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Objetivos: Identificar las caracteristicas histolégicas de la dentina bovina mediante técnica

Nathalie Enz'” histolégica por descalcificacién con coloracién tricrémica de Masson. Materiales y métodos:
nenz@odn.unne.edu.ar Estudio de tipo observacional y descriptivo con uso de unidades de analisis. Se emplearon

Maria Constanza Affur'® piezas dentarias bovinas, las cuales fueron sometidas a descalcificacién y coloracién tricrémica
ri z ur

mcaffur@odn.unne.edu.ar de Masson. Se realiz6 la observacion microscépica y el registro de las estructuras. Resultados:

En la observacién microscopica de los dientes sometidos a descalcificacion se observé dentina,
Maria Alejandra Gili'® predentina y la organizacién estructural de la dentina tubular y peritubular. Los odontoblastos se
magili@odn.unne.edu.ar mostraron dispuestos en empalizada, con la prolongacién odontobléstica incluida dentro del tibulo
dentinario y el espacio periprocesal. No se observa la presencia de dentina interglobular en zonas
de dentina coronaria. El patrén histomorfolégico correspondiente a dentina-predentina-pulpa se
encuentra dispuesto de forma similar a los dientes humanos. Conclusiones: La dentina bovina
constituye un sustrato ideal para trabajos de investigacion in vitro con biomateriales odontolégicos,
ya que presenta caracteristicas histolégicas similares a los dientes bovinos. La ausencia de dentina
interglobular no representaria una diferencia significativa, segtin lo observado en este estudio.
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INTRODUCCION

Los dientes humanos son ideales para estudios iz vitro,
ya que proporcionan un excelente sustrato para evaluar
las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de los
tejidos dentarios naturales, asi como la respuesta de estos
tejidos a materiales restauradores utilizados en terapia
dental. Sin embargo, existen importantes limitaciones
cuando se los utiliza en investigacién: el bajo nimero de
muestras, las superficies de trabajo curvas y pequenas, y
las consideraciones éticas que involucran su obtencién.
Por otro lado, la situacién actual por la pandemia de
COVID-19 y el tener que extremar las condiciones de
bioseguridad, a fin de evitar contagios y propagacién de
enfermedades infecciosas, nos direcciona a buscar nuevas
opciones en el campo de la investigacién ().

Los dientes bovinos han sido los mds ampliamente
reportadosenlaliteraturadental,debido aalgunasventajas
como la facilidad de obtener grandes cantidades de
muestras,la amplia superficie de trabajo por su tamafioyla
pocaincidenciade caries que pueden afectar los resultados.
Varios trabajos de investigacién reportan similitudes
en cuanto a la composicién quimica del esmalte y la
dentina, resistencia de los tejidos a aplicacién de fuerzas,
indices de refraccién y mediciones cuantitativas (*°).

El uso de dientes no humanos en la investigacién
odontoldgica ha planteado algunas preguntas por las
diferencias en la composicién y estructura de los tejidos
dentarios. El criterio principal para la eleccién de un
diente animal es que tenga semejanzas fisicoquimicas,
estructurales y biolégicas con el diente humano. Existen
discrepancias o poca informacién respecto de las
caracteristicas histolégicas de los dientes bovinos.

Los seres humanos, en cuanto a su denticién, son del
tipo bifodontos, es decir, presentan dos denticiones:
una temporaria y otra permanente. Asimismo, son
heterodontes, pues presentan diferentes formas
anatémicas en sus grupos dentarios. Los bovinos son
animales heterodontes y bifodontos de serie incompleta,
ya que presentan formas y funciones diferentes, con
incisivos planos y de borde cortante situados en el
maxilar inferior. Se diferencian de los seres humanos en

que no presentan grupo canino, pero si grupos molares
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y premolares. El color de los dientes bovinos es similar
al de los dientes humanos, pero su textura es distinta,
ya que presentan estrias en sentido vertical sobre la
superficie vestibular (°).

Lasustitucién de dientes humanos por dientes bovinos no
es nuevay se ha recomendado para otros propésitos, como
deposicién de flior y materiales dentales, incluyendo
sistemas adhesivos, materiales de relleno del conducto
radicular y procedimientos de blanqueamiento (7).

Los dientes bovinos presentan ventajas para su uso como
sustitutos de dientes de humanos para la investigacién
de materiales dentales. Entre ellas encontramos que
su manipulacién es mds sencilla, por ser de mayor
tamaflo; son ficiles de obtener, ya que, a diario, se
sacrifican cientos de estos animales; la ausencia de caries,
debido al tipo de dieta de estos mamiferos en su cria
y reproduccion, la cantidad de saliva y la cantidad de
movimientos efectuados por la lengua; y, por dltimo, su
similitud tanto macroscépica como microscépica con los
dientes humanos.

