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RESUMEN

Los mecanismos de defensa dentinopulpar involucran una variedad
de sistemas bioldgicos, en donde el sistema inmunolégico juega un
papel principal. La identificacion de células dendriticas (CD) ha ge-
nerado un sinnimero de investigaciones para comprender como
un antigeno puede activar una respuesta inmunoldgica en la pulpa.
El propésito de este estudio fue el realizar la cuantificacion y obser-
vacion de la distribucién de CD HLA-DR* en el tejido pulpar clinica-
mente sano e inflamado en grado irreversible. Las observaciones
inmunohistoquimicas en pulpas clinicamente sanas mostraron una
distribucion muy marcada en la zona odontoblastica. Por otra par-
te, las observaciones en pulpas clinicamente inflamadas en grado
irreversible mostraron una distribucién y nimero irregular por todo
el tejido, sugiriendo su actividad en la pulpa dental.

ABSTRACT

Defense reactions of the dentin/pulp complex involve a variety of
biological systems; in which the immune system plays a main
role. The identification of pulpal dendritic cells (DC) has generat-
ed research activities to know how an antigen can evoke a pul-
pal immune response. The purpose of this work was to make a
quantification and observation of DC in healthy and irreversible
clinical diagnosed pulp using HLA-DR marker. Immunohis-
tochemical observations of healthy clinical pulps revealed a
prominent paraodontoblastic distribution of CD. On the other
hand on irreversible clinical pulps the number and distribution of
CD was irregular in all the pulp tissue. That makes us suggest
that the CD in dental pulp continue activating immunologic re-
sponses even on irreversible pulp process.
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INTRODUCCION

El tejido conectivo de la pulpa dental esta protegido
de estimulos exdégenos por tejidos dentales duros.
Una vez que la integridad de esta barrera ha sido rota,
los elementos nocivos exégenos pueden ganar la en-
trada hacia el tejido.*

Esto dard como resultado una amplia gama de res-
puestas biolégicas, de entre las cuales, se encuentran
aguellas que estan dirigidas a eliminar a los elementos
bacterianos que actlian como antigenos, los cuales ac-
tivan diversas formas de reacciones inmunoldgicas.?

Jontell et al.> demostraron mediante inmunohistoqui-
mica la presencia de células dendriticas (CD) en pulpa, a
través de su morfologia dendritica y expresion de sus
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad
(CMH) clase Il. Estas células son denominadas células
presentadoras de antigeno (CPA) y son las encargadas
de permitir el reconocimiento por parte de los linfocitos T
de una multitud de diferentes particulas y/o antigenos.*

Las CPA capturan antigenos, los internaliza por fago-
citosis para ser procesados por enzimas lisosdomicas
gue las convierten en péptidos. Las CD estan asociadas
a moléculas del CMH clase I, por lo tanto, los fagoliso-
somas de las CD que contienen los péptidos antigénicos
se fusionan con las vesiculas del CMH clase I, cargan-
do el péptido en la molécula del CMH y ser llevados a la
membrana para ser presentados al receptor de la célula
T (RCT) o linfocito T. Esta asociacion entre péptido-
CMH-RCT permitira la activacion de la respuesta inmune
especifica, activando linfocitos y la produccion de citoci-
nas, que dirigiran los mecanismos efectores de la res-
puesta inmune, ya sea celular o humoral.®
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METODOLOGIA

Para este estudio se examinaron un total de 30
muestras de pulpas (10 pulpas clinica e histolégica-
mente sanas y 20 pulpas clinicamente inflamadas en
grado irreversible) de pacientes con un promedio de
edad de 25 afios e igual distribucién de género, obteni-
das de los Departamentos de Endodoncia y Cirugia
Maxilofacial de la Division de Estudios de Postgrado e
Investigacion de la Facultad de Odontologia de la
UNAM. Todo paciente firm6 un consentimiento infor-
mado.

Las pulpas fueron clinicamente diagnosticadas,
bajo los siguientes parametros: las sanas respondie-
ron dentro de los limites normales a las pruebas de
sensibilidad pulpar, y las clinicamente inflamadas en
grado irreversible, presentaron historial de dolor es-
pontadneo y dieron positividad y persistencia a las
pruebas de sensibilidad pulpar.

