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oclusales va disminuyendo de la cuspide 
hacia el surco. Se encuentra mas 
abundante en diente permanentes adultos 
que en dientes recien erupcionado Su color 
caracteristico es bianco amarillento y 
presenta una gamma de matices entre los 
diferentes individuos, la translucidez de la 
dentina es menor que la del esmalte, la 
dureza de la dentina es menor que la del 
esmalte y mayor que la del cemento y 
hueso, mientras que su elasticidad es 
mayor que la del esmalte y semejante a las 
del cemento y hueso (Kinney y col. 1999)

RESUMEN
Dcbido 3 que la dentina ocupa la mayor parte del diente y a que es un tejido compatible con el complejo dentmo pulpar y forma parte de el se pensb en la 
necesidad de utilizarla para realizarle el mismo procedimiento que se le realiza al hueso liofilizado de banco y mas adelante utilizarla como material alternative 
Ha mo® pulp®re® d,recf°s Por 10 an'e,l°p el Presente trabajo de investigacibn se propuso realizar un protocolo para pulvenzar, liofilizar la dentina
de dientes humanos, identificar la presencia de ADN y postenormente estenlizarla con rayos gamma Para llevar adelante este proposito se recoqieron 16 
dientes de ocho pacientes sistemicamente sanos de acuerdo con la anamnesis reahzada a los pacientes y consignada en la historia clinica. A los pacientes 
se les iba a realizar exodoncia mdicada por ser dientes mcluidos o que se requerian por tratamiento de ortodoncia. Se realize la exodoncia por metodo 
abierto o metodo cerrado. Los dientes obtemdos fueron distribuidos de la siguiente forma: Dos caninos superiores, seis premolares superiores (cuatro 
pnmeros premolares y dos segundos premolares derechos), un molar superior derecho, un molar inferior 1zqu>erdo, y seis premolares mferiores ( cuatro 
Pfimeros premolares y dos segundos premolares derechos). Se procedio a realizar un protocolo para pulvenzar la dentina, liofilizarla, identificar la presencia de 

deJaS ™ Ia dent^na Pulverlzada con microscopio electromco de barrido y postenormente a esterilizarla con rayos 
gamma con Cobalto 60 a una dosis de 24.78 kilograys. Para de esta manera, obtener 5.82818 gramos de dentina liofilizada y estenlizada Palabras Claves 
Dentina, pulverizacion, liofilizacion. sublimacion, ADN, esterilizacion, rayos gamma.

ABSTRACT
Because the dentine occupies most of the tooth and to that is a compatible weave with the dentin complex to pulpar and comprises of him thought about the 
necessity to use it to make the same procedure to him that is made to him to the lyophilized bone of bank and more a head to use it like alternative material in 
direct coverings pulp By the previous thing, in the present work of investigation one seted out to make a protocol to pulverize, to lyophilize the dentine of human 
L r 7 e °N presence and later t0 stenlize * with 9arnma rays- o^er to take ahead this intention 16 teeth took shelter, of eight systemicament 
healthy patients in agreement with the anamnesis made to the patients and briefed in clinical history To the patients one was going away to them to make 
extraction indicated being teeth including or that were required by orthodontic treatment. The extraction by open method or closed method was made. The 
o me teeth were distributed of the following form: Two canine superior, six premolars superior (four first premolars and two seconds premolars right) molar 
straight superior, molar inferior left, and six premolars inferior (four first premolars and two seconds premolars right). It was come to make a protocol to pulverize 
the dentine, to lyophilize it to identify the DNA presence, to divide equally the size of particles of the dentine pulverized with electron microscope of sweeping 
klv s'eril'2e 11 Wl.th 9amma rays with Cobalt 60 to a 24,78 dose of kilograys. For this way, to obtain 5,82818 grams of lyophilized and sterilized dentine 
Key words. Dentine, pulverization, lyofilization, subliming, DNA, sterilization, gamma rays.
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Llamada sustancia eburnea o marfil, es el 
eje estructural del diente y constituye el 
tejido mas abundante de este, en su parte 
coronal esta recubierta por esmalte, y en la 
raiz por cemento. Las celulas formadoras 
de la dentina son los odontoblastos los 
cuales se localizan en la periferia de la 
pulpa dental y las prolongaciones 
citoplasmaticas de los odontoblastos se 
alojan dentro de los tubulos dentinales. El 
espesor de la dentina varia segun el diente 
de 1.5 a 3 mm, siendo mayor en caninos 
y molares y su espesor es mayor hacia 
incisal y rebordes cuspideos, en zonas



