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Resumen

Introduccidén

La remocion de la dentina cariada se sustenta en los estudios de Takao
Fusayama de la década de los 70, quién propuso que el coldgeno de la dentina
intertubular presente en ella se encuentra denaturado, lo que imposibilita su
remineralizacion.  Sin embargo, las técnicas utilizadas en dichos estudios no son
lo suficientemente sensibles para la determinacion del estado de organizacion

ultraestructural de las moléculas de colageno triple helicoidales.

Objetivo

En el presente estudio, se evalué las caracteristicas antigénicas del
colageno tipo | presente en la dentina intertubular infectada en caries dentinarias

rapidamente progresivas, mediante el uso de un anticuerpo monoclonal.

Material y Método

Veinte molares extraidos por caries y almacenados en etanol 96%, fueron
caracterizados clinica e histopatologicamente. Cada especimen fue procesado
para la obtencion de cortes mineralizados y desmineralizados, los cuales fueron
inmunomarcados con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-colageno tipo |,
considerando sus respectivos controles. Todos los cortes fueron contrastados con
tincion Gram. Como control positivo de la inmunotincion negativa del colageno

denaturado, se utilizé dentina expuesta a hipoclorito de sodio 5%.

Todos los cortes fueron observados y fotografiados tras cada paso
experimental. La determinacién de la intensidad de la inmunorreaccion, se realiz
mediante un estudio densitométrico cuyos resultados fueron analizados
estadisticamente con la prueba t de Student para muestras pareadas,

considerando un p<0,05.



Resultados

Todos los especimenes presentaron caries dentinarias rapidamente
progresivas. La dentina intertubular, presente en la dentina cariada profusamente
infectada por bacterias Gram positivas, presentdé inmunorreaccion similar a la
encontrada en la dentina sana en los cortes desmineralizados y en el ligamento

periodontal y pulpa, en los cortes mineralizados.

Los controles negativos presentaron una inmunorreaccién negativa. La
dentina expuesta a hipoclorito de sodio presentd inmunorreaccion positiva
creciente hacia la profundidad del tejido, siendo completamente negativa en la

superficie.

La diferencia densitométrica de la intensidad de inmunorreaccién de los
especimenes experimentales respecto de sus controles, fue estadisticamente

significativa con un valor p<0,05 (p = 0,00243E™1).

Conclusiones

El colageno tipo | presente en la dentina intertubular infectada en caries
dentinarias rapidamente progresivas, preserva sus caracteristicas antigénicas, no
encontrandose denaturado. Esto da sustento al desarrollo de técnicas operatorias

minimamente invasivas.



Introduccion

La dentina es el tejido mineralizado producido por los odontoblastos
ectomesenquiméticos de la papila dental. Este proceso de sintesis ocurre en la
odontogénesis durante la etapa de citodiferenciacion. Estas células organizan
extracelularmente una matriz organica que posteriormente se mineraliza a traves

de la precipitacion de cristales de hidroxiapatita (1).

Desde una perspectiva topografica, la dentina se puede clasificar en:
dentina del manto, circumpulpar y predentina. Histogenéticamente, en un diente
podemos encontrar las dentinas primaria y secundaria y como respuesta a un

estimulo patolégico podemos también encontrar dentina terciaria o transparente

(1).

Morfologicamente, la entidad mas relevante de esta bioceramica es el
tubulo dentinario. Estos alojan en su interior a las prolongaciones citoplasmaticas
de los odontoblastos. La presencia de estos tubulos en el espesor de la dentina
divide a este tejido en un compartimento intertubular (dentina intertubular) y un
compartimento intratubular (dentina intratubular) (1). Esta ultima, forma la pared
de los tubulos dentinarios, es mas mineralizada que la intertubular y esta
compuesta casi exclusivamente por cristales de hidroxiapatita altamente
compactados. ElI compartimento intertubular constituye la mayor parte de las

dentinas del manto y circumpulpar (1).

La dentina esta compuesta por un 70% de mineral, 10% de agua y 20% de
material organico en relacion peso — peso. La fase mineral ocupa el 50% del

volumen total, la fase organica el 30% y la fase acuosa un 20% (1, 2).

La matriz organica dentinaria contiene una gran variedad de
macromoléculas, de las cuales las mas abundantes son las proteinas colagenas

las que alcanzan un 90% del total de la fase orgéanica. La especie molecular de



colageno predominante es el tipo I, aunque también se describe la presencia de

trazas de colageno tipo | Trimmer, colagenos tipo Ill, Vy VI (3).

Las fibrillas de colageno tipo | de la dentina intertubular, proveen un

andamiaje tridimensional para la aposicion de la hidroxiapatita de la fase mineral

().

Analisis bioquimicos e inmunohistoquimicos de alta resolucién han
identificado dentro de la matriz organica, ademas, una categoria de proteinas no
colagenas llamadas familia SIBLING (Small Integrin-Binding Ligand, N-linked
Glycoprotein), que incluye osteopontina, sialoproteina de hueso, proteina de la
matriz dentinaria — 1, sialofosfoproteina de dentina y fosfoglicoproteinas de la

matriz extracelular (4, 5)

Otro grupo de proteinas no coldgenas polianidnicas presentes en la dentina

son los proteoglicanos (6, 7).

La molécula de colageno tipo | heteropolimérica, en la dentina, esta
constituida por dos cadenas al y una a2. Las interacciones intermoleculares de
estas dos cadenas polipeptidicas distintas determinan la conformacién cuaternaria
de la molécula de colageno. Su triple hélice tiene 300 nm de longitud y 1,5 nm de
espesor. Estas moléculas de colageno tipo | se organizan supramolecularmente,

en la matriz de la dentina, sélo hasta el nivel de fibrillas (8).

Extracelularmente, las moléculas de colageno se alinean y ordenan en un
mismo plano de acuerdo con sus extremos amino y carboxilo terminales. En
planos adyacentes, se encuentra desplazada en 67 nm respecto de planos
superiores o inferiores. Entre las moléculas alineadas en un mismo plano queda
un espacio o “zona hole” de 0.6 D y una zona de traslapamiento de 0.4 D, que
suman 1 D, que corresponde a 67 nm (8, 9). Considerando lo anterior es que las
fibrillas de colageno, cuando son observadas a través de microscopia electronica
de transmision, con tinciones de contraste adecuadas, adoptan un patrén de

bandeo caracteristico (8, 9).



