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Introduccion

La denticibn humana presenta un caracter difiodonte, donde los dientes temporales
(transicionales) son reemplazados por dientes permanentes, permitiendo consolidar
una denticion de larga duracion en el adulto. Los dientes temporales sufren un
proceso de reabsorcion radicular fisiologica (RRF), generando un espacio para
permitir que el germen del diente definitivo se desarrolle y tome lugar para su
posterior erupcion.

Los mecanismos y factores involucrados en la RRF de la denticiébn temporal aun no
estan del todo comprendidos. En los ultimos afios el conocimiento respecto a la
biologia de la reabsorcion dental ha aumentado y lo que se ha descrito es que
existen interacciones entre Osteoclastos, Osteoblastos, Foliculo dental y células del
reticulo estrellado demostrando una interaccibn compleja entre genes reguladores
del proceso® 2.

Existen una serie de cambios histologicos pulpares que ocurren en el diente temporal
a raiz de este fendmeno. Los cambios asociados a la inervacion e infiltrado
inflamatorio se encuentran descritos® 4 pero, con respecto a vasculatura pulpar, tanto
sanguinea como linfatica, no existe suficiente informacién que permita crear una
visién general de lo que ocurre durante este proceso.

Se ha descrito previamente a la pulpa dental de dientes temporales sanos con
numerosos capilares distribuidos equitativamente en las regiones periféricas con
pequefias arteriolas en la zona central. Estas arteriolas también se distribuyen de
forma paralela al plexo de Raschkow. En la zona coronal media de la pulpa, hay
numerosas arteriolas de calibre medio y vénulas de paredes delgadas. Hacia la
region radicular de la pulpa se observa en general un aumento en el calibre de los
vasos®. Otro estudio habla de que existen cambios vasculares profundos en dientes
con més de un tercio de reabsorcion en sus raices. Estos cambios corresponderian a
un aumento en el calibre de vasos tanto pequefios como grandes, a la vez que hay
un aumento en el nimero de capilares®.

El objetivo de este estudio es caracterizar los cambios vasculares mediante analisis
inmunohistoquimico comparativo y microscopia confocal con el propésito de lograr
una mejor comprensién del proceso de RRF en dientes humanos temporales, lo cual
permite interpretar el fenbmeno reabsortivo y extrapolar sus factores a escenarios
patolégicos que afecten la denticion primaria.



Marco tedrico

2.1 Dientes temporales

2.1.1 Generalidades

Los seres humanos se caracterizan por tener dos tipos de denticiones, una
temporal y una permanente. La primera denticion consta de 20 piezas, llamadas
dientes temporales o deciduos. El desarrollo de estos dientes comienza desde la
etapa gestacional y su erupcién ocurre entre el primer y segundo afio de vida. Son de
menor tamafo y raices mas cortas que los permanentes, de corona redondeada y
forma acintada, con una camara pulpar de gran tamafo y conductos radiculares mas
amplios. La pulpa dental de dientes temporales presenta zonas topograficas
idénticas a los dientes permanentes, pero estas no se encuentran claramente
diferenciadas’.

2.1.2 Odontogénesis y formacion Complejo Dentino-Pulpar

Odontogénesis

El desarrollo de ambas denticiones, temporal y permanente, compromete el
proceso de odontogénesis’. Durante el proceso de formacién dental, la interaccién
epitelio-mesenquimatica determinan que el componente epitelial (ectoderma) dé
origen a ameloblastos y el ectomesénquima da origen a odontoblastos y pulpa
dental®.

La primera manifestacion corresponde a la diferenciacion a partir del ectoderma de la
lamina dental, la cual presenta una actividad proliferativa que lleva a la formacion de
crecimientos epiteliales (epitelio odontogénico) que daran lugar a la formacién de los
dientes®.



Etapas de la formacién dental

La formacion de los dientes ha sido caracterizada a través de diversas etapas que
comprometen cambios morfogénicos y de desarrollo relevantes (Fig. 1).

A. Brote o yema dentaria

Se caracteriza por la invaginacion del epitelio en el ectomesénquimal®
subyacente, en el que las células se agrupan estrechamente alrededor del botén
epitelial® proceso llamado condensacion del ectomesénquima®.