OBTENCION DE PULPAS

Sanas: fueron de dientes extraidos por fines de or-
todoncia. Una vez obtenido el diente se fijo en solu-
cion de zambony (ac. picrico con 40% de formaldehi-
do), se les realizé un corte longitudinal de cervical a
apical (fresa de diamante punta de lapiz S.S.White"R)
y pieza de alta velocidad con suficiente irrigacion
(Midwest, Dentsplay®) y se extirp6 la pulpa.

Irreversibles: se obtuvieron directamente del con-
ducto radicular con una lima namero 25 (Maileferr) in-
troduciéndola y realizando un giro antihorario. Ambos
grupos de pulpas fueron fijados en solucion zambony
y procesados en parafina, realizando cortes seriados
de 5 micras (Microtdbmo, American Optical¥r).

Se realiz6 tincién con H&E para establecer su anali-
sis y diagnéstico histoldgico. La distribucion de las CD
fue determinada por la técnica inmunoperoxidasa.

Los cortes fueron desparafinados y rehidratados
convencionalmente en bafos de xilol-alcohol. La acti-
vidad peroxidasa endogena fue bloqueada con H,0O, al
3% por 20 min a temperatura ambiente. Los anticuer-
pos primarios fueron anti-HLA-DR antimouse (ZYMED)
y el anti-Factor Xllla antirabbit (Biogenex). Se incuba-
ron las pulpas con HLA-DR en una concentracion de
1:100 diluidos en PBS y albimina al 2% toda la noche
a 4 °C, seguido de una segunda incubacién de 1 h con
anticuerpo secundario y streptavidin—HRP biotinylated
link universal a 37 °C. (Dako-Cytomation). Finalmente
se revelaron con diaminobencidina (Dako) y contrate-
fiidas con hematoxilina.

De cada muestra se seleccionaron 5 campos 6pti-
cos (40x) de manera aleatoria para la cuantificacion

de CD HLA-DR". Se calcularon las medidas de ten-
dencia central y de dispersion. Se aplicé la prueba
ANOVA y andlisis de regresion lineal usando el pro-
grama SPSS 12.0 (Chicago, Il).

RESULTADO
PULPASSANAS
Examinacién microscopica

El analisis histolégico mostré la presencia de un te-
jido conectivo laxo, con gran cantidad de odontoblas-
tos en empalizada y fibras colagenas, no se observa-
ron células caracteristicas de un infiltrado inflamatorio
ni focos de calcificacion.

Inmunohistoquimica

Se observaron e identificaron CD positivas a HLA-
DR (3.9 DE + 1.1) estas células estaban en su mayo-
ria agrupadas en la capa odontoblastica, mostrando
sus prolongaciones dendriticas (Figura 1). En la zona
central de la pulpa las células HLA-DR estaban distri-
buidas por todo el tejido y en mayor nimero alrededor
de los vasos sanguineos (Figuras 2 y 3).

PULPASIRREVERSIBLES
Examinacién microscépica
El analisis histolégico con H&E mostrd presencia

de un tejido conectivo fibroso denso con presencia de
células caracteristicas de un infiltrado inflamatorio

Figura 1. Inmunohistoquimica pulpa sana. Localizacién de
CD en la periferia de la capa odontoblastica (flechas) (10x).
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Figura 3. Estructura denditrica de células HLA-DR* (100x).

crénico y gran cantidad de tejido calcificado de tipo di-
fuso y otras en forma de denticulos.

I nmunohistoquimica

Se observaron e identificaron células positivas
con HLA-DR (3.8 DE * 2.0) estas células estaban
presentes en todo el tejido, en mayor niimero dentro
de un infiltrado inflamatorio, presentando sus prolon-
gaciones dendriticas. En zonas donde habia aumen-

Figura 4. Fotomicrografia que muestra (flechas) positividad
de CD en el tejido alrededor de las calcificaciones (40x).

Figura 5. Fotomicrografia de células positivas HLA-DR
(100x).

to en la densidad de las fibras se observo poco infil-
trado inflamatorio al igual que poca reactividad de cé-
lulas HLA-DR +. Se observaron algunas células posi-
tivas HLA-DR en los tejidos alrededor de los focos
de calcificacion (Figuras 4, 5 y 6).

Al realizar el andlisis de varianza no se encontraron
resultados estadisticamente significativos (P = .285).
De igual forma el analisis de regresion lineal no mos-
tro significancia entre el numero de células dendriticas
y el grado de inflamacion pulpar (Figura 7).

