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Abstract

Introduction:

Pulp stone is a calcified mass
establishing within healthy or diseased
teeth. It may appear in the coronal or
rcot portion of the pulp freely, adherent
or embedded into the dentin. The
stones have different sizes, and those
under 200 microns are not visible by
routine radiographical procedures. The
etiology of these caicifications is poorly
understood, and it is not clear whether
they represent a pathologic state or
constitute a normal biclogical behavior
of the pulp. Chemically, are precipitates
of caicium phosphate and calcium
carbonate, by increasing in size they
may exert pressure on the vessels and
influence the bicod supply to the pulpal
tissue. The objective of the present
study was to investigate the
physicochemical properties of pulp
stones and the correlation with the
location within the pulp tissue, and
determine the possible molecular
mechanisms of formation, growth and
rmaturation of this calcification.
Methods: 4 pulp stones were
recovered from 4 teeth requiring root
canal treatment. The samples were
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sectioned and observed by SEM,
HRTEM, X-ray diffraction and
spectroscopy Raman to identify phases
and crystallinity.

Results: Pulp stones  showed
heterogeneous structure and chemical
composition. The morphology and
microstructure of the pulp stone were
examined with SEM, the elemental
composition and the Ca / P ratio was
analyzed with EDS. To determine the
crystaliine phase, it was performed by
HRTEM analysis, X-ray diffraction and
Raman.

Conclusions: The ulirastructure of the
pulp stones, identified the
hydroxyapatite phase and
demonstrated the relationship between
the different methods used for the
characterization of calcifications to
assess the degree of mineralization, the
form of growth of the crystals, and the
anatomical relationship of these inside
the pulp tissue. A direct relationship of
the formation of these pulp stones with
age or with systemic diseases cannot
be established, since the sample size is
not sufficient.

Pulp stone, pulpal calcification, micrescopy scanning, X ray diffraction, Raman.
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RESUNMEN

Las calcificaciones pulpares son depdsitos mineralizados que se pueden presentar en
dientes sanos, no erupcionadoes, o con patologia pulpar. Se han realizado varios
estudios en los que la prevalencia de esta condicion pulpar varia en un rango alto
debido a muchos factores etiolégicos tales como caries profunda, edad, género,
enfermedades sistémicas, restauraciones etc. Los reportes indican que son de tamano
variable, aproximadamente de 200 um para ser visibles radiograficamente,
guimicamente son precipitados de fosfato de calcio y carbonate de calcio y aunque
actualmente no hay pruebas claras sobre si la calcificacion pulpar es un proceso
patoidgico relacionado con varios tipos de lesién o un fendmeno natural, el mayor
significado endodéncico radica en que pueden dificultar el tratamiento de conductos
radiculares. En este trabajo se analizaron las caracteristicas fisico-quimicas de las
calcificaciones pulpares para obtener mayor informacidn acerca de los mecanismos
moleculares que regulan la formacidén, crecimiento y maduracion, asi como
carrelacionar ubicacion dentro del tejide pulpar. Las muestras fueron obtenidas
durante la realizacién del tratamiento endoddncico, posteriormente fueron analizadas
microscopia y espectroscopia molecular, con los cuales se identificaron
caracteristicas morfoldgicas y estructurales, se calculd la proporcion Ca/P y se
identificd la fase mineral presente en cada una, si bien no podemos establecer una
relacién directa de la formacidn de calcificaciones pulpares con enfermedades
sistémicas, edad o diversos factores etioldgicos debido al tamafio de la muestra,
podemos afirmar que el grado de mineralizacidon se encuenira relacionado a la
ubicacién anatdmica dentro del tejido pulpar, ya que en los resultados de este trabajo
las calcificaciones encontradas libres dentro de la camara pulpar se obsearvd mayor
numero de fibras colagenas y se identificaron fases minerales menos maduras que
HA, mientras que las calcificaciones que fueron encontradas cerca o adheridas a la
dentina presentan crecimiento laminar similar a la mineralizacion de la dentina,
también se apreciaron noédulos mas densos y de textura lisa sobre los que
aparentemente se siguen depositando minerales y al aumentar de tamafio pueden
fusionarse y formar grandes calcificaciones pulpares, cabe sefialar gue en todas las
calcificaciones cercanas a la dentina la fase mineral corresponde a HA.
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INTRODUCCION
El término "mineral” de acuerdo con la Asociacién Internacional de Mineralogia (IMA

por sus siglas en ingiés) se define como “un elemento o compuesto quimico que es
normalmente cristalino y que ha sido formado como resultado de un proceso
geoldgico™. Posteriormente Skinner en el 2005 propuso el término “biomineral”,
describiéndolo como “un elemento o compuesto que puede ser amorfo o cristalino vy
que es formado mediante un proceso biogeoquimice”.*2 Sin embargo, aln no existe
un consenso internacional aceptado, acerca de estas definiciones. Se conocen unos
40 biominerales diferentes. Los de mayor importancia biolégica son calcita, aragonita
y vaterita compuestos de carbonato de calcio Ca2COs; y la hidroxiapatita Cato (PQ4) 5
(OH) 2, compuesta de fosfato de calcio, dichos minerales se han identificado durante
la formacion de tejidos mineralizados y calcificaciones ectépicas como calculo dental,
sialolitos, calcificaciones renales y ateromas. La naturaleza quimica de los
biominerales, su formacién, crecimiente y maduracién estan genéticamente
controlados en el organismo.’?

Estudios cristalograficos revelan que los biominerales son estructuras con un alto
grado de ordenamiento y con propiedades magnéticas y eléctricas, producto de la
interaccion de la fase mineral y los componentes orgdnicos que dan lugar a la
formacion, crecimiento y morfolegia de los cristales. Se sabe que el crecimiento de los
biocristales estéd determinado por la existencia de un ndcleo preformado el cual
posiblemente es de naturaleza amorfa, y que se transformara en un mineral cristalino,
mediante la transformacién de estado sélido.12

Los tejidos mineralizados de los seres humanos (esmalte, dentina, cemento radicular
y hueso) se forman gracias a un proceso fisiologico regulado por interacciones de
minerales y moléculas extracelulares llamado biomineralizacién. El componente
inorganico, presente en todos los tejidos calcificados, son sales de fosfato de calcio,
en forma de hidroxiapatita; el cual, dicho material es depositado por células
diferenciadas. k£l mecanismo molecular de la mineralizacion tiene lugar dentro de las
vesiculas de matriz, sintetizadas y liberadas a partir de la superficie de condrocitos,
osteoblastos, odontoblastos y cementoblastos. Los iones de fosfato de calcio se
acumulan dentro de vesiculas donde eventualmente precipitan y forman cristales de
hidroxiapatita. Estos cristales atraviesan la membrana de las vesiculas y dan lugar a
los nédulos de calcio en el fluido extracelular. Dichos cristales crecen y maduran
dentro de la estructura de las ficras de colagena.+s

El grado de maduracién y crecimiento de los cristales estd determinado por las
condiciones extracelulares presentes y donde influyen de manera importante; el pH,
la concentracion de iones fosfato, calcio y la presencia de macromoléculas como
proteoglicanos y proteinas de la matriz extracelular de cada tejido.