Este trabajo pretende contribuir al conocimiento respecto
de las similitudes y diferencias de las caracteristicas
histolégicas entre los dientes bovinos y humanos, lo que
da soporte a otros estudios comparativos y promueve
el uso de las piezas dentarias bovinas en trabajos de
investigacién en odontologia.

MATERIALES Y METODOS

El disefo del estudio de tipo observacional y descriptivo,
con utilizacién de unidades de andlisis. Se utilizaron
20 piezas dentarias bovinas obtenidas de mataderos
de la provincia de Corrientes, Argentina. Se realizé un
muestreo no probabilistico por conveniencia en el cual se
tuvieron en cuenta los siguientes criterios de inclusién:
piezas dentarias bovinas permanentes sanas y con buen
estado de fijacién; y como criterios de exclusién se
consider6 las piezas dentarias incompletas o con alguna
anomalia.

Estas piezas se obtuvieron del maxilar del bovino,
posrecambio dentario. Para su extraccién, se tuvieron en
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cuenta las medidas de asepsia requeridas en la técnica
para evitar cualquier tipo de contaminacién (Fig. 1).
El material se remitié en formaldehido bufter al 10%
(Biopack, Argentina) al Servicio de Anatomia Patolégica
de la Facultad de Odontologia, donde se aplicé la técnica
histolégica correspondiente.

Figura I. Proceso de obtencion de muestras de dientes bovinos. En A se
observa la pieza dentaria en el maxilar bovino. La figura B describe el retiro
del alvéolo de la pieza dentaria luego del proceso de periostotomia, y los
movimientos de divulsiéon dentaria para su extraccion. En C se observa
el curetaje y limpieza de la zona radicular para la eliminacién del tejido
periodontal.

Procesamiento de la muestra

Las piezas dentarias fueron colocadas en decalcificante de
uso general para tejidos duros y dcido nitrico (Cicarelli,
Argentina) al %7. Debido al tamafio de las piezas, se
las colocé en decalcificante durante 14 dias, el mismo
que fue renovado a los 7 dias verificando la marcha del
proceso. La muestra fue seccionada mediante un bisturi
quirdrgico de hoja N.” 12, el corte fue longitudinal en
corona y raiz para permitir el ingreso del decalcificante.

Una vez decalcificadas totalmente, las piezas fueron
lavadas con agua de grifo con sulfato de sodio al 5%, a fin
de retirar cualquier residuo de decalcificante que pudiera
interferir en los procesos posteriores (%).

Finalmente, se pasé al proceso de deshidratacién para
eliminar completamente el agua de la muestra tisular, y
que asi se pueda embeber adecuadamente en los medios
de inclusion. Para ello se utilizé alcohol etilico (Biopack,
Argentina) graduado en concentracién creciente al
70%, 80% y 96%, durante 2 horas y moviéndolo cada 30
minutos.

El aclaramiento se realizé con xilol (Cicarelli,
Argentina), durante 1 hora con un cambio a los 30 min.
Este procedimiento consistié en la sustitucién del agente
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deshidratante por una sustancia miscible con el medio
de inclusion que se utilizé, en este caso, parafina.

La inclusién en parafina (56-58 °C pellets) se realizé
mediante un bafio en estufa de cultivo (Dalvo, Mod.
MCM2, Argentina). El tiempo de cada bafio varié por
cada recipiente entre 1 hora y media a 3 horas. Para
la conformacién del bloque, el tiempo de cada baiio
varié segun el tamafio y temperatura de la muestra. El
bloque de parafina fue colocado en el micrétomo de
deslizamiento y se obtuvo ldminas con un espesor de
aproximadamente 3 pm, las cuales fueron depositadas
en un bafio de flotacién en una fuente de 15 cm de
didmetro y agua a 20 °C, para finalmente ser alzadas a
los portaobjetos de borde pulido (Exylon) y dejadas a
secar aproximadamente de 12 a 24 horas a temperatura
ambiente.

Tincién tricromica de Masson

Para el proceso de desparafinizacion, se realizaron 4 bafios
de xilol de 10 a 15 minutos cada uno. Posteriormente, se
realizaron sucesivos bafios en alcohol etilico decreciente

de 100°, 96" y 70°, durante 1 hora y 30 minutos.

La coloracién se realizé con tincién especial tricrémica
de Masson, del kit BIOPUR (Biopack-Argentina), pues
esta permite diferenciar el nicleo celular, el citoplasma y

las fibras de coldgeno (%).