LA LIOFILIZACION .
La liofilizacion (en ingles "freeze- 
drying"), consiste en introducir el producto 
a tratar en una camara, y realizarle vacio 
rapidamente. Este proceso consiste en 
desecar un producto previamente 
congelado, lograndose la sublimacion del 
hielo bajo vacio. Es por Io tanto el paso 
directo del hielo (solido) a gas (vapor), sin 
que en ningun momento aparezca el agua 
en su estado liquido. Se obtiene una masa 
seca, esponjosa de mas o menos el mismo 
tamano que la masa congelada original, 
mejorando su estabilidad y siendo 
facilmente redisuelta en agua. Debido a la 
disminucion de presion, el agua contenida 
en el material se congela; a continuacion se 
comienza a calentar, manteniendo el vacio, 
para aumentar la velocidad de sublimacion 
del hielo. Los niveles de vacio y de 
temperatura de calentamiento varian segun 
el producto a tratar. La deshidratacion por 
congelation es el proceso de extraer el 
agua u otro solvente de un producto 
congelado por sublimacion. La sublimacion 
ocurre cuando una muestra congelada 
pasa directamente a la fase gaseosa sin 
pasar por la fase liquida. Cuando el hielo 
se sublima, deja huecos o vacios en el

Esta es mas mineralizada pero muchos 
elementos la atraviesan con facilidad por la 
presencia de conductillos dentinales. 
(Thomas H.F 1985, Abramovich A,1999, 
Seltzer y Bender 2002). La composicion 
quimica consta de un 67% de fraction 
inorganica, 20% fraction organica y 13% 
de agua. Su componente inorganico esta 
compuesta por: cristales de hidroxiapatita, 
similares quimicamente a los del esmalte, 
cemento y hueso. Por su tamano se 
diferencian de los grandes cristales del 
esmalte, ya que los cristales de la dentina 
son pequenos y delgados, mas parecidos a 
los que se encuentran en el tejido oseo. 
Los cristales se orientan en forma paralela 
a las fibras de colageno de la matriz 
dentinaria, disponiendose entre las fibras y 
tambien dentro de las mismas, ya que 
ocupan los espacios entre las moleculas de 
colageno que las forman. Ademas se 
encuentra fosfato de calcio amorfo y otras 
sales minerales como carbonates, sulfatos 
e indicios de fluor, cobre, hierro, magnesio, 
zinc etc.
La matriz organica esta constituida por 
varies componentes entre los que se 
destaca el colageno tipo I que es 
sintetizado por el odontoblasto y representa 
el 90% de dicha matriz. Una vez segregado 
en la region de la predentina las moleculas 
del colageno configuran extracelularmente 
las fibras. Los colagenos tipo III, IV, V y VI 
se han descrito en pequenas proporciones 
y en diferentes circunstancias. El tipo III se 
segrega en casos de dentina opalescente y 
esta ocasionalmente presente en la 
denominada dentina peritubular; el tipo IV, 
en los momentos iniciales de la 
dentinogenesis, cuando existe una 
membrana basal que separa la dentina no 
mineralizada de los ameloblastos 
secretores, finalmente los tipos V y VI se 
han descrito en las distintas regiones de la 
predentina. En la matriz organica de la 
dentina se han detectado asi mismo, 
proteinas semejantes a las existentes en la 
matriz osea tales como osteonectina, 
osteopontina y la proteina Gia de la dentina 
(similar a la osteocalcina) que contienen 
acido (y-carboxiglutamico). Ademas 
contiene tres proteinas que se localizan en 
la dentina: son la fosforina dentinaria (DPP) 
que tras el colageno es el componente mas