La caries dental es un proceso infeccioso mediado por bacterias
productoras de acidos, que afecta a los tejidos mineralizados de las piezas
dentarias (10). Las lesiones comienzan con la desmineralizacion progresiva del
esmalte dental, tejido donde se observan las primeras alteraciones provocadas por
la patologia (11, 12, 13). Una vez que la enfermedad ha atravesado el limite
amelodentinario y progresa hacia la dentina es capaz de promover cambios
fisicoquimicos en ella tales como disminucion de la cantidad de mineral (14, 15),
cambios de color (16), activacion de metaloproteinasas de la matriz, que pueden
degradar el componente organico del tejido, alterando las proteinas colagenas

(17), entre otros.

Semioldgicamente las caries de la dentina fueron clasificadas por Miller y
Massler en la década de los ‘60 en lesiones detenidas y activas. Una lesion
detenida, inactiva o lentamente progresiva, se presenta clinicamente de un color
café oscuro o negro y una consistencia dura a la exploracion; por el contrario, las
lesiones activas o rapidamente progresivas corresponden a aquellas caries que
clinicamente presentan una dentina de un color café pdlido y una consistencia
blanda y friable (18).

Histopatoldégicamente, McKay en 1976 observo que estas caries activas
presentan un profuso infiltrado bacteriano Gram positivo que distorsiona la
morfologia normal del tejido (19). El describi6 tres zonas de infeccion en la caries
dentinaria aguda; una muy superficial, profusamente infiltrada por bacterias Gram
positivas; la segunda zona, consecutiva a la anterior, de infeccién secundaria
donde existe invasion bacteriana a través de tubulos dentinarios que se visualizan
distorsionados y expandidos hacia la dentina intertubular. La tercera zona es la
mas profunda y presenta infeccién primaria con bacterias confinadas sélo a los

tubulos y el tejido dentinario presenta poca distorsion (19).

Contemporaneamente con lo anterior, Fusayama y su grupo de
investigadores realizaron diversos estudios en los cuales se describio
exhaustivamente la morfologia de la caries dentinaria. De las observaciones

anteriores se propuso que la caries dentinaria posee dos zonas topogréficas: una



zona superficial con dentina infectada y fibrillas colagenas denaturadas de manera
irreversible, imposible de remineralizar, que debe ser removida y una zona
profunda, no infectada, con fibrillas coldgenas de caracteristicas normales y por lo
tanto, gran capacidad de remineralizacion (20, 21, 22, 23, 24).

Basados en lo anterior, Sato y Fusayama en el afio 1976, publican un
estudio en el cual describen la técnica de remocion del tejido dentinario cariado
guiada por la tincion con un colorante inespecifico (fucsina basica 0.5% en

propilenglicol) de la zona superficial de la dentina cariada (25).

Desde entonces, estos hallazgos han sido la base utlizada para el
diagnodstico y tratamiento de la caries, en la clinica odontolégica. Numerosos
estudios posteriores avalaron la capacidad de este colorante para guiar la

terapéutica y el tratamiento de la caries dental (26, 27, 28).

La aparente denaturacion irreversible del colageno dentinario, se ha
fundamentado en estudios ultraestructurales convencionales en los cuales las
fibrillas pierden definicion y el patron de bandeo caracteristico (29, 30). Sin
embargo, la sensibilidad de las técnicas utilizadas en estos estudios no fue
suficiente para demostrar la naturaleza intima de la organizacion supramolecular
del colageno. Es importante considerar que estudios contemporaneos a éstos, no
detectaron cambios morfolégicos evidentes, en la apariencia ultraestructural de las

fibrillas colagenas de la dentina cariada (31, 32).

Bioquimicamente, la denaturacion de una proteina es definida como
cualquier modificacion no-covalente que implique la pérdida de conformacién de la
estructura proteica (33). La denaturacién ocurre subitamente en un rango muy
definido de condiciones, donde la molécula proteica se puede alterar de diferentes
modos, dependiendo de su nivel de organizacion (primario, secundario, terciario y
cuaternario). Este proceso de denaturacion transforma una molécula
biol6gicamente activa en una entidad no funcional (33). Desde esta perspectiva,
una molécula de colageno esta denaturada cuando pierde su conformacion
cuaternaria o triple helicoidal. La determinacion de la denaturacion de una proteina

depende del método utilizado para observarla. Algunos detectan cambios muy



leves en la estructura, mientras otros requieren de grandes alteraciones para

visualizarlos.

Lo anterior nos sugiere reexaminar los resultados obtenidos por estudios
previos realizados en la matriz dentinaria cariada (20, 21, 22, 23, 24), ya que Si
bien se determinaron alteraciones en las fibrillas coldgenas observadas con
microscopia electronica de transmision (MET), en la zona mas externa de la
dentina cariada, esta técnica no permite observar el nivel de organizacion de las
moléculas de colageno que constituyen las microfibrillas. Ademas, la pérdida de
enlaces intermoleculares (29, 34), alteraria la morfologia fibrilar (ausencia de
bandeo) pero no involucraria la alteracion de la estructura cuaternaria triple

helicoidal, lo que técnicamente no constituye una denaturacién de la proteina.

Un método muy utilizado para detectar morfolégicamente el estado
denaturado o nativo de una proteina es el uso de anticuerpos policlonales y

monoclonales (35).

En el caso del colageno tipo | presente en la dentina, éste puede ser
estudiado por el uso de ambos tipos de anticuerpos, sin embargo, el anticuerpo
monoclonal de raton anti-coldgeno tipo | humano, reconoce especificamente la
molécula en su estructura cuaternaria triple helicoidal; por lo tanto una reaccién
antigeno-anticuerpo identificable involucra la presencia de la molécula funcional en
su estado nativo y no denaturado, susceptible de ser remineralizada bajo

condiciones adecuadas. (36, 48, 55)

Desde esta perspectiva, estudios inmunohistoquimicos preliminares
realizados por Oyarzun y col., con microscopia optica y electronica, demostraron
que el colageno de la dentina cariada conserva la inmunoreactividad, al utilizar un
anticuerpo policlonal de conejo, anti-colageno tipo | humano. Por otra parte, en
dicho estudio fue posible detectar con microscopia inmunoelectronica, la presencia
de fibrillas con el patrén de bandeo caracteristico, fuertemente inmunoreactivas.
Con altos aumentos se logro detectar microfibrillas de entre 5 a 10 nm fuertemente
inmunomarcadas, coexistiendo con las fibrillas anteriormente sefialadas (36).

