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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar mediante microscopfa electrénica de barrido (SEM), el efecto
del célculo dentario sobre la morfologfa de los fibroblastos. Diez muestras de dentina de aproxi-
madamente 4mm?, conteniendo célculo dentario obtenidas de raices de dientes humanos con
severo compromiso periodontal fueron autoclavadas e incubadas en placas multiorificios que
contenfan 2mL de solucién de Eagle con 2 x 10° céls/mL. Después de 24 horas, las muestras
fueron fijadas, deshidratadas en concentraciones crecientes de etanol, colocadas en “stubs”
metdlicos permaneciendo en un desecador al vacfo por tres dias, posteriormente fueron
metalizadas con oro y examinadas por SEM. Fotograffas de 750x fueron evaluados por dos
examinadores previamente calibrados sobre la morfologia de los fibroblastos, segin la escala
propuesta por Gamal et al. (1998) modificado donde O=sin células, I=células de forma achatada,
2=células de forma redondeada y 3=combinacién de células de forma achatada y redondeada. Los
resultados revelaron la presencia de fibroblastos adheridos a la superficie del cdlculo, predomi-
nando células de morfologfa achatada (escala 1) en 70% de estas. Se concluyé que el cilculo
esterilizado no influencié en la morfologia de los fibroblastos.

Palabras claves: Cultivo de células — Fibroblastos — Célculo — Enfermedad periodontal.

Effect of dental calculus in the morphology of fibroblasts.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate through scanning electron microscope the effect of
calculus on fibroblasts’ morphology . Extracted teeth were collected from patients with severe
periodontal disease, from which specimens of dentin with 4mm? of area were obtained. A total
of 10 specimens were prepared and submitted to steam heat sterilization and incubated on wells
with Eagle medium containing 2x10° céls/mL. After 24 hours, the specimens were fixed,
dehydrated with increasing concentrations of ethanol, pasted in metallic stubs and then placed
into a vacuum dessicator for 3 days. After sputter coating with gold, the specimens were
observed in a scanning electron microscope. The microphotographs were evaluated by two
independent and calibrated examiners using the index system proposed by Gamal et al. (1998):
0= no cells, 1= flat cells, 2= round cells, 3= combination of round and flat cells. The evaluation
of microphotographs presented fibroblasts attached to the calculus surfaces. In 70% of speci-
mens the predominant morphology was flat cells. The results obtained suggest that sterile

calculus would not affect the fibroblasts morphology.

Key words : Cells culture ~ Fibroblasts — Calculus — Periodontal disease.

Introduccién

Investigaciones epidemiolégicas,
clinicas y de laboratorio han intentado
establecer la importancia, asi como los
posibles mecanismos de accién por los
cuales el calculo podria participar en el
proceso salud-enfermedad periodontal.
Sin embargo fue con el estudio de Gin-
givitis Experimental en Humanos don-
de se establecid una correlacion clinica
y microbioldgica entre la acumulacién
de placa bacteriana y la inflamacién de
la encia marginal (10,15). A partir de es-
tos estudios el rol del cdlculo en la
etiopatogénesis de la enfermedad
periodontal fue atin mds incierto. Por un
lado, resultados epidemioldgicos mos-
traban una asociacion directa entre el
cilculo dental y la enfermedad
periodontal mientras que autores como
Waerhaug (16) y Schroeder (14) llega-
ban a conclusiones que la cantidad de
cilculo aumentaba con la edad y por
ser secundaria a la formacion de placa

bacteriana no seria un factor causal. Para
Chawlaetal. (3) el cilculo actuaria como
un perpetuador del proceso inflamato-
rio crénico en funcion de estar cubierto
por placa bacteriana, el cual seria
permeable a endotoxinas pudiendo li-
berar productos téxicos para los tejidos
periodontales (11). Investigaciones so-
bre la efectividad de la remocion del cdl-
culo por medio de procedimientos clini-
cos de raspaje y alisamiento radicular a
través de procedimientos quirtirgicos y
no quirdrgicos han demostrado la per-
sistencia de cédlculo residual (2,4,8). Sin
embargo, independientemente de la can-
tidad de cdlculo residual la mayoria de
estudios mostraron una resolucion cli-
nica e histolégica del proceso inflama-
torio periodontal (6,12,13). Debido a este
estudio existe un interés considerable
en establecer el papel de la remocién
del cdlculo en el tratamiento periodontal.