Las patologias de la biomineralizacién pueden ocurrir en un numero de formas y
durante toda la vida. Las patologias dseas pueden ser dismorficas y conducir a un



crecimiento anormal de hueso o diente durante el desarrollo o remodelacién ésea, o
ectopico, que involucra ia calcificacion de tejidos normalmente no mineralizados. 45

Los huesos, dientes y ctoconia son generalmente ios Unicos tejidos mineralizados en
el cuerpo humano pero cualquier tejido puede ser mineralizado de forma anormal lo
que conduce a patologias como la formacién de placas aterosclerdticas o
calcificaciones vasculares que pueden ocurrir cuando las células del musculo liso se
diferencian en células similares a osteoblastos después de una lesién e inducen
mineralizacion, calculos renales o biliares, enfermedades articulares como gota,
insuficiencia renal, osteoartritis debido a calcificacion del cartilago articular o depositos
minerales en las articulaciones. &7

Pulpa dental.
En muchos sentidos, la pulpa es un tejido Unico, se trata de un tejido blando de origen
mesenguimal, con celulas especializadas, /os odontoblastos, dispuestos
periféricamente en contacto directo con la matriz de la dentina. La relacién que se
establece entre los odontoblastos y la dentina se denomina complejo pulpodentinario,
es una de las razones por las que la pulpa y la dentina se deben considerar una unidad
funcional compuesta por elementos histologicamente diferentes. La pulpa dental y la
dentina funcionan como una unidad y los odontoblastos son un elemento basico de
este sistema. Los odontoblastos se localizan en la periferia del tejido puipar, con
extensiones a la parte interna de |a dentina. La dentina no existiria de no ser producida
" por los odontoblastos v la pulpa dental depende de la proteccién ofrecida por la dentina
y el esmalte. Asimismo, la dinamica integrada del complejo pulpodentinario implica
que los impactos en la dentina pueden alterar los componentes pulpares, y las
alteraciones de la pulpa pueden, a su vez, alterar la calidad y cantidad de dentina
producida, 89.10.

Zonas de la pulpa.

Para su estudio se divide en: (ver imagen 1)

Pulpa central.

La puipa central es la masa central de la pulpa. Contiene los vasos sanguineos y los
nervios de mayor tamafio, la célula mas destacada en esta zona es el fibroblasto.

Zona rica en células.

Debajo de la zona pobre en células existe un estrato, que contiene una proporcion
elevada de fibroblastos, en comparacion con la region mas central de la pulpa. Esta
capa es mucho mas prominente en la pulpa coronal que en la radicular. Ademas de
fioroblastos, la zona rica en células puede contener un nUmero variable de
macréfagos, células dendriticas y células mesenquimales indiferenciadas o células
madre. La migracion de células inmunocompetentes dentro y fuera de la zona rica en
células es consecuencia de la provocacion antigénica. Aunque la division celular
dentro de la zona rica en células es rara en pulpas normales, la muerte de los
odontoblastos causa un gran aumento en la tasa de mitosis. Puesto que los
odontoblastos con lesiones irreversibles se sustituyen por células que emigran desde
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la zona rica en celulas hasta la superficie interna de la dentina. Se considera probable
gue esta actividad mitdtica represente el primer paso en la formacion de una nueva
capa odontoblastica. Estudios implican a las células primitivas como fuente de estos
odontoblastos de reemplazo. 8810

Zona pobre en células.

Bajo la capa odontoblastica en la pulpa coronal, existe con frecuencia una zona
estrecha, de un ancho aproximado de 40 pm, relativamente libre de células y por ello
recibe el nombre de zena pobre en células o capa de Weil. Esa zona esta formada por
capilares sanguineos, fibras nerviosas amielinicas y las finas prolongaciones
citoplasmaticas de los fibroblastos. La presencia o ausencia de la zona pobre en
células depende del estado funcional de la pulpa. Esta zona puede no ser aparente
en las pulpas jovenes, donde la dentina se forma con rapidez, o en las pulpas viejas,
donde se genera dentina reparadora.

Capa odontoblastica.

El estrato celular mas externo de la pulpa sana es la capa de odontoblastos, esta capa
se localiza inmediatamente subyacente a la predentina; las proyecciones
odontoblasticas sin embargo, pasan a través de la predentina para llegar a la dentina.
En consecuencia, la capa odontoblastica se compone de los cuerpos celulares de los
odontoblastos. Ademas, entre estos Ultimos se pueden encontrar capilares, fibras
nerviosas y células dendriticas. En la porcién coronal de la pulpa joven, que esta
secretando colagena activamente, los odontoblastos tienen una forma cilindrica alta.
La altura de los odontoblastos es variable en consecuencia, sus ndcleos no se
encuentran al mismo nivel, sino que estén alineados de forma escalonada, descrito a
menudo como una empalizada. Esta organizacion hace que parezca que las capas
tengan de tres a cinco células de grosor, aunque realmente soélo hay una capa de
odontoblastos. Los espacios intercelulares entre [os odontoblastos son pequefios, de
unos 30-40 nm de ancho. Los cuerpos celulares de los odontoblastos estan
conectados por complejos firmes y uniones comunicantes. Las uniones comunicantes
estan formadas por proteinas de conexién gue permiten el paso entre las células de
moléculas sefial. La capa odontoblastica de la pulpa coronal contiene més células por
unidad de area gue la de la puipa radicular. Mientras que los odontoblastos de la pulpa
coronal madura suelen ser cilindricos, los de la porcién media de la pulpa radicular
son mas cubicos. Cerca del foramen apical, los odontoblastos aparecen como una
capa escamosa de celulas planas. Puesto que el nimero de tdbuios dentinarios por
unidad de area es menor en la raiz que en la corona del diente, los cuerpos celulares
de los odontoblastos estan menos apifados y se pueden ensanchar en sentido lateral;
durante la maduracién y el envejecimiento, se produce continuamente una
acumulacién en la capa de odontoblastos, especialmente en fa pulpa coronal, por
estrechamiento del espacio pulpar. La apoptosis de los odontoblastos parece
ajustarse a este timitado espacio durante el desarrollo. 812.13.14



imagen 1. Zonas morfologicas de la pulpa. Cohen “Vias de la pulpa® 2010.

Dentina.

L.a dentina madura se compone de aproximadamente un 70% de material inorganico,
un 20% de material organico y un 10% de agua. El principal componente inorganico
consiste en hidroxiapatita Ca10(P0O4)6(0OH)2. La matriz organica consta de proteinas,
de las cuales la mas comin es la colagena tipo 1; hay un componente menor de
colagena tipo V. Las proteinas no coldgenas mas comunes son la
dentinofosfoproteina (DPP), proteina de matriz de dentina 1 (DMP1), sialoproteina de
dentina (DSP), osteopontina (OPN), osteocalcina y sialoproteina ésea (BSP).
Ademas, contiene proteoglucanos, pequefias cantidades de fosfolipidos y numerosos
factores de crecimiento, como proteinas morfogenéticas 6seas (BMP), factores de
crecimiento similar a la insulina (IGF) y factor de crecimiento transformante beta (TGF-
B). Estos factores de crecimiento son importantes durante la desmineralizacién de la
dentina porque localmente pueden estimular la posterior diferenciacién de células
madre. 8,9,10, 15.

Dentina primaria, secundaria y terciaria.

La dentina primaria se forma durante el desarrollo del diente hasta que los dientes
erupcionan en la cavidad oral, se secreta a una velocidad relativamente alta y forma
fa mayor parte de la dentina del diente. Tiene una estructura regular y contiene tGbulos
dentinarios que forman una curvatura primaria en forma de S por el movimiento
direccional de los odontoblastos, que tienen una prolongacién celular que se extiende
desde un borde periférico ancho hacia una capa celular central y estrecha. Tras la
erupcion de los dientes, los odontoblastos siguen depositando dentina, pero cambian
ligeramente de direccién, lo que contribuye a la inclinacién de los ttbulos dentinarios
y se conoce como dentina secundaria, se sintetiza a una velocidad mucho mas lenta
y tiene una estructura menos regular que la primaria. Se deposita durante el resto de
la vida del diente. A diferencia de la dentina primaria y secundaria, la dentina terciaria,
o dentina reparadora o reaccionaria, se deposita como consecuencia de un proceso
patoldgico, como caries o abrasién oclusal. Se ha sugerido que la dentina terciaria es
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secretada por odontoblastos originales o, en caso de muerte, por odontoblastos de
sustitucion recién diferenciados que surgen de células madre mesenquimales
proximas. La funcion de la dentina terciaria es proteger a la puipa de agentes irritantes
provenientes del medio externo. Tiene una estructura desorganizada en comparacion
con la dentina primaria y secundaria. 8.9.10

Dentina del manto.