Considerando la existencia de un patrén microfibrilar de ensamblaje lateral de las



moléculas de colageno (37, 38, 39), estas observaciones, en dentina cariada e
infectada, sugieren que en ésta condicion patoldgica se producen modificaciones
de la organizacién subestructural de las fibrillas y no una denaturacion total e

irreversible de la molécula de coladgeno.

Ultraestructuralmente las fibrillas de colageno tipo | de la dentina cariada
pueden perder el patron de bandeo caracteristico y los enlaces intermoleculares.
Sin embargo, esta evidencia no es suficiente para justificar que en una lesion
dentinaria rapidamente progresiva, la matriz dentinaria deba ser removida

quirdrgicamente mediante instrumentacion mecénica.

Es importante mencionar que el estudio clasico de Ohgushi y Fusayama
(21) (que sustenta las bases de la operatoria dental contemporanea), sugiere que
el colageno esta irreversiblemente denaturado y se basa en la observacion
ultramicroscépica de areas muy pequefias de la zona externa de la lesion cariosa,
en un numero reducido de especimenes (n=20), en ausencia de criterios clinicos
de inclusion rigurosos y sin validacién histopatolégica-microbiolégica para

determinar el grado de actividad de la lesion.

En consecuencia, en la caries dentinaria es fundamental analizar las
caracteristicas de las macromoléculas de su matriz organica en condiciones
normales y patoldgicas; ya que las proteinas colagenas no se encontrarian
denaturadas como fue detectado e interpretado previamente. Lo observado por
estos investigadores sélo se relaciona con modificaciones en la organizacién
supramolecular del colageno, cuya expresion maxima son las fibrillas detectadas

con microscopia electronica de transmision.

Estudios clinicos, microbioldgicos y radiograficos en los cuales se realizo
remocion incompleta del tejido cariado y posteriormente se aplicO una base
cavitaria de hidréxido de calcio para luego sellar la cavidad con cementos de 6xido
de zinc-eugenol, demostraron que después de 6 meses las lesiones se detuvieron.
Este hecho ha permitido suponer que la remocion total del tejido cariado no es
esencial para el control de la progresion de la enfermedad (40).



Actualmente, los parametros clasicos para la remocion del tejido dentinario
cariado (dureza superficial y cambios de color) estan siendo criticamente
reexaminados. Es asi que para el tratamiento de las caries dentinarias profundas,

se ha desarrollado el concepto de excavacion escalonada de la dentina cariada

(Stepwise Excavation), basado en una comprension de la patologia de las lesiones
y no en consideraciones puramente mecanicistas. Esta nueva filosofia de
tratamiento pretende inactivar la lesion y permitir la formacion de dentina terciaria,

sin la necesidad de eliminar completamente el tejido cariado (41, 42, 43).

La expresion morfologica de la caries dentinaria ha sido profundamente
estudiada en forma radiogréfica, clinica, histolégica y ultraestructural. Pero, en el
ser humano, la expresion y distribucion de las macromoléculas de la matriz
extracelular dentinaria y sus posibles alteraciones, en el inicio y progresion de

estas lesiones ha sido muy poco estudiada.

La resolucién de estas interrogantes permitiria conocer los efectos de la
organizacion estructural y molecular de la dentina normal y patoldgica sobre la
expresion clinica de la lesién, lo que podria orientar al clinico respecto de la
extension de la remocion de tejido afectado y necesidad de tratamiento; ya que
detener o prevenir la destrucciébn de la matriz organica podria permitir la

reparacion de la lesion mediante la remineralizacion de la dentina descalcificada.



Hipotesis

El colageno tipo | presente en la dentina intertubular infectada en caries

dentinarias rapidamente progresivas preserva sus propiedades antigénicas.

Objetivo General

Determinar la preservacion de las caracteristicas propiedades del colageno tipo |
presente en la dentina intertubular infectada en caries dentinarias rédpidamente

progresivas.

Objetivos Especificos

>

% Relacionar las propiedades inmunohistoquimicas del colageno tipo | de la

matriz dentinaria con la semiologia clinica de la lesion.

D)

,

* Observar la expresion de las caracteristicas antigénicas del colageno tipo |,

en presencia de infeccion bacteriana.

*%* Cuantificar la reaccién inmunohistoquimica del colageno tipo | de la dentina

intertubular infectada en la caries dentinaria.



Material y Método

1.1. Seleccién de la muestra

Se obtuvieron 20 molares portadores de caries dentinarias rapidamente
progresivas extraidos por urgencia odontolégica en el Servicio de Urgencia Dental
del Hospital Barros Luco, de acuerdo con los criterios de obtencién de muestras
bioldgicas del servicio (anexo 1). Las caracteristicas semiologicas y la actividad de
las lesiones, fueron definidas clinicamente segun el criterio de color (café claro)
descrito por Miller y Massler (18). Los especimenes fueron seleccionados sélo por
un observador, que considerd Unicamente el criterio antes mencionado. Todos los
especimenes fueron fijados en etanol al 96% durante siete dias, segun lo
propuesto por Laboux y col. (44) y Otali y col. (45) para su posterior

procesamiento.

1.2. Procesamiento de los especimenes y andlisis morfoldgico

Las piezas dentarias fueron incluidas en LR White Hard Grade (London
Resins) y fotopolimerizados con luz UV a 4°C, para ser seccionadas mesio-
distalmente en dos segmentos con una maquina cortadora de tejidos
mineralizados ISOMET 1000 (Buehler; Lake Bluff, IL, USA) bajo refrigeracion
constante. Ambos segmentos de cada especimen fueron observados con un
microscopio estéreo Nikon SMZ800 con sistema de epi-iluminacion y trans-
iluminacion y fotografiados mediante una camara digital DS-Fil Nikon manipulada
a través del software NIS-Elements D 3.1 (Nikon); con el objeto de obtener un

registro de las caracteristicas macroscopicas de las lesiones.