El objetivo del presente trabajo fue
evaluar a través de microscopia electré-

nica de barrido (SEM) el efecto de la
presencia de cdlculo en superficies
radiculares, sobre la morfologia de
fibroblastos de linaje continuo.

Material y Método

* Linaje Celular : Fueron utilizadas
células Mc Coy (Instituto Adolfo Lutz-
SP, Brasil) (linaje continuo de células
con morfologia de fibroblastos) las cua-
les fueron mantenidas en frascos para
cultivo (Corning Incorporated-NY,
USA) celular (25 cm? de drea de creci-
miento celular) conteniendo medio de
Eagle (MEM) suplementado con 7.5%
de suero fetal bovino (Cultilab-
Campinas, SP, Brasil) y 40 ug/ml de
gentamicina (Garamicina 60mgr/
Schering-Plough-R.J., Brasil) El cultivo
celular fue mantenido en una incubado-
ra con humedad controlada de 98% a
una temperatura de 37° C,
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* Test de morfologia celular : Fueron
empleados dientes unirradiculares, ex-
traidos por severo compromiso perio-
dontal. Los criterios de inclusion de los
donadores fueron: ausencia de enfer-
medades sistémicas que tengan reper-
cusiones sobre el periodonto, como dia-
betes, no uso de medicamentos en los
tltimos tres meses que influencien los
signos clinicos de la periodontitis
(antinflamatdrios, corticoides, antibidti-
cos, hormonas esteroideas), no fumado-
res y sin tratamiento periodontal previo.

Los dientes seleccionados y extrai-
dos fueron colocados en suero fisiol6-
gico estéril y mantenidos bajo refrigera-
cion a 4°C hasta el momento de la pre-
paracion de las muestras. Utilizando un
disco diamantado para baja velocidad,
cada diente fue seccionado en sentido
transversal, a 2mm de la unién amelo-
cementaria, luego se removio de la par-
te de la raiz que no presentaba cilculo y

Fig. 1. Muestra de superficie radicular con cilculo,
sin fibroblastos presentes. Escala 0 (750x).

Fig. 3. Muestra de superficie radicular con cileulo,
con presencia de fibroblastos rredondeados. Escala 2 (750x).

placa bacteriana. Las superficies
radiculares que presentaban cdlculo y
placa fueron seccionadas en sentido
longitudinal obteniendo muestras de
superficies dentinarias de 4mm2. Un to-
tal de 10 muestras fueron esterilizadas
en autoclave, siendo inmediatamente
incubadas por 24 horas en placas
multiorificio conteniendo 2 mL de me-
dio de cultivo (MEM) con aproximada-
mente 2x10° células/mL. Después del
periodo de incubacion, el medio fue re-
movido con un pipetador eléctrico y las
muestras lavadas con solucién de
Hanks para remover las células no ad-
heridas. Las muestras fueron fijadas en
glutaraldeido (2.5%-microscopia elec-
trénica) por 15 minutos, después pasa-
ron por una deshidratacion seriada en
concentraciones crecientes de etanol
(10,30, 50,70, 90-100%) por 15 minutos
en cada concentracion. Después de 24
horas las muestras fueron colocadas en
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“stubs” metilicos utilizindose una mez-
cla de esmalte incoloro con grafito en
polvo y llevadas a un desecador al va-
cio, donde permanecieron por tres dias
para eliminar la humedad residual. Pos-
teriormente a la deshidratacién fueron
metalizadas con oro (20nm) por 120 se-
gundos y llevadas para microscopia
electrénica de barrido para evaluacion
por fotografia. Para la descripcion de la
morfologia de los fibroblastos cada
muestra fue fotografiada en tres dreas
aleatorias con aumento de 750x. Las fo-
tografias fueron sometidas a dos exami-
nadores previamente calibrados. Para la
descripcion de la morfologia de los
fibroblastos se utiliz6 la escala propues-
ta por Gamal et al. en 1988 (7) modifica-
da, donde: O=sin células (fig. 1), 1=cé-
lulas de forma achatada (fig. 2), 2=célu-
las de forma redondeada (fig. 3) y 3=
combinacién de células de forma

achatada y redondeada (fig. 4).
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Fig. 2. Muestra de superficie radicular con célculo,
con presencia de fibroblastos achatados. Escala 1 (750x).
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Fig. 4. Muestra de superficie radicular con cdlculo, con presencia
de fibroblastos achatados y rredondeados. Escala 3 (750x).
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Resultado y Discusion