Para la coloracién se siguieron las instrucciones del
fabricante del kit: tincién con solucién de trabajo de
hematoxilina férrica de Weigert durante 10 min, lavado
en agua de grifo durante 10 min, tincién con solucién
de Biebrich escarlata/fucsina 4cida (3 min) (Rojo
Masson), lavado con agua desmineralizada, tratamiento
con solucién de édcido fosfotingstico al 2% (5 minutos),
lavado con agua desmineralizada, tincién con solucién
de azul de anilina (2 minutos), lavado con agua
desmineralizada, lavado en solucién de 4cido acético
al 1% en agua desmineralizada (10 a 15 segundos) y
deshidratacién con alcohol con graduacién creciente
del 70%, 80% y 96%. Luego, el aclaramiento se realizé
nuevamente con xilol, durante 1 hora con un cambio a los
30 minutos; y, finalmente, el montaje de los preparados
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histolégicos se realizé con bdlsamo de Canada sintético
(Biopack, Argentina) y cubreobjetos y portaobjetos de
borde pulido.

Todos los preparados histolégicos fueron observados
y evaluados utilizando un microscopio binocular de
luz (Zeisse Primostar, Argentina), con objetivos de
diferentes magnificaciones (10X, 20X, 40X y 100X),

para la descripcién de los hallazgos histomorfolégicos.

Consideraciones éticas

El estudio fue aprobado por dictamen 151/20 del
Comité de Bioética de la Facultad de Odontologia de
la Universidad Nacional del Nordeste, Argentina, y se
tuvo en cuenta el anexo II de la Declaracién de Helsinki,
Principios éticos para las investigaciones en animales de
laboratorio, de granja y obtenidos de la naturaleza.

RESULTADOS

En la observacién microscépica panorimica del diente
bovino, se pudo observar la ausencia del esmalte dental,
debido a que este desaparece por la técnica histolégica
utilizada. Con relacién al complejo dentino-pulpar,
se observé la conformacién clisica de pulpa dental,
predentina y dentina. En la zona odontoblastica de la
pulpa dental, se reconoce la organizacién en empalizada
de los odontoblastos, los cuales se disponen con nucleos
a diferentes alturas, sin seguir un patrén nuclear lineal

(Fig. 2A).

En la zona odontoblistica, se pueden observar
proyecciones citoplasmiticas de células que ingresan
a la dentina, compatibles con las prolongaciones
odontobldsticas que se encuentran alojadas en los
tubulos dentinarios siguiendo un trayecto en “S” italica
caracteristico. Dentro del tibulo dentinario y alrededor
de la prolongacién se observa un espacio libre que
corresponde al espacio periprocesal (Fig. 2B).

La tincién tricrémica de Masson permitié observar la
malla de fibras de coldgeno, ademis de la intima relacién
con el tejido pulpar. En la observacién microscépica no

Figura 2. Corte histolégico de diente bovino en zona coronaria con tincién
tricromica de Masson. En A (X10) se observa el complejo dentinopulpar.
Las flechas indican la dentina con la presencia de tUbulos dentinarios y
la zona odontoblastica y subodontoblastica de la pulpa dental. En B
(inmersién) se observa el complejo dentino-pulpar. Las flechas marcan la
prolongacién odontoblastica en el interior del tibulo dentinario y el nicleo
de la célula odontoblastica. Los asteriscos (*) marcan nlcleos de células
subodontoblasticas.

hall6 la presencia de fibras coldgenas dentro del espacio
periprocesal, porlo que el componente fibrilar extracelular
fue escaso a nivel dentinario. En lo que concierne a la
zona subodontobléstica, mediante la coloracién, se noté
la existencia de fibras coldgenas distribuidas en forma
regular.

La dentina bovina presenté su histoarquitectura
constituida por los tibulos dentinarios y la matriz
intertubular y peritubular. En la observacién, se
encontraron los tuibulos dentinarios en un corte
transversal y, en su interior, el tibulo dentinario con la
prolongacién odontobléstica. Los tdbulos dentinarios
estaban limitados por dentina peritubular y, entre los
anillos conformados por esta, se encontré dispuesta
la dentina intertubular, que constituye el principal

componente de la dentina circumpulpar del diente

bovino (Fig. 3).

La dentina peritubular puede ser diferenciada ficilmente
de la dentina intertubular, debido a que presenta menos
cantidad de fibrillas de coldgeno y mayor proporcién
de proteoglicanos sulfatados, mientras que la dentina
intertubular contiene gran cantidad de coldgeno.

En otras zonas se observé dentina de forma
desorganizada, que no sigui6é el patrén morfolégico
regular caracteristico de tibulos de forma en “S”itilica de
los dientes humanos. En este caso, se puede observar el
tibulo dentinario, el espacio peritubular y, en su interior,
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Figura 3. Corte histolégico de diente bovino, con tincién de tricrémica
de Masson, observacién microscépica por inmersién, en A se observa
la dentina en un corte longitudinal de los tibulos dentinarios, y en B un
corte transversal, las flechas indican la prolongacién odontoblastica dentro
del tubulo dentinario, se observa tambien el espacio periprocesal, matriz
intertubular y peritubular de la dentina bovina.