De los segmentos vestibulares se realizaron cortes mineralizados seriados

de 500 um de espesor. Los segmentos linguales de todos los especimenes fueron



separados de la resina y desmineralizados en acido formico al 10% durante 30
dias a temperatura ambiente, con un recambio cada 72 hrs. segun lo propuesto
por Oyarzun y col. (46). Estos especimenes fueron lavados profusamente en agua
corriente y conservadas en buffer fosfato salino (PBS) por 12 hrs. a 4°C,
deshidratados en una serie de alcoholes de concentracion ascendente, aclarados
en xilol e incluidos en parafina. Posteriormente se realizaron cortes seriados de 5

pMm de espesor, los que fueron montados en portaobjetos silanizados.

Para realizar un diagndéstico histopatoldgico, un corte de cada especimen se

tiné con Giemsa.

1.2.1. Deteccion inmunohistoquimica de Colageno tipo |

Los cortes mineralizados fueron acondicionados con acido ortofosforico al
37% durante 30 segundos. Estos y los cortes provenientes de los segmentos
desmineralizados incluidos en parafina, fueron tratados con peréxido de hidrégeno

al 3% durante 30 minutos, para inactivar la accion de la peroxidasa endégena.

Transcurrido este tiempo los cortes fueron lavados profusamente con 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.

Todos los cortes de cada especimen se incubaron durante 12 horas a 4°C
con un anticuerpo monoclonal de raton anti-colageno tipo | humano (Sigma, C-
2456), diluido en 1:500 en PBS-BSA al 3%.

La inmunorreaccion fue detectada utilizando el sistema biotina -
streptavidina — peroxidasa — diaminobenzidina (LSAB system HRP. DAKO®), el

cual contiene el anticuerpo secundario biotilinado (56).

Los cortes mineralizados de todos los especimenes fueron observados en

un microscopio estéreo Nikon SMZ800 con sistema de epi-iluminacion y trans-



iluminacion y fotografiados mediante una camara digital DS-Fil Nikon manipulada

a traveés del software NIS-Elements D 3.1 (Nikon).

Los cortes desmineralizados e incluidos en parafina de todos los
especimenes, fueron observados en un microscopio Zeiss Axioscop, las imagenes

fueron capturadas usando la cAmara y software antes mencionados.

Las imagenes fueron guardadas como archivos JPEG.

1.2.2. Localizacion de la invasion bacteriana

Después de fotografiar los especimenes inmunomarcados, los cortes
experimentales y controles fueron contrastados con la técnica de Gram para la

localizacion de bacterias, aclarados en xilol y fotografiados nuevamente.

1.2.3. Procesamiento y andlisis digital de imagenes

Los limites periféricos de la lesion cariosa, en los cortes mineralizados,
fueron determinados por la localizacion de la interfase dentina transparente -

dentina sana, mediante la observacién con epi-iluminacion.

La delimitacion de toda la dentina intertubular infectada, fue determinada
localizando las bacterias mas apicales del frente de avance en los tubulos
dentinarios. Las bacterias contenidas en esta regién de interés (ROI) fueron
transportadas y superpuestas con la imagen inmunomarcada preliminarmente,

mediante el software Adobe Photoshop CS4.

Posteriormente, para la evaluacion de la intensidad de la inmunorreaccion,
se realiz6 un estudio densitométrico en la matriz intertubular de la dentina

infectada. Para este propdsito, de cada especimen desmineralizado experimental



y control, se seleccionaron aleatoriamente 10 imagenes microscépicas con un
aumento de 40x. En cada imagen microscopica se delimitaron 3 areas de 625
um? las que contenian 81.225 pixeles respectivamente. Este anélisis

densitométrico se realizé con el Software Matrox Inspector 4.0.

1.2.4. Controles

El control negativo de la inmunorreaccion, fue un corte de la serie de cada
espécimen en el cual se omitié el anticuerpo primario y se reemplazé por suero de
cabra no inmune. Como control positivo se utilizé la pulpa-predentina, la dentina

sana y el ligamento periodontal de los mismos especimenes.

Para el control positivo de la identificacion inmunohistoquimica de colageno
tipo | denaturado, se utilizaron segmentos de dentina sana de 125 mm?,
desmineralizados y tratados en NaClO al 5% durante 2 minutos de acuerdo con

Oyarzun y col. (47).

1.2.5. Anélisis estadistico

Los datos obtenidos tanto de las muestras experimentales como de los
controles negativos fueron analizados estadisticamente mediante una analisis de
distribucion de datos y a través de la prueba t de Student para muestras pareadas,

considerando un intervalo de confianza del 95% (nivel de significancia p<0,05).



Resultados

Anélisis morfolégico

Todos los especimenes, incluidos en la resina fotopolimerizada y cortados
mesio-distalmente presentaron, a la inspeccion visual bajo microscopia estéreo,
caries dentinarias rapidamente progresivas de un color amarillo-café claro y de

aspecto friable.

En los cortes desmineralizados de 5 pm vy tefiidos con Giemsa se observo
que la dentina intertubular es marcadamente eosindfila y los tibulos dentinarios
presentan en su interior corpusculos azul de metileno positivos. En las zonas mas
superficiales de los cortes, estos corpusculos se observan densamente

compactados, distorsionando la histologia del tejido (fig. 1).

Deteccidon inmunohistoquimica de colageno tipo |

Al observar la reaccion de inmunoperoxidasa en los cortes mineralizados de
500 pym, incubados con el anticuerpo monoclonal anti - colageno tipo |, esta fue
positiva, coloreando de café todo el cuerpo de la lesion cariosa, el ligamento

periodontal remanente y la pulpa dental (fig. 2b y 3b).

La reaccion inmunoenzimatica realizada en los cortes desmineralizados de
5 ym, mostré inmunopositividad en la dentina del cuerpo de la lesion cariosa, la

dentina sana, el ligamento periodontal y la pulpa dental (fig. 4a).

En los cortes en los cuales se omiti6 el anticuerpo primario (control
negativo) no se detectd la reaccion de la peroxidasa en ninguno de los tejidos
observados (fig. 3d, 4b, 5b, 5d, 5f).



Los especimenes que sirvieron como control positivo de la denaturacion de
colageno mostraron que la superficie expuesta al hipoclorito de sodio, presento
pérdida de la inmunorreactividad. Esta se manifestd gradualmente desde la
superficie hacia la profundidad del corte, pudiéndose observar una zona superficial
(Zona S) completamente inmunonegativa, una intermedia (I) con inmunorreaccion
de mayor intensidad que la zona superficial y otra profunda (P) de dentina no
afectada por el agente denaturante, que presenta inmunorreactividad positiva para

coladgeno tipo | comparable con la inmunorreactividad de la dentina sana (fig. 6).