abundante de la dentina, la proteina de la 
matriz dentinaria 1 (DMP1) y la 
sialoproteina dentinaria (DSP). Las dos 
primeras segregadas por los odontoblastos 
participarian en el proceso de 
mineralization y la ultima, segregada por 
los odontoblastos jovenes y tambien por 
preameloblastos, participarian de algun 
modo en el proceso de interrelation 
epitelio-mesenquima, que acompana al 
desarrollo de las piezas dentarias, los 
proteoglicanos estan presentes tambien en 
la matriz dentinaria. El condroitin 4-sulfato 
y condroitin 6-sulfato son los GAG mas 
frecuentes, predominando el segundo de 
ellos en la predentina. Se han encontrado 
en mayor proportion los GAG sulfatados en 
premolares que en molares.
Proteinas del suero, como la albumina, 
fosfolipidos y factores de crecimiento 
posiblemente inmovilizados durante la 
dentinogenesis se han identificado tambien 
en la matriz organica de la dentina. 
(Gomez de Ferraris 2002).
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Ademas, la liofilizacion tiene aplicaciones 
en el analisis qulmico donde es muy 
conveniente tener la muestra en forma 
seca o donde la concentracion de la 
muestra aumenta la sensibilidad del 
analisis. La liofilizacion es ideal en estas 
instancias porque los componentes de la 
muestra permanecen estables y no 
cambian su composicion quimica. ( lanez 
Enrique 1998, Labconco corporation. 2003 
www.labconco.com/pdf/freezone.pdf)

RAYOS GAMMA
La radiacion, es la emision y propagacion 
de energia a traves del espacio o una 
sustancia, de ondas o particulas.

La liofilizacion es un proceso que se aplica 
en tres grandes categorias de productos 
biologicos:
1. Materiales no vivientes tales como el 
plasma sanguineo, suero, soluciones de 
hormonas, productos farmaceuticos y 
alimenticios.
2. Transplantes quirurgicos de especies 
tales como arterias, piel y huesos.
3. Celulas vivas destinadas a permanecer 
en ese estado por largos periodos de 
tiempo.

material residual seco Io que facilita su 
rehidratacion. Gracias a que el material 
liofilizado se rehidrata tan facilmente, se 
dice que es "liofilico", de dos palabras 
griegas que significan "amante del 
solvente" El producto deshidratado por 
congelation se dice que esta liofilizado y el 
proceso se conoce como liofilizacion. 
(Navarro Marisell 1998).
Beneficios de la Liofilizacion:
El secado conventional hace que el 
material se encoja o contraiga, danando las 
celulas. Sin embargo, en el proceso de 
liofilizacion, los componentes solidos son 
retenidos en su lugar por el hielo rigido. La 
sublimation del hielo deja vacios, 
preservando asi la integridad de las 
actividades y estructura biologica y quimica 
del producto. Debido a sus cualidades 
preservantes, la liofilizacion tiene muchos 
y variados usos en el laboratorio. Se ha 
convertido en un medio indispensable en 
muchas aplicaciones bioquimicas y 
farmace uticas.

Radiacion Por Particulas
Este tipo de radiation se define como la 
propagacion de energia en forma de onda 
(sin masa) a traves del espacio o materia. 
La energia que se propaga esta 
acompanada por campos electricos y 
magneticos oscilatorios colocados en 
angulos rectos uno en el otro, por esta 
razon el termino de particulas. 
radiaciones por particulas pueden 
provocadas o naturales; ejemplo son los 
rayos cosmicos, rayos gamma, rayos X, 
ultravioleta, y microondas Las radiaciones 
electromagneticas estan ordenadas de 
acuerdo con sus energies en Io que se 
denomina un espectro electromagnetico. 
Todas las energias del espectro comparten 
caracteristicas comunes. Segun sus niveles 
de energia, se clasifican como ionizantes y 
no ionizantes. En el espectro 
electromagnetico solo las radiaciones de 
alta energia (rayos cosmicos, rayos gamma 
y rayos X) son capaces de ionization. 
(Haring - Lind 2000)
La energia promedio necesaria para 
producir ionization en un elemento 
depende de su numero atomico. Conviene 
separar los tipos de radiation en cuatro 
grupos segun su interaccion con la materia: 
1) las particulas pesadas cargadas 
positivamente, que incluyen particulas alfa, 
protones e iones pesados energeticos; 2) 
las particulas ligeras cargadas, como 
electrones, betas y positrones; 3) las 
radiaciones por particulas incluyendo rayos 
X y gamma; 4) los neutrones.
Los rayos X y gamma, al no tener carga, no 
pueden ser frenados lentamente por 
ionization al atravesar un material. Sufren 
otros mecanismos que al final los hacen 
desaparecer, transfiriendo su energia, 
pueden atravesar varios centimetros de un 
solido, o cientos de metros de aire, sin 
sufrir ningun proceso ni afectar la materia 
que cruzan.
La radiation gamma es energia en forma 
de tai como Io es la luz, las microondas y 
las ondas de radio.
Estas formas de energia pueden ser 
controladas y usadas para cubrir 
importantes necesidades de los seres 
humanos, y son de hecho utilizadas 
cotidianamente en un amplio espectro de 
aplicaciones, tales como