La primera capa de dentina primaria que se deposita es la dentina de/ manto. Es
producida por los odontoblastos que no estan plenamente diferenciados. En el diente
adulto, fa dentina del manto es la mas antigua y se encuentra adyacente al esmalte
de [a corona. Los odontoblastos producen los componentes de colageno, que se
organizan en una red de fibrillas. Los analisis con microscopio electrénico han
demostrado que los odontoblastos producen pequefas vesiculas de matriz de
membrana cerrada donde empieza la precipitacién de minerales. Después de la rotura
de las vesiculas de matriz, los cristales se extienden por la matriz de colageno y actian
como puntos de partida para el crecimiento de los cristales de apatita.

Dentina peripulpar.

La dentina peripulpar se forma una vez depositada Ia capa de dentina del manto y
forma ta mayor parte de la dentina primaria y secundaria. Los adontoblastos depositan
primerc la matriz organica, formada principalmente por fibrillas de colagena de
aproximadamente 500 nm de didmetro, orientadas en angulo recto con el eje largo de
los tubulos dentinarios. Estas fibras de colageno estan muy juntas y forman una red
entretejida que quedard incrustada por los cristales minerales subsiguientes. Los
odontoblastos transportan activamente el calcio de los vasos sanguineos a la red de
fibrillas de colageno. Hay pruebas de que la mineralizacién de la dentina esta
controfada por la DPP. La DPP puede fijar calcio, porque es muy anidnica. Los
cambios conformacion de la DPP le permiten fijar un gran numero de iones de calcio,
lo que permite la formacién y el crecimiento de cristales minerales en la red de matriz
de colagena. Al regular la liberacién y concentracion de DPP, los odontoblastos
pueden regular el inicio y la velocidad de mineralizacion de la dentina. Los cristales de
hidroxiapatita se depositan en la superficie y dentro de las fibrillas y siguen creciendo
a medida que avanza la mineralizacion, aumentando el contenido mineral de la
dentina. La dentina peripulpar se mineraliza a través de calcosferitas en el frente de
mineralizacion entre la predentina y la dentina mineralizante. Los cristales minerales
se organizan en calcosferitas, de tamafio y forma variables en diferentes regiones de
la dentina. Al crecer, se fusionan con calcosferitas adyacentes hasta que la matriz de
dentina esta totaimente mineralizada.

Predentina.

La predentina es una capa de matriz organica desmineralizada de 15 a 20 um entre
la capa de odontoblastos y la dentina mineralizada. Las principales protefhas son
colagena tipo | y ll, los elementos distintos de |a colagena son proteoglucanos como
dermatan sulfato, heparan sulfato, hialuronato, sulfato de queratina, condroitin 4-
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sulfato, condroitin B-sulfato, glucoproteinas, glucosaminoglucanos (GAG), proteinas
Gla'y DPP. Es una proteina muy fosforilada que se encuentra en hueso y dentina. En
la dentina, la DPP la producen los odontoblastos y se transporta hasta el frente de
mineralizacion. Se cree que se une al calcio y desempefia una funcion en la
mineralizacion. Ademds, en la dentina se han identificado factores de crecimiento
como el TGF-B, los factores de crecimiento similares a la insulina y el factor de
crecimiento derivado de las plaguetas. La presencia de factores de crecimiento en ia
dentina tiene un significado clinico significativo porque la reabsorcién dentinaria
presumiblemente libera estos factores de crecimiento en la pulpa, donde alteran las
funciones biologicas de este tejido. La reabsorcidon dentinaria puede estimular la
formacion de dentina terciaria. 82.10.15.

Cambios con la edad.

La formacion continua de ia dentina secundaria a lo largo de Ia vida reduce poco a
poco el tamafio de la camara pulpar y los conductos radiculares, aunqgue el ancho de
fa unién cementodentinaria parece permanecer relativamente estable. Ademas,
parece que ciertos cambios de la pulpa guardan relacién con el proceso de
envejecimiento, ya que existe una reduccién gradual de irrigacién nerviosa y
sanguinea, la celularidad y un aumento simultaneo del nimero y grosor de las fibras
colagenas, sobre todo en la pulpa radicular. Las fibras colagenas gruesas pueden
actuar como sitios de depdsito para la calcificacion pulpar, mientras que los
odontoblastos disminuyen de nimero y de tamafio, e incluso pueden desaparecer
completamente en ciertas dreas de la pulpa, sobre todo en el piso pulpar sobre las
areas de bi o trifurcacion.

Tambien se ha reportado que durante el envejecimiento aumenta la resistencia del
tejido pulpar frente a la accién de las enzimas proteoliticas como la hialuronidasa
{enzima proteica que madifica la permeabilidad del tejido conectivo mediante la
hidrélisis del acido hialurénico) lo que sugiere una alteracion de la colagena y en los
proteoglucanos en ta pulpa de los dientes envejecidos. Los principales cambios de la
dentina relacionados con el envejecimiento consisten en un aumento de la dentina
peritubular y esclerosis dentinaria. La esclerosis dentinaria produce una disminucion
gradual de la permeabilidad de la dentina, a medida que disminuye progresivamente
el diametro de los tubulos dentinarios. También en pacientes que presentan

- enfermedades periodontales con pérdida 6sea muestran mayor predisposicion a
calcificaciones pulpares. 1612




Respuesta del tejido pulpar ante agentes irritantes.
l.as reacciones inflamatorias de la pulpa pueden ser causadas por traumatismos, por

agentes toxicos o alergenicos en materiales restauradores y por productos
bacterianos. Después de identificar la variedad de células halladas en la respuesta
inflamateria, fas investigaciones se han centrado en la respuesta inespecifica de la
reaccion inflamatoria de la pulpa. Silos principales signos y sintomas de la inflamacion
{rubor, calor, inflamacidn y dolor) son aplicadas a la posicion anatémica de la pulpa
dental (rodeada de tejido mineralizado), explicaria la evolucion de la enfermedad
pulpar, ya que la presion dentro de la cdmara pulpar debe ser lo suficientemente alta

para que ocurra un colapso en la circulacion, resultando rapidamente en una necrosis
tota). 14.15.16.17.

Siempre que la pulpa es sometida a injurias, el sistema inmunoldgico desatara una
respuesta inflamatoria que limitara el dafio de los tejidos por medio de la eliminacién
de los organismos que han invadido este espacio. En primer lugar ocurre una
respuesta vascular inmediatamente debajo del sitic de la lesién, evidenciade por un
aumento en la permeabilidad vascular y extravasacién de fluido (edema), que
dependiendo de su intensidad puede causar alteraciones en la capa odontoblastica
por la elevacion de la presion. Esta vasodilatacion permite la disminucion de la
velocidad de circulacion de ta sangre y de sus células rojas, ademas de la marginacion
_de leucocitos. Cuando la presion local en los tejidos sobrepasa la presion venosa local,
los vasos tienden a sufrir colapso, y la sangre se aleja de la zona de mayor presién
histica hacia zonas de menor resistencia. La presion persistente obstaculiza la
circulacion, cuya consecuencia es minima en los tejidos normales, pero grave en los
tejidos inflamados, yva que al obstruirse la circulacién, se facilita la acumulacién de
factores irritantes como lo son las toxinas bacterianas, enzimas nocivas, factores
quimiotoxicos, etc. Esta congestion venosa en la regién apical, controlando el posible
drenaje de la pulpa constituye el factor decisivo para el caracter regresivo o progresivo
de la reaccion pulpar inicial. La pulpitis es similar a [a inflamacién de otros tejidos del
cuerpo, lo que varia es la intensidad, la duracién y la extensién. Basandose en
sintomas clinicos y descripciones histopatolégicas, se pueden distinguir dos fases en
la pulpitis: aguda {(exudativa) y crénica (proliferativa). 14.15.18.17.