Localizaciéon de la invasion bacteriana

En los cortes inmunomarcados mineralizados de 500 ym y contrastados con
la tincibn de Gram se pudo advertir que las lesiones cariosas de todos los
especimenes presentaban una profusa infeccibn microbiana en la dentina
circumpulpar. La profundidad de la infiltracion fue variable entre un especimen y
otro y entre distintos cortes de un mismo especimen. (fig. 2c y 3c). La dentina
intertubular de las zonas infectadas y la dentina intertubular de zonas no
infectadas en un mismo corte presentaron inmunorreactividad positiva para el

anticuerpo utilizado (fig. 2d).

Un hecho destacable fue que la dentina transparente, observable en los
cortes por epi-iluminacion, presentd afinidad tintorial por el cristal violeta con la

técnica utilizada (fig. 2c y 3c).

En los cortes de 5 um de los especimenes desmineralizados las bacterias
Gram positivas infiltran profusamente la dentina cariada. En las zonas mas
superficiales se detectaron cumulos microbianos en el limite amelodentinario y
cumulos microbianos en el espesor de la dentina circumpulpar, que distorsionaban
la morfologia normal del tejido (fig. 4). En zonas profundas, la infiltracion
microbiana intratubular fue claramente discernible. La dentina intertubular de las

zonas infectadas y la dentina intertubular de zonas no infectadas en un mismo



corte presentaron inmunorreactividad positiva para el anticuerpo utilizado (fig. 5a,
5¢c, 5e).

En los cortes mineralizados y desmineralizados en los cuales se omitio el
anticuerpo primario y contrastados con la técnica de Gram, no se detectd
inmunorreaccion positiva (fig. 4b, 5b, 5d, 5f).

Densitometria y andlisis estadistico

Considerando la distribuciéon normal de los datos obtenidos, tanto de los
especimenes control como experimental, se realizé la prueba t de Student (prueba

de aproximacion a la normal) para muestras pareadas (grafico 1).

Aplicando esta prueba a los datos obtenidos de la densitometria de las
distintas areas comparables (ROI) (fig. 7) de los especimenes experimentales y
controles negativos, el valor p fue inferior a 0,05 (p = 0,00243E™) (ver tabla 1).
Este valor indica, que existen diferencias significativas en la intensidad de la
inmunoreaccién entre los datos obtenidos mediante densitometria digital desde la
dentina intertubular infectada, de los especimenes experimentales, respecto de la

dentina intertubular infectada de los controles negativos.



Resultados

Figura 1. Caracterizacion histopatolégica de la lesiéon cariosa

rapidamente progresiva.

Leyenda figura 1

la  Corte desmineralizado. Tincion con Giemsa. Se observan las
caracteristicas histopatolégicas de una caries dentinaria rapidamente progresiva,
caracterizada por un profuso infiltrado microbiano en la dentina circumpulpar que

alcanza profundidades variables.

1b Mayor aumento de la imagen la. Notese la presencia de material
azul de metileno positivo en el interior de los tubulos dentinarios (TD) (*). La

dentina intertubular (DI) se observa eosinofila.



Figura 2. Caracterizacion inmunohistoquimica del colageno tipo | de la

dentina cariada en cortes mineralizados.

anti - colageno tipo | - Gram




Leyenda figura 2

2a Primer molar inferior que presenta a la inspeccion clinica caries

dentinaria rdpidamente progresiva.

2b Especimen experimental. Corte mineralizado de 500 um de espesor.
Inmunorreaccién del anticuerpo monoclonal para colageno tipo 1 humano revelado
por la reaccion de inmunoperoxidasa. Nétese la inmunopositividad en todo el

cuerpo de la lesién cariosa (DC = dentina cariada) y en el tejido pulpar (P).

2C El mismo corte de la imagen 2b, contrastado con tincién de Gram.
Obsérvese el profuso infiltrado bacteriano Gram positivo (flechas) en la porcion de
dentina superficial y la presencia de otras bacterias que penetran en profundidad a
la dentina a través de los tubulos dentinarios. Obsérvese que la dentina
transparente (DTr) en la periferia de la lesién presenta afinidad tintorial por el

cristal violeta.

2d Mayor aumento de la imagen 2c donde se visualiza la invasion de

bacterias Gram positivas (flechas) a través de los tubulos dentinarios agrupados.



Figura 3. Determinacion de la presencia de colageno tipo | en cortes

mineralizados.

anti - colageno tipo |

anti - colageno tipo | - Gram control negativo




Leyenda figura 3

3a Corte mineralizado de 500 ym de espesor. Observado por epi-
iluminacion. Notese la lesion cariosa en la dentina circumpulpar de un primer
molar inferior. Dentina sana mineralizada (DSM), dentina transparente (DTr), pulpa

(P), ligamento periodontal (LP), esmalte (E).

3b En el mismo corte de la imagen 3a se visualiza la inmunorreaccion
del anticuerpo monoclonal anti-colageno tipo 1 revelado por la reaccién de
inmunoperoxidasa. Noétese la inmunorreaccion positiva en la dentina cariada (DC).
Ademas se puede apreciar la inmunorreaccion positiva del ligamento periodontal
(LP), pulpa dental (P) y esmalte (E). Obsérvese la ausencia de inmunomarcacion

en la dentina sana mineralizada (DSM).

3c El mismo corte de la imagen 3b, contrastado con la tincion de Gram.
Se pueden visualizar los microorganismos Gram positivos (flechas) infiltrando
profusamente la porcién de dentina cariada mas superficial. Obsérvese que la
dentina transparente (DTr) en la periferia de la lesion presenta afinidad tintorial por

el cristal violeta.

3d Control negativo. Corte consecutivo al corte mostrado en 3c. Notese
a la inspeccion visual la ausencia de inmunorreaccion en la dentina cariada (DC),

pulpa (P) y ligamento periodontal (LP).



Figura 4. Caracterizacion inmunohistoquimica del colageno tipo | de la

dentina en cortes desmineralizados.
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Leyenda figura 4

4da Especimen experimental. Corte desmineralizado. Inmunoperoxidasa
— Tincion de Gram. Se puede observar el profuso infiltrado bacteriano Gram
positivo (flechas) en la dentina de la lesiéon cariosa. Nétese la inmunorreaccion
positiva en la zona infectada de la dentina cariada (DC), la dentina sana (DS) y el

ligamento periodontal (LP).