El proceso de reparacion de los teji-
dos es el resultado acumulativo de dife-
rentes funciones celulares como son la
migracion, proliferacion y la sintesis de
moléculas extracelulares; cualquier al-
teracion en alguno de estos procesos
puede llevar al fracaso de la reparacion
tisular. Los fibroblastos, por ser las prin-
cipales células del periodonto, estin en
contacto directo con diferentes agen-
tes agresores locales como son las
endotoxinas bacterianas. Estas sustan-
cias pueden alterar las principales fun-
ciones los fibroblastos y en consecuen-
cia afectar la reparacion de los tejidos
periodontales. Este trabajo por ser un
estudio in vitro, presenta la limitacion
principal de que los resultados no pue-
den ser extrapolados in vivo, donde
otros factores esenciales como la res-
puesta inmune del huésped tiene un
papel fundamental. Entender los proce-
sos celulares es una tarea dificil porello
en los dltimos anos los estudios experi-
mentales estin empleado cada vez mas
el cultivo de células como método efi-
caz para evaluar el comportamiento de
las principales unidades bioldgicas de
los seres vivos.

Los fibroblastos en cultivo, para
mantener su viabilidad y multiplicarse,
poseen la caracteristica particular de ne-
cesitar de una superficie de contacto
conocida como sustrato. Por otro lado,
cualquier contacto con sustancias toxi-
cas que afecten los procesos celulares
se reflejan en alteraciones de la morfo-
logia celular. El c¢dlculo por ser un factor
retentivo local podria actuar como un
factor modificador de la superficie
radicular, impidiendo la completa adhe-
sion de los fibroblastos a su estructura.

El cdlculo dental consiste de una
porcién orgdnica y una inorganica, la
porcion inorginica estd compuesta de
calcio, fosfato, magnesio, potasio, flaor
y carbonato de sodio. La calcificacion
puede comenzar con el acumulo de de-
positos de cristales como la bruxita y
fosfato de octocalcio, los cuales se
transforman gradualmente en cristales
de magnesio y apatita (4). La porcion
orginica consiste en: bacterias, residuos
bacterianos y productos celulares, com-

ponentes de la saliva y fluido gingival,
siendo un reservorio de substancias
toxicas, entre ellas endotoxinas. Las in-
vestigaciones sobre el rol del cilculo
en la terapia periodontal han demostra-
do consistentemente que independien-
te de la cantidad de célculo residual des-
pués de diferentes tratamientos
periodontales, existe una resolucion
clinica e histologica del proceso infla-
matorio periodontal (12). Estos resulta-
dos sugieren que el cdlculo tendria un
efecto secundario en la enfermedad
periodontal y su importancia reside mas
bien en el hecho de albergar a bacterias
de la placa.

La observacion de las caracteristi-
cas morfolégicas es una técnica simple
y directa para la identificacién celular
(5). En el presente trabajo, la evaluacién
de las fotografias revel6 la presencia de
fibroblastos adheridos a la superficie del
cilculo. Encontramos que en el 70% de
las muestras predominaban fibroblastos
de morfologia achatada (escala=1) sien-
do que en el 30% restante encontramos
una mixtura de células de morfologia
achatada y redondeada (escala=3). La
caracterizacion morfoldgica de los
fibroblastos determina que estas célu-
las pueden asumir aspectos fusiformes
(células bipolares) o estrellados (célu-
las multipolares) cuando se encuentran
adheridos al sustrato. Por tal razon, los
fibroblastos achatados corresponderian
a células de caracteristicas morfologicas
normales que mantienen sus propieda-
des de adhesion. Por otro lado, los
fibroblastos de morfologia redondeada
pueden estar sufriendo alteraciones en
su morfologia por estar en proceso de
mitosis o por haber perdido sus propie-
dades de adhesion debido a la accion
directa de agentes agresores, sobre su
estructura.