http://www.labconco.com/pdf/freezone.pdf
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telecomunicaciones, homos de 
microondas, diagnostico y tratamiento de 
enfermedades (Rayos X y G), O para el 
procesamiento de productos y sustancias 
que requieren un medio ambiente libre de 
microorganismos (Rayos Gamma).
El Cobalto 60 es un metal que se 
caracteriza por emitir energia en forma de 
rayos llamados Gamma, el cual se obtiene 
a partir del Cobalto en su estado natural, 
llamado Cobalto 59 cuando es expuesto a 
un flujo de alta velocidad de particulas muy 
pequehas Hamadas neutrones. Estos 
neutrones son parte constitutiva de los 
atomos que componen la materia.

de la aplicacion de la radiacion ionizante a 
tejidos esteriles, tales como cartilago, 
tendones, corneas, valvulas cardiacas, 
hueso y piel.
En Agosto del 2002 en el tercer congreso 
mondial realizado en Boston USA, el papel 
catalizador de la IAEA fue escogido, para 
que los bancos de tejidos regulen la 
esterilizacion con radiacion de los injertos. 
Ahora se esta preparando una completa 
capacitacion interactiva para los bancos de 
tejidos los cuales se activaran en el 2003. 
Otras iniciativas en esta area incluyen la 
preparacion de documentos y directrices 
que incluyen una serie de estandares 
internacionales para los bancos de tejidos, 
y un codigo internacional de practica para 
la esterilizacion con radiacion de tejidos 
biologicos y protocolos que sean de 
conocimiento publico.
Tecnologia de la radiacion.
Otros metodos de esterilizacion han usado 
calor y quimicos por un largo periodo de 
tiempo, pero ninguno es tan precise como 
la irradiacidn. El uso de la radiacion permite 
que el tejido sea esterilizado en su 
empaque final, Io cual dramaticamente baja 
los riesgos de la contaminacion. Ademas el 
calor y los quimicos pueden dahar 
potencialmente la composicion biologica de 
los tejidos, mientras que la irradiacidn no 
afecta las propiedades de los tejidos.
PROTOCOLO DE UN BANCO 
TEJIDOS
La Asociacidn Americana de Bancos de 
Tejidos y la Asociacidn Europea de Bancos 
de Tejidos siguen unas directrices, ademas 
de investigar en detalle la historia medica y 
la examinacidn clinica de todos los 
donantes se investiga por: SIDA, Hepatitis 
B, Hepatitis C, Sifilis, Cultivo de tejidos 
para organismos aerobios y anaerobios.
Procesamiento de los tejidos
Irradiacidn Gamma de Hueso Liofilizado 
Como una proteccidn adicional de 
esterilizacion segura, todos los huesos son 
irradiados con una dosis de Rayos Gamma 
de 25 Kilograys y el Instituto de Tecnologia 
Nuclear de Malasia usa cobalto 60 y esta 
en colaboracidn bajo los auspicios de la 
IAEA. El requerimiento para la 
esterilizacion es que el hueso sea 
liofilizado. ( Medical Tissue Banks and

El papel importante de la esterilizacion por 
radiacidn y los bancos de tejidos estan 
recibiendo mayor reconocimiento entre los 
practicantes medicos. Los esfuerzos ahora 
se estan intensificando para expandir el 
conocimiento de los beneficios y de las 
oportunidades para la capacitacion en este 
campo.
Se han abierto en la decada pasada 
bancos de tejidos que apoyan los cuidados 
medicos y tratamiento de pacientes 
afectados seriamente. La International 
Atomic Energy Agency ( IAEA), ha sido un 
catalizador para introducir este importante 
desarrollo, por el avance de la tecnologia 
de esterilizacion con radiacion de tejidos y 
la promocion de estandares que permiten 
especificaciones medicas estrictas. Los 
beneficios duraderos yacen en las muchas 
vidas que se han salvado o mejorado, 
incluyendo victimas quemadas y pacientes 
que han requerido trasplantes y cirugia 
reconstructiva. Entre estos pacientes hay 
quienes han recibido millones de injertos de 
tejidos suministrados desde que el 
programa de la IAEA en radiacion y banco 
de tejidos, comenzo hace 30 anos. Una 
mirada generalmente acompaha la 
asociacidn de la IAEA y la tecnologia de la 
radiacion con bancos de tejidos. Aun a 
traves de esta via la ciencia y los canales 
de cooperacion tecnologica, la IAEA esta 
contribuyendo al avance del conocimiento