4b Especimen experimental. Control negativo. Corte desmineralizado.
Inmunoperoxidasa — Tincion de Gram. Notese la ausencia de inmunorreaccion
tanto en la dentina cariada (DC) como en la dentina sana (DS) y el ligamento
periodontal (LP).



Figura 5. Inmunocaracterizaciéon del colageno tipo | de la dentina

cariada contrastada con Gram en cortes desmineralizados.




Leyenda figura 5

5a Especimen experimental. Corte desmineralizado. Inmunoperoxidasa
para anticuerpo monoclonal. Tincidbn Gram. Se visualiza inmunotincion positiva en

la dentina intertubular (DI) de la dentina infectada por bacterias Gram positivas (*).

5b Especimen experimental. Corte desmineralizado. Control negativo
para la reaccion de inmunoperoxidasa. Tincidon de Gram. Se visualiza dentina
intertubular (DI) de la dentina cariada, con reaccion de inmunoperoxidasa

negativa.

5c Especimen experimental. Inmunoperoxidasa para anticuerpo
monoclonal. Tincion Gram. Notese la inmunopositividad que muestra la dentina
intertubular (D), en la cual se puede observar la morfologia tubular. Ademas,
bacterias (*) infectan algunos tubulos distorsionando la morfologia normal del

tejido.

5d Especimen experimental. Control negativo para reaccion de
inmunoperoxidasa. Tincién de Gram. Se visualiza dentina intertubular (DI) de la
dentina cariada con reacciéon de inmunoperoxidasa negativa y alta infiltracion de

bacterias Gram positivas (*).

5e Dentina sana radicular. Control positivo para reaccion de
inmunoperoxidasa del mismo espécimen de la imagen 5c. Se aprecia morfologia
normal de la dentina intertubular (DI) y tubulos dentinarios (TD) longitudinales.

Completa ausencia bacteriana.

5f Dentina sana radicular. Control negativo para inmunoperoxidasa.
Noétese la ausencia de tincibn de peroxidasa en la dentina intertubular y de

bacterias Gram positivas.



Figura 6. Evaluacion de la denaturacion del colageno tipo | expuesto a

NaClO en dentina sana.

6a

Leyenda figura 6

6a Corte desmineralizado de dentina sana, expuesto a NaClO 5% por 2
minutos. Reaccion de inmunoperoxidasa para anticuerpo monoclonal anti-
colageno tipo I. Se aprecia la reaccién positiva para el anticuerpo monoclonal en
las zonas mas profundas de la dentina, sin embargo en la porcion superficial la

inmunoreaccién es negativa.

6b Misma imagen procesada digitalmente donde se aprecia una zona
superficial (S), intermedia (I) y profunda (P). La zona S no presenta
inmunorreaccion, la zona | presenta una inmunorreaccion atenuada respecto de P
y la zona P una inmunorreaccion completamente positiva para colageno tipo |

humano.



Figura 7. Procedimiento de seleccion de las areas de interés, para el

estudio densitométrico.




Leyenda figura 7

7a Imagen microscopica con un aumento de 40x de uno de los
especimenes desmineralizados, donde se visualiza inmunotincion positiva en la
dentina intertubular de la dentina, infectada por bacterias Gram positivas. En esta
imagen se delimitaron 3 &areas de interés (ROI) de 625 pym? las que contenfan
81.225 pixeles respectivamente. A estas éareas se les aplico el analisis

densitométrico con el Software Matrox Inspector 4.0.

7b Captura de imagen de la aplicacién de analisis densitométrico sobre
las areas de interés (ROI). Se puede observar el listado de datos obtenidos en
cada analisis, los cuales se procesaron y compararon estadisticamente mediante

la prueba t de Student.



Grafico 1. Grafico de dispersion lineal de la distribucion de los datos.
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Leyenda Grafico 1

Se puede apreciar la distribucion normal de los datos obtenidos, tanto de
los especimenes normales como de los especimenes control. En la horizontal se
aprecia la escala de valorizacion de densidad del color (0 a 255). En la vertical se

cuenta la frecuencia de los pixeles para cada valor de densidad.



Tabla 1. Andlisis estadistico de

los datos obtenidos de los

especimenes experimentales vs. especimenes control.

Pruebat de Student para muestras pareadas.

Especimenes

Especimenes

control experimentales
Media 186,9 174,03
Varianza 47,56956522 86,98467909
Numero de Observaciones (n) 70 70
Coeficiente de correlacién de Pearson -0,096384171
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 69
Estadistico t 8,88351222
P(T<=t) una cola 0,00243E-11

Valor critico de t (una cola)

1,667238549

P(T<=t) dos colas

0,0048625E-11

Valor critico de t (dos colas)

1,99494539




Discusion

En el presente trabajo de investigacibn se realiz6 un analisis
inmunomorfologico para estudiar la naturaleza del colageno tipo | en dientes
permanentes humanos, con el objeto de probar la hipo6tesis que esta
macromolécula extracelular presente en la dentina intertubular infectada en caries

dentinarias rapidamente progresivas, preserva sus caracteristicas antigénicas.

Conocer la naturaleza morfoldgica y bioguimica del coldgeno dentinario en
estas lesiones, es esencial para el entendimiento de la biopatologia de la caries,
de las maniobras terapéuticas destinadas al control de la progresién de la lesion y

de la restauracion de las piezas dentarias afectadas.

En el afio 1962 Miller y Massler definieron las caries activas, actualmente
lesiones rapidamente progresivas, como entidades de color café pélido, aspecto
friable y de consistencia blanda (18). Considerando lo anterior, todos los
especimenes de la muestra utilizada en este estudio cumplieron con estas
caracteristicas semiologicas detectadas con observacion bajo microscopia

estereoscopica.

Es importante mencionar que la evaluacion de la dureza, utilizando una
sonda de caries, no fue considerada para evitar la pérdida de la integridad
morfologica de los especimenes. La exclusion de las pruebas de dureza superficial
para el diagnostico de las lesiones fue compensada con el andlisis histopatolégico.
El grado de infeccion y de alteracion de la morfologia microscopica de los cortes
analizados, en todos los especimenes, concuerda con la descripcion de una caries

aguda, activa o rapidamente progresiva descrita por McKay en el afio 1976 (19).

El ensayo inmunohistoquimico de este estudio, se realiz6 bajo dos
condiciones diferentes: en cortes mineralizados de 500 ym de espesor y en cortes

desmineralizados de 5 ym de espesor, ambos de un mismo especimen.