B. Casquete

Esta etapa se caracteriza por una concavidad del epitelio que envuelve
parcialmente al mesénquima subyacente®. De esta forma se originan dos estructuras,
la papila dental, que dara origen al complejo dentino-pulpar; y el 6rgano del esmalte,
gue se encuentra encerrando a la papila dental, dando origen al esmalte. Esta se
divide en epitelio dental externo, epitelio dental interno y reticulo estrellado’.

a) Epitelio externo: ubicado en la periferia del casquete, en contacto con el
mesénquima peridental®. Se encuentra unido a la lAmina dental por una porcién de
epitelio llamada pediculo epitelial.

b) Epitelio interno: formado por células que son precursoras de los ameloblastos y
gue se encuentran separadas de la futura pulpa dental por una membrana basal.

c) Reticulo estrellado: capa intermedia del 6rgano del esmalte presente en el
transporte transcelular e intercelular de precursores de proteinas del esmalte, y en la
provisiéon de energia®.

Existe la formaciéon de una cuarta estructura llamada nudo del esmalte, este
corresponde a una estructura transitoria situada en el centro del 6rgano del esmalte
que es el encargado de controlar la morfogénesis de las clUspides dentales y
determinara la forma final del diente. Los nudos del esmalte dentro del epitelio se
describen como centros organizadores compuestos por grupos de células que
secretan sefiales de morfogénesis. Ademas presentan un papel en la regulacion del
tamario y la forma de los dientes?.

C. Campana

Durante esta etapa la corona lograra su morfologia final. Las células encargadas
de la formacién de tejido duro adquieren su fenotipo distintivo. En la union del epitelio
interno con el externo se describe una zona llamada union cervical.
Algunas células entre en epitelio interno y reticulo estrellado, forman el llamado
estrato intermedio® que se encuentra involucrado, al igual que el reticulo estrellado,
en el transporte de proteinas precursoras del esmalte.



En la etapa de campana avanzada, se produce un cambio de polaridad, donde
ocurre la diferenciacion de ameloblastos jovenes a ameloblastos maduros o
secretores. La diferenciacion de odontoblastos se realiza a partir de células de la
papila dental situadas frente al epitelio interno, estas comienzan a sintetizar fibras
coldgenas Yy proteinas propias de la dentina. Una vez formada la dentina, la porcion
central de la papila se transforma en la pulpa dental. Es aqui donde se fija la forma
final de la corona'l.

D. Foliculo dentario

Esta etapa comienza cuando se identifica las zonas de las futuras cuspides o
bordes incisales’. El foliculo dental, da lugar a los tejidos dentales de soporte como el
cemento radicular, el ligamento periodontal y el hueso alveolar. Por esta razén, es
que esté involucrado en la formacion de la raiz y la erupcion de los dientes®.

El érgano del esmalte, la papila dental y el foliculo dental forman el 6rgano dental o
germen dental®?.

Lamina dental
Lamina vestibular

\ﬁ“@f@

Brote dental

Casguete
Campana Campana tardia

Fig. 1. Modelo Clasico de Odontogénesis?!.

Complejo Dentino-Pulpar

Se habla de una sola estructura morfofuncional, en donde la dentina y la pulpa se
relacionan como tejidos interconectados, en el cual existe una interaccion funcional
entre los componentes estructurales?s.

La composicion de la dentina puede describirse de dos maneras; la dentina
extracelular consiste en una matriz extracelular mineralizada y la dentina funcional,
que incluye predentinal* y tdbulos dentinarios, que contienen prolongaciones de
odontoblastos, fluidos y ocasionalmente terminaciones nerviosast® 13,



A lo largo de la vida del diente, existe mas de un tipo de dentina presente. La dentina
primaria, que constituye a la mayor parte de la masa de dentina y corresponde a la
producida durante la formacion del diente. Una vez que el diente se vuelve funcional,
los odontoblastos continian formando dentina secundaria en la zona cercana a la
pulpa de la dentina existente, a un ritmo mas reducido. Puede existir la formacion de
una dentina terciaria en respuesta a estimulos externos variables, como irritantes
quimicos, caries, procedimientos de restauracion, atriciéon u otro traumat® 1,

La pulpa dental se encuentra dividida topograficamente en 4 zonas:

1.- Zona odontoblastica: constituida principalmente por Odontoblastos, algunos
axones amielinicos terminales y capilares sanguineos.