Guias para la esterilizacion industrial de 
productos medicos con Radiacion 
Gamma y Cobalto 60.
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Asepsia y antisepsia del area de trabajo.
Con pinzas esteriles se tomo tin premolar 
inferior derecho de la caja de petric con 
formol.

El motivo de la exodoncia del total de 
dientes extraidos fue el siguiente:
Por Ortodoncia : 11 dientes.
Por malposition dental: 2 dientes.
Por falta de antagonista: 2 dientes.
Incluido: 1 diente.
Se recolectaron bajo el criterio que todos 
los dientes debian estar completamente 
sanos, sin problemas periodontales, vitales 
al momento de la exodoncia, sin caries, sin 
fracturas, en su composition estructural, 
sin importarsi estaban erupcionados o no.
Al retirarlos de cavidad oral fueron lavados 
con agua esteril y luego fueron colocados 
en una caja de petric 
centimetros de diametro

FIG. 2. Canino superior en la caja de petric

Lavado a presion del diente para retirar la 
solution, con una jeringa desechable de 
10mm con agua esteril.
Secado del diente con aire a presion.
Se tomo radiografia periapical del diente 
previo a la realization de las cavidades 
estandarizadas para el desgaste del 
cemento y el esmalte dental.

MATERIALES Y METODOS
Para llevar adelante este proposito se 
recogieron dientes, a los cuales se les iba 
a realizar exodoncia indicada por ser 
dientes incluidos o que se requerian por 
tratamiento de ortodoncia. Se realize la 
exodoncia por metodo abierto o metodo 
cerrado. (Anexo 1). Los dientes fueron 
recolectados de cuatro instituciones: 
Centro Medico San Roque Centro, Centro 
Medico San Roque Sur, Centro Medico 
Decima Avenida y el Sindicato de 
Trabajadores de Icollantas.
De los cuales se obtuvieron 16 dientes, de 
ocho pacientes sistemicamente sanos de 
acuerdo con la anamnesis realizada a los 
pacientes y consignada en la historia 
clinica. Los dientes obtenidos fueron 
distribuidos de la siguiente forma: Dos 
caninos superiores, seis premolares 
superiores (cuatro primeros premolares y 
dos segundos premolares derechos), un 
molar superior derecho, un molar inferior 
izquierdo, y seis premolares inferiores ( 
cuatro primeros premolares y dos 
segundos premolares derechos).

de 9 por 9 
con formol al 

10% y luego fueron almacenados en 
nevera a 4 grados centi'grados, durante un 
mes mientras se continuaba con el 
aislamiento y obtencidn de la dentina.
RESULTADOS
PROTOCOLO PARA 
DENTINA
PRUEBA PILOTO

Radiation. Technlogy 2002)
Debido a que la dentina ocupa la mayor 
parte del diente y a que es un tejido 
compatible con el complejo dentino pulpar y 
forma parte de el, se penso en la necesidad 
de utilizarla para realizarle el mismo 
procedimiento que se le realiza al hueso 
liofilizado de banco y mas adelante 
utilizarla como material alternativo en 
recubrimientos pulpares directos.
Por Io anterior, en el presente trabajo de 
investigation se propuso realizar un 
protocolo para pulverizar, liofilizar la 
dentina de dientes humanos, identificar la 
presencia de ADN y posteriormente 
esterilizarla con rayos gamma.
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FIG. 5 Fresa troncoconica punta plana

FIG. 7 Mortero ceramico con nitrogeno liquido

Toma de radiografia periapical de control 
para verificar que se haya retirado el 
esmalte y cemento totalmente, si hizo falta 
retirar tejido se vuelve a desgastar hasta 
cerciorarse del retiro completo del esmalte 
que tiene mayor espesor en las cuspides.
Lavado con jeringa de 10 mm y agua 
esteril.
Secado a presion.
Con un disco de seguridad montado en 
micromotor, se realiza un corte transversal 
a nivel del cuello del diente dividiendo el 
diente en dos partes.