En el estudio de Allen vy Kerr (1),
con cerdos que recibieron cilculo este-
rilizado y no esterilizado, los autores ob-
servaron una reaccion inflamatoria se-
vera con formacion de abscesos y su-
puracion constante en los animales tra-
tados con cilculo no esterilizado. Los
animales con cdlculo esterilizado pre-
sentaron reaccion inflamatoria inicial.
Ellos concluyeron que si los

microorganismos estuvieran asociados
al cdlculo, ocurrird la formacién de pro-
cesos infecciosos crénicos, mas si el
cdlculo es autoclavado, puede ser con-
siderado como un irritante leve. Pode-
mos presumir en base de esos estudios
y en las observaciones realizadas en
nuestro trabajo que el cdlculo al ser
autoclavado permite la eliminacién de
los microorganismos de la placa y en
consecuencia la eliminacién de sus pro-
ductos toxicos secretados
(endotoxinas). Esto nos demuestra que
el cdlculo por si solo seria un agente
local modificador de la superficie
radicular pero esta caracteristica no al-
teraria el normal funcionamiento y ad-
hesion de los fibroblastos del ligamen-
to periodontal. Por otro lado debemos
recordar la eliminaciéon de los
microorganismos y sus toxinas en la
enfermedad periodontal sélo puede ser
obtenida mediante la eliminacion del
cdlculo con procedimientos de raspaje
y alisaje radicular. Por tal razén uno de
los objetivos fundamentales de los pro-
cedimientos de raspaje seria la elimina-
cion del cdlculo como factor retentivo
local de placa bacteriana. En el presen-
te estudio concluimos que el cdlculo
esterilizado no influencié en la morfo-
logia de los fibroblastos.

Referencias

1. Allen DL, Kerr DA. Tissue response

in the guinea pig to sterile and non-

sterile calculus. ] Periodontol
1965;36(2):121-126.

Caffesse R, Sweeney P, Smith B. Scal-

ing and root planning with and with-

out periodontal flap surgery. J Clin

Periodontal 1986; 13(3): 205-10.

3. Chawla TN, Nanda RS, Kapoor KK.
Dental prophylaxis procedures in
control of periodontal disease in
lucknow (rural) India. J Periodontol
1975:46(8):498-503.

4. Driessens FCM, Verbeeck RMH.
Possible pathways of mineralization
of dental plaque. In: Recent ad-
vances in the study of dental calcu-
lus. Ed. J.M. Ten Cate, Irl Press, 1989:
7-17.

5. Freshney R. Culture of animal cells:
A manual of basic technique. 3era.

=



Rev Estomatol Herediana 2002; 12(1-2)

Ed. New York: Wiley-Liss, 1994,
p-201-10.

Fujikawa K, O’ Leary T, Kafrawy
AH. The effect of retained subgin-
gival on healing after flap surgery. J
Periodontol 1988;59 (30):170-5.
Gamal AY, et al. Human periodontal
ligament fibroblast response of
PDGF-BB and IGF-1 application on
tetracycline HCL conditioned root
surface. J Clin Periodontol 1998;
25:404-12.

. Jones W, O’Leary T. The effective-
ness of in vivo root planning in re-
moving bacterial endotoxin from
roots of periodontally involved
teeth. J Periodontol 1979,50(5) :
225-33.

10.

1.

12.

13.

Kepic TJ, O’Leary TJ, Kafrawy AH.
Total calculus removal: an attainable
objective. J Periodontol 1990,61
(10):16-20.

Lée H, Theilade E, Jensen SB. Ex-
perimental gingivitis in man. J
Periodontol 1965;36(2):177-87.
Mandel ID, Gaffar A. Calculus re-
visited: areview. J Clin Periodontol
1986,13:249-57.

Mombelli A, et al. Clinical and mi-
crobiological changes associated
with an altered subgengival environ-
ment induced by periodontal pocket
reduction. J Clin Periodontol
1995;22(10):780-7.

Nyman S, et al. Role of “diseased”
root cementum in healing following

treatment of periodontal disease. An
experimental study in the dog. J
Periodont Res 1986; 21: 496-503.

. Schoeder HE. Formation and

inihibition of dental calculus. Suiga:
Hans Huber Publishers Berne,
1969:212.

. Theilade E, et al. Experimental gingi-

vitis in man II. A longitudinal clini-
cal and bacteriological investiga-
tion. J Periodontal Res 1966;1(1):1-
13.

. Waerhaug J. Epidemiology of peri-

odontal disease. In : Workshop in
periodontics. Ed. Ramfjord, S. P;
Kerr, D.A.; Ash, M. M. Michigan:
Ann Harbor, 1966:179-211.


x x


x x



	INDICE: 


