT® se obtuvo
una muestra de tejidos dentarios correctamente desmineralizada, con la
consistencia adecuada para realizar cortes tanto con bisturi como con el
micrétomo (Figura 2) y susceptibles a ser tenidas con diferentes técnicas de
coloracién segun la necesidad de la investigacidon, asi como de aplicarles métodos
inmunohistoquimicos.

Figura 2. Diente de consistencia gomosa cortado con bisturi.

Resultados cualitativos

Se realizd una caracterizaciéon de la dentina y la pulpa dentaria en la que se
observd la disposicion de los odontoblastos formando una capa sobre la
superficie dentaria interna que estd en contacto con la pulpa, estos poseen
prolongaciones en su extremo apical que se disponen dentro de los tubulos
dentinales. Las prolongaciones dentinales son mas gruesas cerca de los cuerpos
celulares y se adelgazan hacia la superficie externa de la dentina (Figura 3).




Figura 3. Disposicién de los odontoblastos.

Se pudo observar la predentina como una capa que se tifie de forma mas palida
cerca del cuerpo de los odontoblastos y delimitada de la dentina formada
previamente por una zona estrecha que se tife intensamente. Los tubulos
dentinales se advierten como canales estrechos de recorrido ligeramente curvo
(Figura 4).

Figura 4. Tubulos dentinales y la capa de predentina.

En la pulpa se observé el tejido conectivo laxo que la forma y sus componentes
como fibroblastos, fibras y la sustancia amorfa de la matriz extracelular. Se
comprobd la presencia de una amplia red de vasos sanguineos y terminaciones
nerviosas en toda la extensidn de la seccién estudiada asi como la distribucién de
calculos pulpares cuya presencia es caracteristica en dientes mas antiguos
porgue aumentan en tamano y numero conforme progresa la edad (Figura 5).




Figura 5. Componentes de la pulpa dentaria.
Resultados cuantitativos

Los parametros morfométricos y estereoldgicos son herramientas que permiten
la mejor comprensién de procesos patoldégicos como son la inflamacion-
reparacién, las atrofias, las hipertrofias y las hiperplasias, entre otros,
evidenciando las relaciones entre los procesos de desarrollo-forma y estructura-
funcion. Estd demostrada la eficacia de estos han permitido elevar el nivel de
conocimientos sobre la estructura celular y tisular asi como diversos procesos
fisioldgicos y patoldgicos a los que estdn sometidos dichos elementos.?

A partir de las mediciones se obtuvieron resultados cuantitativos. El cuadro 1
muestra los valores de los indicadores altura de la capa de predentina, indice de
tubulos dentinales y densidad de calculos pulpares.

Cuadro 1. Indicadores morfométricos de tejidos dentarios.

Indicador Resultado
Altura de la capa de predentina 47.98 £ 8.67 um
indice de tUbulos dentinales 0,23 X um
Densidad de célculos pulpares 0,5 x 1023 ym?

La predentina es la matriz organica recién sintetizada que esta mas cerca del
cuerpo de los odontoblastos. Su formacion y posterior mineralizacion no se
efectian con ritmo uniforme en todas las zonas por lo que resulta importante
determinar la altura de esta capa en las diferentes regiones.?*!* En la muestra
estudiada la altura de la capa de predentina tuvo un valor de 47.98 + 8.67 um.




Los tubulos dentinales estan ocupados por las prolongaciones de los
odontoblastos y su formacion estd determinada por la diferenciacion de estas
células. La disposicién geométrica de la diferenciacion de las mismas sugiere un
patron que establece unas distancias promedio entre los odontoblastos
funcionales para, en el futuro, formar los tibulos.?

La relacion entre los numeros de tubulos por unidad de superficie pulpar y en las
superficies externas de la dentina es alrededor de 4:1, por lo que estan mas
separados en las capas periféricas, y dispuestos mas intimamente cerca de la
pulpa. Se plantea que cerca de la superficie pulpar de la dentina, el nUmero por
mm? varia entre 30 000 y 75 000, y que hay madas tubulos, por unidad de
superficie, en la corona que en la raiz.'* La determinacién del indice de tdbulos
dentinales permite analizar las particularidades de esta disposicidén. En la seccidon
estudiada se obtuvo indice de tubulos dentinales de 0,23 x pm.

Existen varios elementos que constituyen cambios regresivos que experimenta la

pulpa con la edad, entre ellos se encuentran la disminucién del area pulpar, el
aumento de la cantidad de fibras de la matriz extracelular, asi como la aparicién
y el incremento del nimero de célculos pulpares.***® El calculo de la densidad de
estos Ultimos permite conocer las caracteristicas de su distribucidon en
determinada area de superficie. Este indicador morfométrico resultdé ser de 0,5 x
102 um? en este estudio.