FIG. 3 Radiografia previa

Con fresa redonda numero 2, con 2 
milimetros de diametro se realizaron 
pequenas cavidades con un profundidad de 
2 milimetros en esmalte y cemento a 5 
milimetros de distancia cada una, portodas 
las caras, mesial, distal, vestibular , 
palatino o lingual para un total de 5 
perforaciones.

FIG. 6 Disco de seguridad
Con una sonda barbada numero 15 se 
retiraron los restos de pulpa dental para 
dejar previamente dentina.
Lavado con jeringa de 10mm y agua 
previamente. Secado a presion.
Se lava los conductos y cuernos pulpares 
con agua previamente.
Se seca a presion.
Se coloca el diente 
desgastado en el mortero.
Se coloca la dentina dentro del mortero y 
se aplica el Nitrogeno liquido que se 
encuentra a -160° C.

FIG. 4. Canino con las perforaciones

Con una fresa troncoconica de punta plana 
numero 2 montada en una pieza de alta 
velocidad, se procede a desgastar el 
esmalte y el cemento hasta el nivel de 
profundizacion de las perforaciones 
realizadas, cerciorandose del retiro de los 
dos milimetros de esmalte y de cemento 
en la corona y raiz respectivamente.

■
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FIG.10 68x

FIG. 11 70X

FIG. 9 Balanza analitica

Si

FIG. 8 Tubos de eppendorff

El mortero se lava con detergente, luego se 
coloca en Decol, agua esteril y una mezcla 
sulfocromica durante 24 horas.
ESTUDIO DEFINITIVO
El mismo protocolo con los mismos pasos 
se realizo con los 16 dientes restantes, los 
cuales fueron almacenados en 6 tubos 
ependorff. La dentina pulverizada se peso 
en una balanza analitica Chyo Jupiter C3- 
200MDM, la cual tuvo un peso de 5.82818 
gramos. La dentina obtenida se coloco en 
un congelador a -70°C por 24 a 48 horas.

ANALISIS DEL TAMANO DE LA 
PARTICULA DE DENTINA 
PULVERIZADA VISTA AL MICROSCOPIO 
ELECTRONICO DE BARRIDO.

Para establecer el tamano de la particula 
de la dentina pulverizada, se observe con 
el microscopio electronico de barrido marca 
Phillips serie XI, XL 30 ESEM. Se tomaron 
varias magnificaciones y con algunas de 
ellas se tomaron varias mediciones, 
encontrando que el tamano de la particula 
fue muy heterogeneo. Se tomaron varias 
magnificaciones, de 21 X, 100 X, 300 X, 
600 X, 780 X, 1200 X, y 1440 X. Con una 
magnificacion de 40 X la particula midio, 
905 micras de largo y 340 micras de ancho. 
Con una magnificacion de 68 X la particula 
midio, 826 micras de largo y 579 micras de 
ancho y 142 micras de alto. Con una 
magnificacion de 70X se midio una 
particula de forma triangular, que midio 
522 micras de largo y 103 micras de ancho. 
180 X la particula midio 351 micras de 
longitud y 251 micras de ancho y 76.8 
micras de alto.

Se volatiliza el Nitrogeno liquido quedando 
la dentina congelada y con el pistilo se 
empieza a macerar la dentina, dejandola en 
pequenas particulas en forma de 
eppendorff.
Se le aplica eppendorff el Nitrogeno liquido 
y se vuelve a macerar la dentina hasta 
dejarlo pulverizada.
La dentina pulverizada se coloca en tubos 
de eppendorff y se lleva al congelador a - 
70°C.

I



SDS 1% - 20% 20 ml proteinaza K.

Primer dia:

Para realizar la prueba de ADN en la pulpa 
se utilize :

La dentina pulverizada almacenada en 6 
tubes ependorff se saco del congelador a 
-70°C. Se sacaron les tubes ependorff con 
la dentina pulverizada y congelada y se 
llevo a la liofilizadora marca Labconco 
durante 48 boras, despues de las cuales se 
obtuvo la dentina liofilizada, la cual fue 
almacenada en un tube Facol.
PROTOCOLO PARA IDENTIFICAR LA 
PRESENCIA DE ADN EN LA DENTINA 
LIOFILIZADA.
AISLAMIENTO DE ADN A PARTIR DE LA 
PIEZA DENTARIA.