La respuesta exudativa constituye la respuesta inicial de los tejidos pulpares o
periapicales a cualquier irritacidon: mecénica, fisica, quimica, térmica o microbiana.
Esta reaccidn se caracteriza por una afluencia de exudado liquido (edema), el término
agudo implica una hiperactividad de las fuerzas inflamatorias exudativas muy cerca
del foco de la lesion o infeccion. Si el irritante primario (externo) aumenta, también
aumenta la respuesta exudativa para tratar de superar y neutralizar el agente irritante.
La células predominantes en la repuesta aguda son leucocitos polimorfonucleares
neutréfilo (PMN), macrofagos y células plasmaticas.



Enla respuesta proliferativa, se observa una neoformacion de vasos sanguineos, finos -~

y fragiles, asi como una notable proliferacién fibroblastica de colageno. Estos dos
componentes constituyen el tejido de granulacion que se necesita para el proceso de
cicatrizacion. Cuando en la poblacion celular se incluyen linfocitos, células plasmaticas
y macrofagos tisutares, entonces se denomina tejido granulomatoso, ya que el tejido
posee entonces funciones defensivas y de cicatrizacion. El término crénico implica

" que la presion tisular no supera el umbral del dolor. Los productos de la zona exudativa
drenan hacia una superficie, son absorbidos por el flujo venoso o linfatico pasan a los
tejidos conjuntivos adyacentes o usan cualquier combinacién posible para aliviar la
presion. 415

Como respuesta ante lesiones cariosas, abrasién, preparaciones dentales, efc; los
odontoblastos tienen la capacidad de producir dentina reaccionaria. En caso de una
lesidn cariosa invasiva, los odontoblastos son destruidos por toxinas bacterianas o
alterados por moléculas nocivas liberadas por el material restaurador, por células
necroticas o por enzimas liberadas por la degradacion de la matriz extracelular. Las
celulas sub odontoblasticas (células Hoéehl) pueden en ese caso diferenciarse y
reemplazar a odontoblastos perdidos formando una capa de dentina reaccionaria
debajo de [a linea calcio traumatica. 14151617

Si la pulpa dental se encuentra expuesta, los odontoblastos y las células de Hoehl ya
no pueden reparar la lesién y ofro proceso tiene lugar. Las células madre o
progenitoras ubicadas dentro de la pulpa son reclutadas, proliferan y se diferencian
en celulas similares a osteoblastos u odontoblastos, y comienzan a producir matriz
extracelular, que finalmente sufrira mineralizacion. Esta cascada de eventos lleva a la
formacion de dentina reparadora, en forma de una dentina delgada o puente gue
ocluye el sitio de exposicién, o bien una estructura similar al hueso (osteo-dentina)
que ocupa parcial o totalmente el espacio de la pulpa. 14151617

Se ha especulado que los factores bioactivos, que se liberan después de la
desmineralizacion de la dentina en lesiones cariosas, por aplicacion de materiales
dentales acidos ¢ acondicionamiento con EDTA {4cido etilendiamiltetradcetico) tienen
la capacidad de quitar iones de calcio de la red cristalina de hidroxiapatita, 1o que
puede estimular el tejido de reparacion por promocién de proliferacion y diferenciacién
de células de la pulpa dental.

K]



Calcificaciones pulpares.

La calcificacion del tejido pulpar es un fenémeno frecuente, aunque Ias estimaciones
de incidencia de estos hallazgos varian ampliamente, se puede afirmar gue, al menos
el 50% de todos los dientes, presentan una o més calcificaciones pulpares. En la puipa
coronal, [a calcificacion suele adoptar la forma de célculos concéntricos bien definidos.
mientras que en la pulpa radicular, la calcificacién suele ser difusa. No hay pruebas
claras sobre si la calcificacion pulpar es un proceso patoldgico relacionado con varios
tipos de lesidn o un fenomeno natural, sin embargo el mayor significade endodéncico
de la calcificacion pulpar quiza radique en que puede dificultar la localizacion de los
conductos radicutares. El tamafic de las calcificaciones, varia desde particulas
pequenas, micrascopicas, hasta concreciones que ocupan casi toda la camara pulpar.
Se ha demostrado que la fase mineral de las calcificaciones de la pulpa, consisten en
apatitas (hidroxiapatita, brushita, monetita). Desde el punto histoldgico se reconocen
dos tipos de calcificaciones a) Redondos u ovales, con superficie lisa y laminas
conceéntricas; y b) con superficies rugosas, sin una forma determinada y carente de
faminaciones. Al parecer, las calcificaciones laminares crecen por la adicion de fibrillas
colagenas sobre sus superficies, mientras que las no laminadas se forman por la
mineralizacion de fasciculos de fibras colagenas preformadas. En este ditimo tipo, el
frente de mineralizacion parece extenderse a lo largo de las fibras gruesas, lo que
proporciona un aspecto rizado a la superficie. Muchas veces, estos haces de fibras
gruesas parecen haber experimentado una hialinizacion, con lo que recuerdan al tejido
cicatricial antiguo. Las calcificaciones pulpares se pueden formar alrededor de las
células epiteliales (restos de la vaina radicular epitelial de Hertwig); es probable que
estos restos epiteliales induzcan a células mesenquimales adyacentes a diferenciarse
en odontoblastos. De modo caracteristico, estas calcificaciones se encuentran
cercanas al apice radicular y contienen tubuios dentinarios.18.21.23

La causa es en gran parte desconocida, puede ocurrir alrededor de células en
degeneracion, trombos sanguineos o fibras colagenas. Muchos autores creen que
representa una forma de calcificacion distréfica. En este tipo de calcificacion, el calcio
se deposita en los tejidos que degeneran. L.os cristales de fosfato calcico se pueden
depositar dentro de la célula. Inicialmente, el depésito tiene lugar en las mitocondrias,
a causa de la permeabilidad aumentada de la membrana al calcio por el fracaso de
los sistemas de transporte activo de las membranas celulares. Asi pues, las células
en proceso de degeneracion actian como un foco y pueden iniciar la calcificacién de
un tejido. En ausencia de degeneracion tisular obvia, la causa de la calcificacion pulpar
es enigmatica. Muchas veces resulta dificil asignar el término calcificacion distréfica
puesto que aparecen con frecuencia en pulpas aparentemente sanas, lo que sugiere
ausencia del estrés funcional necesario para que ocurra la calcificacién.23.24

A veces se observan numerosas calcificaciones pulpares concéntricas, sin causa
aparente, en todos |os dientes de un individuo joven. La aparicion se puede atribuir a
“ caracteristicas bioldgicas naturales (ej.: torus, nevus, etc) aunque la colagena de los
tejidos blandos no se suele calcificar, no es raro hallar calcificaciones en tejidos
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cicatriciales hialinizados antiguos de la piel. La calcificacién sustituye los componentes
celulares de la pulpa y puede dificultar el suministro de sangre, aungue no sea una
evidencia concreta a favor de la posibilidad se ha planetado que el dolor pulpar
idiopatico, se relaciona con frecuencia a la presencia de dichas calcificaciones,23.24

Metamorfosis calcificante.