Se demuestra por diferentes autores que el andlisis morfolégico del nucleo,
incluidos elementos morfométricos y estereoldgicos puede proporcionar
informacién importante sobre la estructura y la morfologia de las células y los
tejidos y contribuir asi a estudios diagndsticos y prondsticos de lesiones, de igual
manera se conoce que los cambios en el ciclo celular o el metabolismo celular,
durante diferentes estados fisiolégicos o intervenciones terapéuticas
farmacoldgicas se acompafia de cambios en la arquitectura nuclear.!® Esto resulta
importante porque los estudios morfométricos nucleares pueden brindar
informacién de mucha utilidad para el estudio de los tejidos dentarios.

El cuadro 2 muestra los valores de indicadores nucleares de los odontoblastos.

Cuadro 2. Estadisticos descriptivos segun indicadores morfométricos nucleares
de los odontoblastos.

Indicadores AREA PERIM FF

N of Cases 164 164 164
Minimum 9.310 11.510 0.430
Maximum 43.200 29.400 0.930
Arithmetic Mean 21.030 19.009 0.729




95.0% Lower Confidence 20.109 18.558 0.713
Limit

95.0% Upper Confidence 21.952 19.461 0.745
Limit

Standard Deviation 5.978 2.928 0.102
Coefficient of Variation 0.284 0.154 0.140

El drea es una medida de extension de una superficie, y en este caso se refiere a
la medida de extension del nucleo celular. Es una unidad bidimensional cuyo
valor se obtiene a partir de una formula. Este indicador nos permite conocer la
medida del espacio del nlcleo celular en una superficie. Permite interpretar el
tamanfo del nlcleo celular y de la célula. Se emplea este indicador para comparar
el estado de los nucleos en diferentes condiciones.!?

Durante su ciclo vital, los odontoblastos sufren un proceso de diferenciacion que
ha sido ampliamente estudiado desde el aspecto funcional, bioquimico y
genético. Estos participan activamente en la formacion de la matriz de la dentina
y los tubulos dentinales, proceso que no presenta un ritmo uniforme a lo largo de
la vida. Este proceso se corresponde con cambios notables en el nucleo asi como
en el citoplasma de estas celulas.**!® El drea nuclear presentd el valor promedio
de 21.0 pm? con una desviacidn estandar de 5.9.

El factor de forma nuclear o indice de circularidad es el grado en que la forma del
ndcleo en un corte transversal se aproxima a un circulo perfecto. En la féormula
gue se emplea para calcular este indicador se relaciona el valor del area nuclear
y el valor al cuadrado del perimetro nuclear en una fraccion de donde se infiere
gue a mayor perimetro nuclear, mas se acerca el valor a uno y este valor indica
un circulo perfecto. Si el valor del perimetro es bajo, el resultado tiende a
alejarse de uno y aproximarse a cero lo que indica incremento de la forma
elongada.*?

El factor de forma presentd el valor promedio de 0.72 con una desviacion
estandar de 0.1, lo que se corresponde con su forma oval en relacion con la
forma cilindrica del cuerpo de estas células.

El factor de forma proporciona informaciéon importante sobre la estructura y la
morfologia de las células, cambios en el ciclo celular, proceso de diferenciacién,
estado del metabolismo durante diferentes estados fisioldgicos de la célula y
contribuye a estudios diagndsticos y prondsticos.
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Se encuentran en la literatura publicada y consultada por los autores pocos
estudios de morfometria y estereologia de los tejidos dentarios y sus
componentes, ya sea tratados por desgaste o por decalcificacion, por lo que
consideramos que resulta importante continuar aprovechando las potencialidades
de la solucién decalcificadora OSTEOSOFT®, disponible en los Laboratorios de las
Ciencias Basicas de nuestra institucidon, para el tratamiento de estos tejidos con
la finalidad de realizar estudios microscdpicos cualitativos y cuantitativos.

CONCLUSIONES

La utilizacion de la técnica de descalcificacion dentaria con OSTEOSOFT® es Util
para el estudio de los tejidos dentarios, en especial de la dentina, el cemento y la
pulpa porque permite conservar los componentes mas blandos de estos tejidos y
estudiar las relaciones entre ellos. Esto brinda la posibilidad de realizar estudios
cualitativos y de analizar determinados parametros morfométricos vy
estereoldgicos que complementarian el estudio de la reaccidon de los tejidos
dentarios a la accidn de la caries y la utilizacion de materiales dentales, asi como
los cambios que sufren estos tejidos con la edad, entre otros aspectos.
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