En los cortes mineralizados se pudo observar que la reaccién inmune se

manifestd, como una coloracion café en todo el cuerpo de la lesion cariosa, en la



pulpa — predentina y el ligamento periodontal, de un mismo corte. No se observé
inmunorreaccion en la dentina sana de los especimenes mineralizados, ya que el
coldgeno que la compone se encuentra asociado a las proteinas que conforman la
matriz y estd mineralizado, por tanto los epitopos se encuentran enmascarados
(55).

La presencia de dentina transparente o terciaria en las zonas mas
profundas, nos permitié determinar con exactitud los limites periféricos de la lesion

cariosa en la interfase dentina sana — dentina afectada por la enfermedad.

El contraste de los cortes mineralizados con la técnica de Gram permitio
demostrar, en forma inequivoca, que el colageno de la dentina intertubular en
zonas profusamente infectadas, presenta una coloracion positiva a la reaccion de
la peroxidasa. Estos hallazgos fueron comparables a los encontrados, a la
inspeccion visual, en las zonas no infectadas de la lesién y en los tejidos que

actuaron como controles positivos.

Una observacion destacable fue que en todos los especimenes, las zonas
de dentina transparente presentaron una afinidad tintorial por el cristal violeta o
metil violeta 10B, de la tinciébn de Gram. Este hecho no documentado previamente
en la literatura, no puede ser explicado a través de la metodologia utilizada en este
estudio. Esta coloracion de la dentina trasparente no es un artefacto de técnica
dado que los especimenes, luego de tefiidos por la técnica de Gram, fueron
cuidadosamente diferenciados en acetona quimicamente pura durante tiempos

prolongados.

En los cortes desmineralizados la reaccién inmunohistoquimica también se
manifestd como una coloracion café que tifio tanto el colageno de la dentina

cariada como el de la dentina coronaria y radicular sanas, de un mismo corte.

La técnica de Gram, de igual manera, permitio localizar la zona infectada de
la lesion. El colageno de la dentina intertubular de esta zona presentd una
inmunoreaccién positiva comparable, a la inspeccion visual, con zonas no

infectadas de la lesién y con dentina sana tanto coronaria como radicular. En los



controles negativos no se detectd inmunoreaccion en el coladgeno en ninguno de

los cortes estudiados.

Se pudo apreciar, a la inspeccion visual de los cortes microscoépicos, que la
intensidad de la inmunoreaccion en la dentina cariada infectada en los cortes
inmunomarcados, fue considerable; mientras que en los controles negativos no se
aprecio inmunotincion. Con el fin de objetivar esta apreciacion, se realizé un
estudio densitométrico digital para cuantificar estas diferencias. Este tipo de
estudio consiste en la distribucion de los pixeles que conforma el area de interés
(ROI) en una escala de grises (Value), permitiendo categorizar las imagenes

segun el valor de gris predominante o densidad de color (figura 7).

El procesamiento estadistico de los datos obtenidos mediante la prueba t de
Student para muestras pareadas de distribucion normal, determindé que existen
diferencias estadisticamente significativas de la densidad de color, entre los
grupos de especimenes estudiados (p = 0,00243E™%) (ver tabla 1). Este valor tan
pequefio de p, nos dice que la diferencia entre los dos grupos es evidente, lo que

se puede corroborar visualmente en la figura 4.

Estos resultados evidentemente no concuerdan con lo reportado
histéricamente por la literatura odontolégica, dénde se asume que el colageno de
la dentina de las zonas infectadas esta irreversiblemente denaturado y que debe
removerse mecanicamente mediante procedimientos operatorios odontolégicos,
dado que la remineralizacion no ocurre sobre un sustrato colageno con tales
niveles de desorganizacion (20, 21, 22, 23, 24, 25).

Este concepto fue primeramente introducido en los afios ‘70 por Takao
Fusayama y col. el cual, a través de observaciones con microscopia electronica de
transmision, observo que el coladgeno de la dentina infectada pierde parcialmente
el patrén de bandeo caracteristico y con técnicas bioquimicas determiné la pérdida

de enlaces intermoleculares de las fibrillas colagenas (29, 30).

Es importante mencionar que en los estudios de Fusayama, los criterios de
inclusion de los especimenes en sus protocolos experimentales, no estan

claramente establecidos, no existiendo referencias concretas del grado de



actividad y semiologia macroscopica de las lesiones. Un punto controversial
respecto de las observaciones estructurales de Fusayama, fue que la visualizacion
de ésta aparente pérdida de bandeo de las fibrillas, se realizé en microfotografias
electronicas de elevado aumento, tomadas en zonas muy restringidas de la lesion
cariosa y con una técnica de microscopia electrénica convencional poco sensible y
especifica para la determinacion de moléculas de colageno triplehelicoidal

denaturada.

En el presente estudio, los criterios de inclusion respecto de la actividad de
las lesiones fueron rigurosamente establecidos, mediante inspeccion visual y
analisis histopatolégico. La naturaleza intima del colageno intertubular, fue
analizada mediante el uso de un anticuerpo monoclonal de ratén anti colageno tipo

| humano.

Si bien el colageno puede ser estudiado por el uso de anticuerpos
policlonales 0 monoclonales, el anticuerpo monoclonal de ratén anti-colageno tipo
| humano, reconoce especificamente la molécula en su estructura cuaternaria
triple helicoidal (determinante antigénico helicoidal); por lo tanto una reaccion
antigeno-anticuerpo identificable involucra la presencia de la molécula funcional en

su estado nativo y no denaturado (55).

En la naturaleza, cualquier molécula antigénica, en éste caso el colageno
tipo |, interactla con un anticuerpo especifico segin sus determinantes
antigénicos, los que pueden determinar interacciones fuertes, débiles o ninguna

interaccion (48).

Los determinantes antigénicos del colageno pueden ser clasificados en tres

categorias (ver figura 8):

Determinante helicoidal: el reconocimiento por el anticuerpo depende de la

conformacién tridimensional de la molécula de colageno, es decir, la presencia

de una triple hélice intacta (48).

Determinante central: localizado en una porcion helicoidal del colageno nativo.

En este caso, el reconocimiento se basa Unicamente en la secuencia



aminoacidica y no en la conformacion tridimensional. Este determinante es

expuesto cuando la molécula de colageno esta denaturada (49).