La luxacién de los dientes a causa de traumatismos dentoalveolares puede llevar a
una metamorfosis calcificante, una anomalia que puede conducir en cuestién de
meses o anos la obliteracion, radiogréfica parcial o total de la camara pulpar. La
obliteracion radiografica se debe a un depésito excesivo de un tejido mineralizado
similar al cemento, o en ocasiones al hueso sobre |as paredes dentinarias, El examen
histolégico evidencia que la presencia de algun tejido blando y tejido mineralizado
puede estar cubierto de células parecidas a los cementoblastos. En una concusion y
subluxacion el porcentaje de obliteracién del conducto es de 3% a 11% (Cleen, 2002)
Desde el punto de vista clinico, las coronas de los dientes con metamorfosis
calcificante pueden tener un tono amarillento, en comparacion a los dientes vecinos.
Esta condicion suele ocurrir en dientes con formacion incompleta de raiz. El
traumatismo conlleva una alteracion de los vasos sanguineos que penetran en el
diente y produce un “infarto pulpar’, se plantea que el foramen apical permite que el
tejido del ligamento periodontal prolifere y sustituya el tejido infartado, aportando
células de cemento y osteoprogenitoras capaces de diferenciarse en cementoblastos,
osteoblastos o en ambos.25.26.27

Clasificacion.

Las calcificaciones pulpares pueden ser clasificadas estructuralmente y sobre [a base
de su ubicacion. Estructuralmente: son verdaderas y falsas, la distinciéon es
morfolégica. Un tercer tipo difuso o amorfo, son de forma mas irregular que las
calcificaciones falsas, que se producen en estrecha asociacion con vasos sanguineos.
“Las calcificaciones verdaderas son formadas por dentina y estadn rodeadas por
odontoblastos, mientras que las falsas se forman a partir de la degeneracion de células
de la pulpa que se mineralizan. Esta mineralizacién se produce en etapas, inicialmente
los nichos de células son encerrados por fibras dispuestas concéntricamente (es decir,
una fase organica precede a la mineralizacion) que luego se impregnan con sales
minerales. Entonces se van agregando calcificaciones incrementales. Basados en la
ubicacion: pueden ser incrustadas, adheridas y libres. Las calcificaciones incrustadas
se forman en la pulpa, donde se adjunta dentina fisioldgica en formacién (a veces
completamente) dentro de las paredes del conducto. Estos se encuentran con mayor
frecuencia en la parte apical de la raiz, y la presencia de odontoblastos y tejido
calcificado parecido a dentina pueden aparecer en Ia periferia de estas
calcificaiones.19.11.12.25




Tecnicas de analisis de Biominerales.

L.os estudios cristalograficos revelan que los biominerales son estructuras con un alto
grado de ordenamiento y con propiedades magnéticas y eléctricas caracteristicas, y
con una gran diversidad de morfologias que son producto de la interaccién de la fase
mineral {iones organicos) y los componentes organicos (regularmente proteinas) que
dan lugar a estructuras complejas. El avance tecnoldgico ha permitido el desarrollo de
nuevas herramientas que nos permiten obtener caracteristicas macroscépicas e
interatdmicas de los biominerales, que nos evidencian sus propiedades fisicoquimicas
permitiendo obtener nuevos conocimientos sobre su formacién y patrén de
crecimiento. Algunas técnicas para el estudio de los biominerales se detallan a
continuacién 30.31.32

- Andlisis imagenolégico.

Las técnicas imagenologicas utilizadas con mayor frecuencia para la visualizacién de
calcificaciones pulpares son fa tomografia computarizada de haz cénico (CBCT por
sus siglas en ingles) y las radiografias convencionales ya que proveen informacion
anatémica para el diagnéstico y plan de tratamiento. Permiten la visualizacién de
depositos mineralizados entro de la camara pulpar, pudiendo valorar la ubicacion
anatomica y tamario, ademas de permitir comparar la densidad (medida en unidades
Hounsfield) entre diferentes tejidos. 12.13:20,32

Microscopia electrénica de barrido (SEM/EDS por sus siglas en inglés).

El microscopio electrénico de barrido utiliza un dispositivo (flamento) que genera un
haz de electrones para irradiar la muestra y con diferentes detectores se obtienen
senales producidas per su interaccion con la superficie de la muestra para crear una
imagen que refleja sus caracteristicas superficiales brindando informacién (til para
caracterizar tamano, topograffa, compasicidn quimica y morfologia de muestras
microscopicas; junto con el analisis de imagen se realiza un andlisis elemental por
medio de la energia dispersada de rayos X caracteristicos (EDS) para determinar la
composicion semicuantitativa de la muestra. 30.33.34

Microscopia electronica de transmision de alta resolucién (HRTEM por sus
siglas en inglés).

Es un instrumento que utiliza un haz de electrones acelerados para irradiar una
muestra delgada por una de sus caras, dandonos una imagen formada por los
electrones que emergen por la cara contraria. Esta técnica es Gtil para la identificacién
de la distribucion atémica de una muestra cristalina y con ayuda del anélisis de la
transformada de Fourier (FT por sus siglas en inglés) determinara las distancias
interatdomicas que componen una fase cristalina determinada. 30.32.3¢4



Espectroscopia Raman.

La Espectroscopia Raman es una técnica foténica de alta resolucion gque proporciona
en pocos segundos informacion quimica y estructural de casi cualquier material o
compuesto organico y/o inorganico permitiendo asi su identificacién. El analisis
mediante espectroscopia Raman se basa en el examen de la luz dispersada por un
material af incidir sobre €l un haz de luz monocromético. Una pequena porcion de la
luz es dispersada inelasticamente experimentando ligeros cambios de frecuencia que
son caracteristicos de los materiales analizados e independientes de la frecuencia de
la fuz incidente. 30.37.38

Difraccién de RX (DRX).

La difraccién de rayos X constituye una herramienta basica para la caracterizacion de
materiales cristalinos, frente a otras técnicas analiticas permite por un lado establecer
la forma alotrépica bajo la que se presenta una sustancia, y por ofro lado analizar
sustancias que presentan varias fases constituidas por los mismos elementos. Para
la identificacion de estas se procede a comparar tanto la posicion y la intensidad de
las lineas presentes en el espectro problema con todos los espectros de difraccidn
conocidos, los cuales aparecen incluidos en una base de datos que cada afio publica
la organizacion International Centre for Difracction Data (ICDD). 3¢. 37,38




Planteamiento del problema y justificacion.

Las calcificaciones pulpares presentan una alta incidencia clinica en endodoncia y se
distingue por el depdsito de tejido calcificado en el espacio de la cdmara pulpar y
conductos radiculares, dificuitando la localizacién e instrumentacion de los mismos,
estas situaciones conducen a errores dentro del procedimiento endodéncico como
perforaciones, desviacion del conducto original y fractura de instrumentos.

Hasta el dia de hoy, la formacién de calcificaciones pulpares es multifactorial, sin
embargo se han asociado a degeneracion pulpar por la edad, tratamiento ortodoncico,
trauma, predisposicion genetica, entre otros. La etiologia se encuentra relacionada a
un proceso inflamatorio crénico que condiciona un microambiente ideal para el
depdsito de minerales inducido por células especializadas sobre la matriz extracelular.
Por lo anterior el estudic de las caracteristicas minerales formadas dentro del tejido
pulpar, mediante el empleo de técnicas para el estudio cristalogréafico, incrementara el
conocimiento sobre el proceso de biomineralizacion que lleva a cabo como respuesta
ante irritantes sobre el tejido pulpar.



Objetivo general:

- ldentificar las caracteristicas fisicoquimicas de calcificaciones pulpares y su
corretacion con la localizacién anatémica dentro del tejido pulpar.

Objetivos especificos:

- Describir la morfologia y microestructura de las calcificaciones pulpares
mediante analisis imagenoldgico y mediante microscopia electrénica.

- ldentificar la fase mineral que compone a las calcificaciones pulpares mediante
microscopia electronica de transmisién, micro Raman y difraccién de rayos X.