Figura 4. Corte histolégico de diente bovino con tincién tricromica de
Masson. En A (X10) se observan zonas de dentina dispuesta de forma
irregular. Las flechas indican prolongaciones odontoblasticas Unicas con
depdsito dentinario periférico. Los asteriscos (*) indican zonas donde se
encuentran los odontoblastos en forma de empalizada.

la prolongacién odontobléstica. Periféricamente, se hallé
el depésito concéntrico de dentina como capas de tejido
que pueden referir periodos de actividad y de descanso
en la formacién de dentina. No se observé dentina

interglobular (Fig. 4).

DISCUSION

Cuando se observan los dientes bovinos mediante
microscopia optica, se observa que la dentina bovina, al

igual que la de los humanos, estd formada principalmente
por los tibulos dentinarios y una matriz intertubular (*-
12). Diaz (**) y Romero('), en sus tesis, describieron los
tubulos dentinarios que, al atravesar todo el espesor de
la dentina, siguen un trayecto en forma de “S”levemente
acentuada, desde la unién amelodentinaria hasta la
pulpa, lo que coincide con lo observado en este estudio.

Estas investigaciones también coinciden con Fuentes
(13), quien refiere la conformacién de la dentina humana
en una base tubular y una matriz intertubular formada
por coldgeno de tipo I.

Los tibulos dentinarios del diente bovino se extienden
por todo el espesor de la dentina, desde la pulpa hasta
la unién amelodentinaria o cemento dentinario, en
coincidencia con lo expuesto por Alano ez a/. (**) cuando
se refieren a la dentina humana.

Ortiz y Salazar () realizaron estudios histolégicos en
pulpas dentales de ratones con tincién tricrémica de
Masson, y observaron la escasez de matriz extracelular
fibrilar a nivel del espacio periprocesal. Resultados
similares se observaron en los dientes bovinos analizados
en este estudio.

Por el gran tamafio de los dientes de bovino, el didmetro
y la cantidad de los tibulos dentinarios son mayores que
en los dientes humanos, especialmente en la dentina
radicular. Esta caracteristica coincide con los datos de
trabajos realizados por Peldez-Vargas (*°), los mismos
que, por otro lado, tampoco encontraron zonas de
dentina interglobular.

Schilke ez al. (*) compararon el nimero y didmetro de los
tubulos entre dientes de bovino y humanos, sin encontrar
diferencias significativas en el tamafo al comparar los
tibulos dentinarios, asi como en el nimero de tibulos en
lo que corresponde a dentina radicular y coronaria. Estos
resultados difieren de los encontrados en este estudio y
los de Pelaez y Vargas (*°).

Enla observacién microscépica de 100x por inmersién, se
observé la presencia de dentina peritubular e intertubular,
y la prolongacién odontoblastica en el interior del tdbulo
dentinario. Por otro lado, en las zonas externas de la

»
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dentina, los tibulos ya no se observan tan definidos y
no presentaron prolongaciones odontobldsticas en su
interior.

Del mismo modo, los resultados en cuanto a nimero y
disposicién de los tabulos dentinarios en el espesor de
la dentina, entre el limite amelodentinario o cemento
dentinario y la pulpa dental fueron similares a los
descritos por Fuentes en trabajos sobre dentina humana

(13).

Midwar (') refiere que los dientes humanos son
similares morfolégica e histolégicamente a los dientes
bovinos, lo cual coincide con los resultados obtenidos en
este estudio.

Estudios realizados mediante microscopia electrénica y
comparando micromorfologia y microdureza tanto de
la dentina bovina como la humana, demostraron que
la dentina esclerdtica bovina presenta un mayor grado
de microdureza que la humana, lo que debe tenerse en
cuenta para estudios de adhesién en dientes bovinos (*-3°).

Limitaciones: La posibilidad de una mayor generalizacién
de estos resultados estd limitada. M4s estudios con otros
métodos de evaluacién de la dentina deben ser realizados
para confirmar los resultados de esta investigacién.

CONCLUSION

La dentina bovina puede ser considerada como
un material de estudio propicio para trabajos de
investigacién odontolégica in vitro, ya que, al realizar el

5 | N[Qf

andlisis histomorfoldgico, se observa similar a la dentina
humana. Adicionalmente, las piezas dentarias bovinas
son de ficil obtencién y presentan un tamafio ideal para
su manipulacién. La ausencia de dentina interglobular
no representaria una diferencia significativa para su
utilizacién.
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