Determinante terminal: localizado en las regiones terminales no helicoidales

(telopéptidos) de la molécula. Su reconocimiento no asegura la presencia
exclusiva de moléculas de coldgeno intactas, pues también puede ser

reconocido en moléculas de colageno denaturado (48).

Figura 8
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Tanto el determinante central como el terminal, pueden ser reconocidos por
el anticuerpo policlonal, por lo cual este tipo de anticuerpo no es el mas adecuado

para la evaluacion de la no denaturacion del colageno.

En tanto, el anticuerpo usado en este estudio, que ademas es utilizado en
los test de ELISA y Western Blot, no reconoce en el tejido fibrillas que contengan
moléculas de colageno denaturadas y tampoco presenta reactividad cruzada con

los otros tipos de colageno (49).

El epitopo reconocido por este anticuerpo monoclonal, es sensible a la
fijacion de rutina con formalina y presenta un mejor inmunoreconocimiento sobre
tejidos fijados en alcoholes (49). Considerando lo anterior, en este estudio, los

especimenes fueron fijados en etanol al 96% durante siete dias.

El uso de anticuerpos monoclonales para la determinacion de los estados
nativos o denaturados de macromoléculas, se ha transformado en una
herramienta util e irremplazable para el estudio de la dinamica molecular en los

tejidos conectivos normales y patolégicos (50, 51, 55).

De esta perspectiva, en el presente trabajo de investigacion, la presencia de
inmunorreactividad positiva en la zona de dentina infectada de todos los
especimenes, nos demuestra que la proteina no se encuentra denaturada. Esta
aseveracion se sustenta, ademas, con la inclusién de especimenes cuyo colageno
dentinario fue modificado por efecto del tratamiento con hipoclorito de sodio;
agente oxidante cuya capacidad para denaturar macromoléculas extracelulares ha
sido ampliamente documentada (47). El coldgeno de la dentina afectada por el
hipoclorito de sodio (NaClO 5%) no presenté inmunoreactividad positiva a la
reaccion de la peroxidasa, comparable con lo encontrado en los controles

negativos.

Si el colageno presente en las zonas mas infectadas de la dentina cariada
de los especimenes experimentales estuviera denaturado, como indica la literatura
preexistente, se debid haber obtenido imagenes similares a las obtenidas en los

controles negativos o de los tejidos tratados con hipoclorito de sodio, situacién que



no se detectd y que se corroboré a través del andlisis estadistico de los datos

obtenidos mediante densitometria digital.

La ausencia de bandeo en las fibrillas de colageno de la dentina cariada
observada por Fusayama y col. podria interpretarse, de acuerdo con estos
resultados, como una alteracion de la organizacion supramolecular del colageno y
no a una pérdida de la estructura cuaternaria de la proteina. Esto ya fue propuesto
inicialmente por Oyarzun y Cartagena (36) en un estudio en el cual, utilizando
anticuerpos policlonales anti-colageno tipo | y microscopia electronica de
transmision, observaron que el anticuerpo utilizado marcaba fuertemente fibrillas
de colageno intactas y fibrillas de colageno parcialmente desorganizadas. Estas
Gltimas permitian la visualizacion del patron microfibrilar en el seno de la dentina
infectada. Estas microfibrillas, carentes de bandeo, presentaron una marcada

inmunoreaccion.

Considerando lo anterior resulta imprescindible realizar un estudio con
microscopia inmunoelectrénica con el anticuerpo monoclonal propuesto, para
confirmar o refutar la proposicion de que se mantiene la inmunorreactividad de las
fibrillas de colageno parcialmente modificadas por el avance y progresién de la

lesion.

La evidencia clinica respecto de la detenciéon de las lesiones cariosas
utilizando criterios de odontologia minimamente invasiva, soporta nuestros
hallazgos (42, 43, 52, 53). Actualmente estd ampliamente documentado el hecho
de que la mantencién de la dentina infectada y la colocacién de restauraciones
cuyo borde cavo superficial presenten un sellado perfecto, invariablemente implica
la detencion del proceso cariogénico y la remineralizacion total del tejido
reblandecido e infectado (54). Esta nueva filosofia, para el tratamiento de la caries
dentinaria, esta claramente en contraposicion con lo propuesto por Fusayama en
la década de los ‘70, quién recomendod la remocion total de la dentina infectada
partiendo del supuesto de la imposibilidad de obtener remineralizacion de los
tejidos y cuya justificacion fue la denaturacion total e irreversible de las fibrillas de

colageno.



La metodologia utilizada en el presente trabajo de investigacion permitio
comprobar la hipétesis propuesta. Este hecho involucra reexaminar los criterios de
remocion de tejido dentinario afectado por la patologia, considerando la dindmica
molecular de las proteinas extracelulares de la matriz dentinaria. Es necesario el
desarrollo de estudios relacionados con los mecanismos celulares y moleculares
encargados del inicio y progresion de la caries dental, con el objeto de aportar
conocimientos bésicos que permitan en el futuro disefiar nuevas estrategias

terapéuticas para el tratamiento de esta enfermedad infecciosa.



Conclusiones

% EI colageno tipo | presente en la dentina intertubular infectada en caries
dentinarias rapidamente progresivas preserva sus caracteristicas antigénicas,

no encontrandose denaturado.
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Anexo 1

Servicio de Salud Metropolitano Sur
Complejo Asistencial Barros Luco
Unidad de Emergencia

Servicio de Urgencia Dental

Santiago 25 de marzo de 2011

Sres. Comision Revisora de Trabajos de Investigacion
Facultad de Odontologia
Universidad de Chile

Presente

De mi consideracion:

A través de esta carta certifico ante ustedes que los pacientes que acuden al
Servicio de Urgencia Dental de la Unidad de Emergencia del Complejo Asistencial
Barros Luco del Servicio de Salud Metropolitano Sur, han sido informados que las
piezas dentales extraidas podrian ser utilizadas para fines de investigacion y
docencia universitaria, dejan en claro que en ningun caso seran utilizadas para
identificacion y andlisis genético o algun otro uso diferente a los antes descritos.
Solo las muestras de los pacientes que lo permiten son conservadas para Su

posterior manipulacion, el resto son desechadas como residuo biolégico.

Atentamente,

7] =
Prof. Dr. Raul Saez Salgado

Jefe de Turmo Box Dental Unidad de Emergencia