- Correlacionar la morfologia y fase mineral con su localizacién pulpar.

Hipotesis:

- Las calcificaciones pulpares son un mecanismo de defensa ante la presencia
de estimulos endégenos o exdgenos, por lo que su morfologia, composicion y
fase mineral estara determinado por los componentes moleculares y celulares
presentes en el tejido pulpar.

Metodologia
Tipo y disefio general del estudio
La presente investigacion es de tipo transversal descriptivo.
Universo de estudio, seleccion y tamafio de la muestra

El universo de la muestra estara constituido por pacientes atendidos en la
clinica de Endodoncia de ia DEPel UNAM, con presencia de calcificaciones
pulpares, de 35-75 afios de edad.

Criterios de inclusidn y exclusién:

Criterios de inclusién:

-Pacientes de ambos sexos con presencia radiografica de calcificaciones
pulpares en dientes permanentes.

-Pacientes entre 35-75 afios de edad.

-Dientes gue no hayan presentado acceso previo.
-Pacientes con apice completamente formado.
-Pacientes con o sin enfermedades sistémicas.

Criterios de exclusion:

-Pacientes fuera del rango entre 35-75 afios de edad.
-Dientes previamente tratados.

-Dientes deciduos.



Materiales:

Pieza de alta velocidad.

Fresas redondas (numero 2, 3y 4).
Cucharillas de dentina 31,31 y 33 L.
Agua desionizada.

Tubos Eppendorf.

Cinta carbén doble cara.

Micro pinzas.

Porta objetos.

Rejilla de carbono.

Mortero de agata.

Iscpropanol.

Equipo:

Punta de ultrasonido E7D.
Camara de vacio.

Microscopio SEM JEOL 5800LV.
Microscopio TEM JEOL JEM 2010.

Difractdmetro D8 Advance Davinvi.
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Microscopio confocal micro Raman Thermo — Scientific DXR.
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Metodologia.

Obtencidén de las muestras.

A partir de pacientes que acudieron a la clinica de Endodoncia de la Divisién de
Posgrado e Investigacién de ta Facultad de Odontologia y una vez realizada a historia
clinica y con la autorizacion del consentimiento informade, se recolectaron las
calcificaciones localizadas tanto en camara como en conductos radiculares,
previamente identificados con el andlisis Imagenologico (radiografia). Las
calcificaciones fueron removidas con cucharillas endodéncicas 31, 32y 33 L. Las
muestras se lavaron con abundante agua desionizada estéril para eliminar residuos
de tejido pulpar y se colocaron en micro tubos Eppendorf, una muestra por tubo, el
cual fue etiquetado con los datos del paciente y clasificados como CP1, CP2, CP3y
CP4. Los tubos fueron almacenados a temperatura ambiente en una camara de vacio
hasta el dia en que se realizaron los estudios de Microscopia y Espectroscopia
molecular.

Preparacion de las muestras.

Las muestras se dividieron, para su analisis en cada una de las diferentes técnicas:
La morfologia y microestructura de las calcificaciones pulpares fueron examinados
empleando un microscopio electrdnico de barrido JEOL 5900LV, las muestras se
montaron en soportes metalicos (pin stub) y se recubrieron con una capa de oro (~5
nm) para reducir el dafic térmico y mejorar la emisién de electrones secundarios que
aumentan la calidad de {a imagen. Las microfotografias fueron tomadas mediante la
técnica de electrones secundarics; la composicion elemental se determiné por medio
de una microsonda y se calculé la proporcién Ca/P mediante analisis de porcentajes
atémicos de los elementos identificados en el espectro.

Para los analisis de HRTEM, DRX, y micro Raman fue necesario pulverizar las
muestras en un mortero de agata. Las muestras que se sometieron al analisis de
HRTEM se resuspendieron en isopropanol, con ayuda de un capilar se tomé un
volumen de ~ 5 uL y se montd en una rejilla de carbono. Las imagenes de alta
resolucion fueron obtenidas con un microscopio JEOL JEM2010 y analizadas con el
software Digital Microscope.

Para la caracterizacion de las muestras mediante micro Raman se ufilizé un
microscopio confocal micro Raman Thermo — Scientific DXR; se empled el laser con
longitud de onda de 532 nm, potencia de 10 nW y en elintervalo de 50-3000 cm, los
resultados de los espectros vibratorios fueron analizados con el software Origin 8.

La identificacién de la fase cristalina de las calcificaciones pulpares fue evaluada
mediante difraccion de Rayos X. Los experimentos se llevaron a cabo con generador
de rayos X de molibdeno de anodo giratorio (D8 Advance Davinvi configuracién theta-
" theta marca Bruker Axs), y analizadas con software Origin 8.




Resultados:

Paciente 1

Femenina de 72 afios, con antecedentes de hipertension arterial desde hace 17 afios e
insuficiencia venosa periférica bajo tratamiento médico con diosmina 500 mg. Referida
de la clinica de protesis bucal e implantologia DEPel para tratamiento del diente 46;
despues de realizar las pruebas de sensibilidad pulpar y periapical, se diagnostica con
pulpitis irreversible y periodontitis apical aguda, en la radiografia inicial se observa
camara pulpar obliterada y conductos radiculares estrechos. La calcificificacion se
encontrd libre dentro de la cdmara pulpar, y una vez libre de tejido orgénico se codifico
como CP1 para su posterior caracterizacién.

A} Radiografia dentoalveolar inicial, donde se observa cdmara pulpar retraida, conductos radiculares
estrechos sin lesidn periapical, B) Radiografia final del tratamiento de conductos.

Paciente 2

Femenina de 48 afios, sin antecedentes personales patologicos. Referida de la clinica de
crtodoncia DEPel para tratamiento del diente 46 después de realizar las pruebas de
sensibilidad pulpar y periapical se diagnostica con necrosis pulpar y periodontitis apical
cronica, en la radiografia inicial se observa camara pulpar estrecha y presencia de
caicificacién pulpar en la entrada de los conductos mesiales los cuales se observan estrechos,
notese la presencia de una raiz adicional distolingual (radix paramolaris). La calcificificacion
se aislo libre dentro de la camara pulpar, se codifico como CP2 para su posterior
caracterizacion.

A} Radiografia dentoalveolar inicial, donde se observa camara pulpar estrecha, conductos radiculares
estrechos y presencia de una calcificacién pulpar sobre la entrada de los conductos mesiales, B)
Radiografia final del tratamiento de conductos.




Paciente 3

Femenina de 53 afios, con antecedentes de esclerodermia, hipertension arterial y
sindrome de Srogren bajo tratamiento médico con acido micofenélico 360 mg, y
losartan 50 mg. Referida de la facultad de odontologia para tratamiento del diente 16
después de realizar las pruebas de sensibilidad pulpary periapical se diagnostica con
pulpitis irreversible y periodontitis apical aguda, en fa radiografia inicial se observa
camara pulpar amplia y conductos radicualres estrechos. La calcificificacion se
encontrd adherida al piso de la cdmara pulpar y una vez libre de tejido organico se
codifico como CP3 para su posterior caracterizacion.

A) Radiografia dentoalveolar inicial, donde aparentemente se observa una calcificacion pulpar en el
espacio de la camara pulpar, B) Radiografia final del tratamiento de conductos.

Paciente 4

Femenina de 64 afos, hipertension arterial y diabetes bajo tratamiento médico con
losartan 50 mg y glibenclamida 5 mg. Referida de la clinica de protesis bucal de {a DEPel
para tratamiento del diente 27 después de realizar las pruebas de sensibilidad pulpar y
periapical se diagnostica con necrosis pulpar y periodontitis apical cronica, en la
radiografia inicial se observa camara pulpar obliterada y conductos radiculares
estrechos. Lesion radiolucida difusa de aproximadamente 3x2 mm asociada 2 I2 raiz
palatina. Después de extraer la calcificacion que se encontré adherida a la dentina se
codificé como CP4 para su posterior caracterizacion.