PROTOCOLO PARA LA LIOFILIZACION 
DE LA DENTINA

ADAPTADA DE CORACH D, SALA A, 
PENACINO G,1999.

Lavar la pieza seleccionada con un cepillo 
y abundante agua, secar a 37°C en estufa.

Disgregar el diente con el equipo Freezeer 
Mill 6750 (Glen Creston ltda, England), en 
presencia de nitrogeno liquido mediante un 
fuerte impacto mecanico tambien se puede 
pulverizar el diente en un mortero de acero 
o utilizar un motor con una fresa delgada 
de dentista, para obtener polvo dental. (En 
este paso ya se habia obtenido la dentina 
pulverizada separada del esmalte, cemento 
y pulpa dental creado por los autores del 
estudio).

ADAPTADO DE CORACH D, SALA A, 
PENACINO G, 1999

DE AQUI EN ADELANTE SE UTILIZO EL 
PROTOCOLO DE ADN CON TEJIDO 
OSEO TOTALMENTE REDUCIDO.

un code transversal nivel del cuello del 
diente.

Se extrajeron los restos de la pulpa seca 
con una sonda barbada y se depositaron 
estos en un tubo de ependorff.

Se prepare 1ml de solucion de EDTA 10 
mp : 250mj.i, TRIS 10mp. : SOmp, NaCI 
100mp : 2500mp., para identificar el ADN 
de la pulpa dental y de la dentina.

Se tomaron dos premolares, dos de 
hombre y dos de mujeres para realizarseles

EDTA : Se utiliza 0.5 ml con un ph de 8, 
agregando 90 ml de agua esteril, realizando 
un pinen con marca registrada Sandryx Ga, 
la que se realiza para bajar la solucion que 
queda en las paredes.
NaCI : Se utilize una solucion de 10 ml de 
Cloruro de Sodio y se mezelo con 90 ml de 
agua esteril.
Para realizar la prueba de ADN en la 
dentina :
EDTA : En un tubo ependorff se colocaron 
10 microlitros de esta solucion.
TRIS : Se utilize 0.1 molar y se convierte a 
50 micro litres.
NaCI : Se utilize 100 micro litros.
SDS : Se utilize esta solucion en una 
concentracion del 20%, y se tomaron 25 
microlitros, mezclandose con 315 ml de 
agua esteril agregandosele 20 ml de 
proteinasa K para degradar todas las 
proteinas en especial el colageno. Luego 
se le agrego el vortex, con papel 
parafinado se realizo el sellado periferico.
Despues se coloco en una microcentrifuga 
marca HETTICH a 14000 r.p.m durante 1 
minuto. Procediendo a dejar incubandose 
durante toda la noche a 60° C.
Segundo dia:
Se saco la muestra de la incubadora 
despues de estar 24 horas, se le agrego un

Seleccionar la pieza dentaria a analizar, de 
preferencia utilizar los dientes del maxilar 
superior que son los que mejor se 
conservan.
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FIG. 13 Fase acuosa y fenolica

diluido en Buffer, Proteinasa K.
Se agitan las dos muestras de dentina 
pulpa para verificar que si se disolvio.
Al observar que se diluyo la pulpa y la 
dentina se le agrega a cada muestra 1 ml 
de fenol.

Se centrifugaron las dos muestras por 5 
minutos a 5000 r.p.m.

FIG. 12 Centrifuga

Despues de centrifugar se observan dos 
fases:

La acuosa: Se encuentra todo el material 
genetico.
La fenolica: 

material.
Se tomaron 200 microlitros de la fase 
acuosa y se virtieron en un tubo de 
ependorff cilindrico de 2ml.
Se agrego 1 ml a cada muestra de 
cloroformo.

Se centrifugo durante 5 minutos a 5000 
r.p.m.

Despues de centrifugar se observaron dos 
fases: la acuosa y la cloroformica.

Se traspaso la fase acuosa a un tubo de 
ependorff conico de 1.5 ml.