Asociacion entre el nimero de CD y el grado de in-
flamacién pulpar
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DISCUSION

A lo largo de varias décadas se ha realizado un sin-
namero de investigaciones para tratar de relacionar las
condiciones del tejido pulpar ante diferentes grados de
caries, asi como cudl es la respuesta que se lleva a
cabo a través de las células del sistema inmune.®1°

Este estudio mostré que en el tejido pulpar clinica-
mente sano dentro de la variedad de células asocia-
das con el sistema inmunitario, la presencia de célu-
las dendriticas fue evidenciado, esto concuerda con
lo reportado por Jontell,” Jontell & Bergenholtz® y Ohs-
hima®® Ademas de refutar previas aseveraciones so-
bre la inexistencia de células inmunocompetentes en
las pulpas sanas propuesta por Seltzer & Bender.

En este estudio detectamos que las CD positivas a
HLA-DR en pulpas clinicamente sanas e irreversibles,
presentaron caracteristicas morfolégicas en comun
con las células de Langherhans de la epidermis y de
las membranas mucosas como lo mencionado por
Czernielewski.*?

También se observé la presencia de células den-
driticas en la periferia de las pulpas clinicamente sa-
nas en la zona odontoblastica como lo mencionan
otros autores.®'® Esta localizacion es ideal, ya que
se encuentra proxima a los tabulos dentinarios y per-
mite poder captar de esa manera el mayor niimero de
antigenos.®

Figura 6. Fotomicrografia donde se observa la presencia
de una calcificacién (C) y de tejido fibroso (TF) con pocas
células inflamatorias, no se aprecian células positivas
HLA-DR (40x).

De igual forma en esta investigacién se pudieron
observar cambios amplios en la distribucién de las cé-
lulas positivas a HLA-DR en las pulpas con diagndsti-
co de irreversibilidad. Un fendmeno similar ha sido re-
portado por Jontell® y Masslert” donde la mayor
concentracion de células dendriticas se observo en
zona acelular o de Weil en dientes con caries avanza-
da. Esta variabilidad en la distribucion mostrada por
nuestras muestras podria ser debido al mayor grado
de inflamacién y/o diseminacion de los antigenos res-
ponsables.

En nuestras observaciones se identificaron célu-
las positivas a HLA-DR en todo el tejido, en mayor
numero cerca de las células inflamatorias, mostran-
do sus prolongaciones dendriticas. En las zonas
donde habia aumento en la densidad de las fibras
se observé disminucién de células inflamatorias y
poca presencia de células positivas a HLA-DR, asi
como presencia de procesos de calcificacion. Esta
disminucion del nUmero puede ser debida a cambios
en el tejido conectivo pulpar hacia un tejido fibroso
denso, disminuyendo el nimero de células.®® El
papel de las células dendriticas dentro de las dife-
rentes fases de la inmunodefensa es muy importan-
te. Esta linea de investigacion ha sido abordada por
diferentes autores, concordando que el conocimien-
to de estas células podria otorgar nuevas terapias
ante la patologia pulpar.
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Figura 7. Gréfica de regresion lineal. No se presento sig-
nificancia estadistica (p < 0.05).
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CONCLUSIONES

En base a todas las observaciones podemos con-
cluir que:

La inmunoexpresion de células dendriticas esta
presente en el tejido conectivo pulpar sano, localizan-
dose en zonas estratégicas como la zona odontoblas-
tica y la zona central de la pulpa. La localizacion espe-
cifica en una zona determinada de la pulpa por parte
de las CD puede ser debida al estado de inflamacién.
Los procesos de inflamacion clinica de grado irreversi-
ble dan lugar a un aumento en el grosor de las fibras
coldgenas convirtiendo a la pulpa en un tejido fibroso
denso, disminuyendo el nimero de elementos celula-
res y dando lugar a la presencia de calcificaciones. Lo
cual pudo conducir a la disminucién de CD en el tejido
pulpar.

La realizacién de mas estudios sobre esta linea de
investigacion en diferentes estados clinicos, histolégi-
cos pulpares, no sélo incrementara el acervo y cono-
cimiento de la funcidn biologica e inmunoldgica, sino
gue ademas podria abrir la posibilidad de crear estra-
tegias terapéuticas para modular la biologia pulpar.
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