A) Radiografia dentoalveolar inicial, donde aparentemente se observa una calgificacion pulpar en
el espacio de la cédmara pulpar, B) Radiografia final del tratamiento de conductos.

[



Caracterizacién de calcificaciones: Las microfotografias obtenidas a partir de SEM
mediante electrones secundarios se muestran en la imagen 1, estas permiten identificar
la topografia superficial y homogeneidad de las muestras, donde en CP1 y CP2 (A-D)
se observa un patron fibrilar mineralizado con zonas aparentemente mas densas, estas
caracteristicas topograficas son comunmente observadas en la mineralizacion de fibras
de colagena del hueso ¢ de cartilago hipertrofico. En CP3 (E y F) se observan nodulos
aparentemente mas densos que pueden fusionarse y dar lugar a una calcificacién de
mayor tamafio, mientras que para CP4 (G y H) se observa un patron laminar, similar a
la mineralizacion de la dentina.

CP1

CP2

CP3

CP4

Imagen 1. Microfotografias de SEM con electrones secundarios de calcificaciones pulpares.




- Analisis semicuantitativo de elementos (EDS).

Al realizar el andlisis quimico elemental mediante EDS de las muestras mostrado en
la imagen 2, se observo mayor proporcién de calcio y fasforo, sin embargo tambien se
- identificarén otros elementos presentes como sodio, magnesio, carbono, cloro y zinc.
- La relacion Ca/P para cada una de las muestras fue 1 85, 29, 25 y 187
respectivamente, estos valores son similares e inciuso mas aitos comparados con la
proporcion Ca/P de la HA (1.67), esto se debe a la presencia de moléculas y proteinas
(denominadas impurezas) que forman parte activa del proceso de biomineralizacion
en las calcificaciones pulpares.
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: Imagen 2. Andlisis EDS de calcificaciones pupares. La grafica y tabla muestran los elementos
presentes para cada una de las muestras.




Microscopia Electronica de Alta Resolucién (HRTEM).

El analisis de los cristales realizado mediante HRTEM se ilustra en la imagen 3, las
fotografias de alta resolucion muestran los valores que corresponden a distancias
interatomicas para CP1 de 4.13, 4.42, 1.76, 6.58, 4.18 A que corresponden a los
planos cristalinos (1,-2,1), (-3, 2,0), (0, 1,0), (3, 1,1), (1, 0,1) respectivamente.

Para CP2 las distancias interatémicas 3.09, 1.51, 1.39, 1.91, 1.74 A corresponden a
los planos cristalinos (1,1,-2), (1,2,3), (2,2,4), (1,3,2), (3,0,3) respectivamente.

Las distancias interatomicas para CP3 fueron 1.41, 1.92, 2.25, 2.30, 2.20 A, que
corresponden a los planos cristalinos (1,4,3), (2,2,2), (0,0,3), (-1,0,3), (0,3,0).

Mientras que para CP4 las distancias interatémicas 7.05, 6.97, 6, 5.385, 6.958, 5.505,
5.47, 7.11 A corresponden a los planos cristalinos (34.1), (5,1.1), (1,0,4), (2,3,3),
(1,4,3), (2,6,0), (2,1.,3), (1,4,3).

Las reflexiones cristalinas se muestran a través de la transformada de Fourier
(recuadros en rojo), la cual nos permite identificar que la fase cristalina de las
fotografias A, C y G es Brushita, B y E Monetita, D, F y H corresponden a HA, los
cuales fueron comparados con los datos de referencia PDF 720713, PDF 770128 y
PDF 861201.
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Imagen 3. Fotografias obtenidas con HRTEM que muestran la resolucién atémica, donde a partir de
la transformada de Fourier (recuadros en rojoj se midieron angulos y distancias interplanares.




Difraccion de Rayos X.

La identificacion de la fase cristalina de las calcificaciones pulpares fue evaluada
mediante difraccion de Rayos X. Los experimentos se ilevaron a cabo con
difractdometro con anodo de molibdeno giratorio (D8 Advance Davinvi configuracion
theta-theta marca Bruker Axs).

Los difractogramas se graficaron en el programa Origin 8, se compararon con datos
de referencia PDF-861201 que correponde con la fase cristalina de hidroxiapatita.

Los difractogramas de la Imagen 4 de las cuatro muestras de calcificacion pulpar
presentan picos en diferentes posiciones de angulo los cuales corresponden a los
planos cristalinos (002), (211), (112), (130) y angulos de 25.816, 32.065, 31.941 y 39.
86 respectivamente. Estos planos cristalinos corresponden a la fase de HA y no se
observa la presencia de otra fase mineral, de los difractogramas podemos apreciar
picos anchos que se atribuye a cristales pequefios, el cristal crece en la direccién (112)
ya que es el pico de mayor intensidad. Al obtener las caicificaciones pulpares de una
matriz organica el resto de los picos de la fase de HA no se logran definir esto se
puede atribuir a la presencia de material organico en la muestra.
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imagen 4. DRX de calcificaciones pulpares



Espectroscopia Raman.
El andlisis por espectroscopia Raman, permmite identificar los grupos funcionales
fosfato (PO4+*) caracteristicos del arreglo cristalino de ia fase HA. Por o tanto podemos
observar en el espectro de la imagen 5 la banda en 582-587 cm-! corresponde a la
vibracion v4 (deformacién P-O), la banda 950-967cm' que corresponde a la vibracion
v1 (valencia simétrica P-0), las bandas en 1065-1067 cm' corresponde a la vibracion
v1 (grupo carbonato substitucion tipo B) en el caso 2932-2937 cm' la vibracién se
atribuye a enlaces hidroxilo-
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imagen 5. Espectro micro Raman de calcificaciones pulpares.

cm-1 Fragmento, vibracion.
423 (PO4)3 —(v2) (P-O vibracional)
585 {PO4)3 — {v4) {P-O deformacion)
950-965 {PO4)3 - (v1) (P-O valencia simétrica)
1030-1045 (PO4)3 — (v3) (P-O valencia simétrica)
1065-1075 (CO3)2 — (v1) Substitucidn tipo B
1079-1080 Carbonato de potasio amorfo (v1)
1085-1087 Calcita y Aragonita {v1)
1095-1103 (CO3)2 — {v1) Substitucién tipo A

Imagen 6. Lineas de espectro Raman de Hidroxipatita (Timchenko A, “Experimental studies of
hydroxyapatite by Rarnan spectroscopy”, Journal Optical Technology, 2018.)




Correlacion del grado de mineralizacién respecto a la ubicaciéon de
calcificaciones dentro del tejido pulpar.

Con ayuda de tomografia computarizada se analizé la densidad de las calcificaciones
pulpares a través de unidades Hounsfield, y se correlacion6 la ubicacion anatémica
con el grado de mineralizacién. Los resultados indican que las calcificaciones
localizadas en la periferia del tejido pulpar presentan densidad similar a la dentina,
mientras que las calcificaciones libres presentan menor grado de densidad; lo cual
corrobora los resultados obtenidos en este trabajo y permite postular que
posiblemente el grado de mineralizacién corresponde a la ubicacién anatomica, ya
que las calcificaciones encontradas en el centro del tejido pulpar se encuentran menos
mineralizadas y se relaciona con el grado de componente organico presente.



Discusion.