Se coloco la base para tubos ependorff y 
se ubicaron de la siguiente manera de 
izquierda a derecha:
Muestra control. (La 
laboratorio de genetica).
Muestra de la pulpa.
Muestra de la dentina.
Se prepare Agarosa al 1%. Por el tamano 
de la muestra solo se tomaron 0,3 gr.
Se virtio en el aparato de electroforesis la 
Agarosa para que polimerice.
Antes que gelifique se coloco una peinilia 
que va ha dejar unos bolsillos.
Ya polimerizado el gel se retiro la peinilla.
Se agrego un buffer de corrida hasta que 
quede sumergido el gel de la Agarosa.
En un pedazo de papel de aluminio se 
coloco del mismo orden de izquierda a 
derecha 2 microlitros de ADN control, pulpa 
y dentina.

Sobre cada muestra se coloco 3 microlitros 
de buffer de carga.
Con una micropipeta y una punta de 5 
microlitros se siembra en los bolsillos que 
dejo la peinilla en el gel de Agarosa en su 
mismo orden.

Se tapo el aparato de electroforesis y se 
prende el equipo a un voltaje constante con 
carga positiva y negativa a 100 voltios 
durante 40 minutos.

La carga positiva y negativa hace que las 
muestras se dividan y se van hacia los 
polos.

Despues de los 40 minutos se saco la 
tableta del gel Agarosa con las tres 
muestras impresas.
Se sumergio el gel de Agarosa en una 
solucion de Bromuro de Etidio, que actua 
como activador del ADN de las tres 
muestras.

Se observe el gel de Agarosa por medio de 
un transiluminador.

J./ "
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FIG. 16 Tubo de facol

DISCUSION

FIG. 14 Transiluminador
No se observaron lineas blancas por que 
no hay presencia de ADN.
Se observe la muestra control y la pulpa y 
presentaron lineas blancas Io cual concluye 
que poseen ADN.

La dentina liofilizada y almacenada en un 
tubo Facol se llevo a la sala de exposicion 
con Rayos Gamma, y se expuso a una 
fuente de radiacion con cobalto 60 durante 
5 horas con una dosis de 24.78 Kilograys.

FIG. 15 Bandas de ADN

PROTOCOLO PARA ESTERILIZAR LA 
DENTINA CON RAYOS GAMMA

humanos
una dosis

El hecho de que la dentina humana 
liofilizada y esterilizada sirva para mantener 
vital un diente, solo se conocera en 
estudios posteriores In- Vivo en animales

Realizar cultivos para determinar la 
existencia o no de microorganismos dentro 
de la muestra de dentina liofilizada y 
esterilizada.

CoIocar la muestra de dentina liofilizada y 
esterilizada en varios tubos de ependorff 
dentro de una camara de flujo laminar para 
poder manipular la dentina y evitar la 
contaminacion.
Aplicar la dentina liofilizada y esterilizada 
clinicamente in vivo en animales de 
laboratorio.

de laboratorio cuya investigacion se 
concentrara en saber si existe la posibilidad 
de generar la formacion de dentina en 
dientes que puedan haber sufrido una 
exposicion pulpar.
De igual forma se comprobo que si es 
factible el aislamiento y pulverization de la 
dentina de un diente para posteriormente 
liofilizada, aunque no existen protocolos 
previos para este tipo de estudio.
En la dentina liofilizada no se encontro 
ADN, debido a que la dentina extraida de 
un diente no vital y que esta fuera de la 
cavidad oral no presenta odontoblastos ni 
tampoco prolongaciones citoplasmaticas 
dentro de los tubulos dentinales, Io cual la 
revision de la literatura Io reporta. Lo 
anterior se comprobo con el proceso de 
aislamiento del ADN con el protocolo de 
ADN con tejido oseo totalmente reducido, 
adaptado de Corach D, Sala A, Penacino 
G, 1999, donde se realizo la tecnica de 
fenol- cloroformo.

protocolo para la 
de la dentina en dientes

En relation con la liofilizacion y 
esterilizacion de la dentina de dientes 
humanos se puede concluir lo siguiente: 
Se realizo 
pulverization 
humanos.
La dentina de dientes humanos se liofilizo. 
No se encontro ADN en la dentina 
liofilizada de dientes humanos. 
La dentina de dientes 
esterilizd con rayos gamma a 
24.78 kilograys.
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