Las calcificaciones pulpares son alteraciones en el tejido pulpar, y ocurren con mayor
frecuencia en mujeres que en hombres, su prevalencia puede alcanzar hasta 50% de
los dientes de una persona sana, los dientes mas afectados son los primeros molares
y con mayor recurrencia en la pulpa cameral (Goga R, 2011, Nogeira Leal 2017,
Cchen 2010). Aungue se ha relacionado que la prevalencia es mayor en pacientes de
edad avanzada, las calcificaciones pulpares también se pueden observar en pacientes
jovenes, en dientes sanos e incluse en dientes no erupcionados. En un estudio
realizado con 52 caninos impactados (Nitzan 1996), se evalud la presencia de
calcificaciones en pacientes entre 11-76 afios de edad; los resultados mostraron una
incidencia constante en todos los grupos de edad, y por tanto sin relacién con el
envejecimiento.

Investigaciones previas asocian la presencia de calcificaciones con el proceso natural
de envejecimiento o en respuesta a lesiones, como la oclusién traumatica,
movimientos de ortodoncia y factores irritantes que promueven la inflamacién crénica®.
Las otras causas reportadas incluyen factores idiopaticos, fluoruros, suplementos,
hipervitaminosis D o una posible predisposicion genética (dentinogénesis imperfecta
y displasia dentinal, que pueden verse incluso en dientes sin erupcion). Sin embargo,
la correlacion entre envejecimiento y calcificaciones pulpares sigue sin aclararse y adn
se esta discutiendo. Cabe destacar que en el presente estudio no se observd una
relacion directa entre el envejecimiento, tamanio y la compasicion de la calcificacién
pulpar; sin embargo, es necesario incrementar el niimero de muestra de eventuales
investigaciones para obtener datos mas precisos,

Todas las muestras analizadas en este trabajo fueron obtenidas de pacientes
femeninas de entre 52 y 73 afos, 3 de ellas con antecedentes de hipertensién arterial:
los dientes de los cuales fueron obtenidas estas calcificaciones fusron primeros
molares superiores y un segundo molar inferior asociados a irritantes crénicos como
caries y bruxismo. Nuestros resultades concuerdan con los reportes mencionados con
acerca de sexo y edad.

Aunque los estudios epidemioldgicos han destacado su alta prevalencia, el
conocimiento basice del proceso de formacién que tiene lugar en la pulpa dental es
escaso, el analisis de la microestructura de las calcificaciones nos dejan ver la
participacion activa de componente organico, colagena, en dirigir el crecimiento al
actuar como un andamio para el depdsito mineral dando como resultado
calcificaciones fibrilares con menor cantidad de zonas calcificadas. Por ofro lado, las
calcificaciones obtenidas de la periferia muestran morfologias mas compactas y
superficies mas lisas, en donde la presencia de colagena es menor y la dentina actua
COmo un sustrato para el deposito de minerales.

La relacién Ca/P de las muestras fue calculada por medio de EDS, los resultados son
relativamente altos comparados con la proporcion Ca/P presente en hidroxiapatita
estequiometrica 1.67, esto se puede explicar debido a que en la composicion de las




calcificaciones pulpares se encuentran presentes otros elementos como Cl, Mg, Nay

Zn; estudios anteriores también han identificado la presencia de Cu y Zn en mayor
proporcion en la composicidn de calcificaciones pulpares y en dentina cariada
presumiblemente la presencia de estas altas concentraciones de Cu y Zn, gue no se
observan en dentina sana, pusde estar relacionado con un aumento de |a actividad
de la enzima oxido dismutasa (SOD) en un contexto inflamatorio.

Estas calcificaciones pueden obliterar parcial o completamente la camara pulpary por
lo tanto complicar el tratamiento endodéncico, fa composicion precisa nunca se ha
determinado, sin embargo Trowbridge encontrd que su fase mineral consiste en
hidroxiapatita carbonatada; otros autores como Yoshiyama y Col. reportaron la
presencia de witlockita en las muestras analizadas, y en un estudio reciente de Fleur
Beres se identifico apatita parcialmente carbonatada con valores similares a dentina
cariada. En este trabajo la identificacion de la fase cristalina se obtuvo mediante el
emplec de técnicas especializadas de espectroscopia y difraccién de rayos X; y donde
los resultados obtenidos, al ser comparados con tablas internacionales de referencia
cristalograficas de minerales de importancia biologica y cendujo a la identificacion
predominante de HA para las cuatro muesfras de calcificaciones pulpares. Sin
embargo, también se identificaron fases como brushita y monetita, que corroboran que
la formacién de calcificaciones pulpares se lleva a cabo bajo el control molecuiar de
componentes organicos (colagena y proteinas especializadas) sobre el depdsito y
organizacion de iones inorganicos que forman parte de fases cristalinas menos
mineralizadas. En diversos estudios se ha comprobado que el proceso de
biomineralizacién se lleva a cabo gracias a un microambiente que facilita el depdsito
de fosfato de calcio, donde eventualmente regiones especificas de moléculas
orgénicas controlan el crecimiento y maduracion del mineral.

Algunos estudios han observado la posible correlacion de enfermedades sistémicas y
la aparicion de calcificacion pulpar, especialmente enfermedad carviovascular (ECV).
Maranhao de Moura y de Paiva confirmaron que la calcificacién pulpar tiene una tasa
aumentada en sujetos con aterosclerosis coronaria. Nayak y col. informé que los
pacientes con enfermedades cardiovasculares tenfan mayor nlmero de célculos
pulpares en comparacién con otras enfermedades sistémicas. Edds y col. propuso
que el 74% de los pacientes con antecedentes de ECV presentaban calculos pulpares
evidentes, mientras que solo el 39% de los pacientes sin antecedentes de ECV tenian
calculos pulpares.

Con respecto a la patogénesis similar de la calcificacién de la pulpa dental v los
ateromas calcificados, se ha propuesto que las radiografias de rutina se puedan usar
como un método de deteccion disponible y de bajo costo para el diagnodstico precoz
de ECV potencial. La aterosclerosis es una enfermedad que amenaza la vida y rara
vez manifiesta signos o sintomas; por lo tanto, su deteccién temprana es crucial para
prevenir un derrame cerebral o un ataque cardiaco. Las radiografias son relativamente
economicas y se realizan de forma rutinaria en una gran parte de la poblacién adulta.
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Conclusién:

En este estudio caracterizamos la ultraestructura de los calculos pulpares, se identificd
la fase cristalina que compone a estos depositos calcico, predominantemente como
hidroxiapatita; mediante la aplicacion de diferentes herramientas tecnoldgicas
utilizadas para ia caracterizacion de las calcificaciones, obteniendo datos importantes
sobre el grado de mineralizacién, la forma de crecimiento de los cristales, y la relacion
anatomica de estos dentro del tejido pulpar. Debido al disefic de este trabajo, no se
puede establecer una relacién directa de la formacién de sstas mineralizaciones con
la edad o con enfermedades sistémicas, aunque 3 de las cuatro muestras de pacientes
referian enfermedad cardiovascular crénica.

A partir de los resultados obtenidos, observamos gue la presencia de un irritante
cronico en el tejido pulpar condiciona un microambiente que facilita la precipitacién de
lones sobre la matriz organica, dando lugar a la formacién de calcificaciones pulpares,
el grado de maduracion se relaciona con la ubicacién anatomica va que las
calcificaciones adheridas o cercanas a Ja dentina se encuentran mas mineralizadas
que las que se encuentran libres en el tejido, esto es debido a los componentes de la
matriz organica; donde la colégana juega un papel importante en el grade de
mineratizacién.

Diferentes estudios sugieren que la identificacion de calcificaciones pulpares podria
utilizarse como un método de diagnéstico disponible para la deteccién temprana de
pacientes con riesgo de enfermedades cardiovasculares no diagndsticadas,
sindromes o hipercalcemias; los resultados de este trabajo concuerdan con dichas
investigaciones, ya que mas del 50% de las muestras analizadas correspondian a
pacientes con enfermedades cardiovasculares. Sin embargo es necesario enfatizar
que es el médico del paciente y no el dentista quien hace el diagnostico final.
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