2.- Zona acelular de Weil: Area con pocos elementos celulares, se encuentra el
plexo subodontoblastico de Raschkow.

3.- Zona rica en células o Subodontoblastica: Bajo la zona acelular de Weil, rica
en fibroblastos y células mesenquiméticas.

4.-Zona central: Tejido conectivo laxo, tronco nervioso y vascular’ 17,

2.2 Pulpa Dental

La pulpa dental es un tejido conectivo laxo no mineralizado practicamente
confinado a una camara formada por paredes dentinarias rigidas, tanto en la parte
coronaria como en la raiz. Es un tejido ampliamente vascularizado e inervado, que
contiene ademas componentes de matriz extracelular y una gran diversidad de tipos
celulares, como fibroblastos, células secretoras, células inmunocompetentes y
células progenitoras; funcionando conjuntamente en un sistema autorregulado y con
funciones altamente especificas.

Se relaciona con la dentina embriolégica, histolégica y funcionalmente, siendo sus
principales funciones:

1.- Formativa: Produce la dentina que rodea el tejido pulpar.

2.- Protectora: Se compone de estructuras nerviosas que le otorgan sensibilidad a la
dentina, ademas de estimular reacciones inflamatorias por medio de los
odontoblastos frente a la invasion de patégenos a través de los tubulos dentinarios?!®.
3.- Nutritiva: Manteniendo la funcion de los tejidos y células que la componen.

4.- Reparativa: En la que es capaz de producir nueva dentina cuando es requerido.

A continuacién se describen en profundidad su componente vascular, nervioso e
inmunoldgico.



2.2.1 Componente Vascular

Como se indicé anteriormente, el sistema circulatorio de la pulpa esté inserto
en tejido conectivo laxo, confinado a su vez por una camara de tejido rigido
mineralizado. La falta de un circuito de circulacién colateral y la imposibilidad de
expansion tisular exigen implicaciones especiales para su correcta funcion®. Las
funciones de aporte nutricional, de oxigeno y transporte de moléculas de
sefalizacion estan a cargo de los vasos sanguineos; mientras las de drenaje y
compensacion de los cambios de presion tisular interna estan a cargo de los vasos
linfaticos pulpares. Sobre todo en la region donde se concentran vasos capilares,
ambos funcionan en conjunto para mantener la homeostasis.

Vasos Sanguineos

La unidad morfologica del sistema vascular es la célula endotelial, que forma
el recubrimiento interno de los vasos sanguineos. Estas células son derivadas desde
células troncales del mesodermo que dan forma a células precursoras de
hemangioblastos, las que a su vez originan las células troncales hematopoyéticas y
los angioblastos, los progenitores de las células endoteliales. Las células sanguineas
y las endoteliales comparten un origen comun y se mantienen fuertemente
relacionadas entre si durante la vida adulta.

Las células endoteliales se conectan entre si y se organizan en estructuras primarias
tubulares que derivan en la formacién de los vasos sanguineos del diente en un
proceso llamado vasculogénesis. La sefializacion molecular a cargo del factor de
crecimiento vascular-endotelial (VEGF) juega un rol crucial en la vasculogénesis, a
través de la induccion de los angioblastos a agruparse en forma de “clusters” y a su
migracion hacia las estructuras inmaduras para formar los primeros plexos
vasculares®. Luego de la organizaciéon de estas estructuras primarias, a través de
distintas vias de sefializacion molecular comienza la construccion y organizacion de
la matriz extracelular y la proliferacién, migracion y reclutamiento de células murales
(Pericitos, células de musculo liso, fibroblastos) las cuales contribuyen a un proceso
de remodelacién y especializacion que determina la formacién de los distintos tipos
vasculares?!. Si bien la vasculogénesis se describe como un proceso que ocurre en
etapas tempranas de formacién dentaria, se ha demostrado que permanece por largo
tiempo y continda desarrollandose hasta la vida adulta??. En un estado mas
avanzado de desarrollo, las células endoteliales comienzan a formar vasos
sanguineos mediante otro proceso llamado angiogénesis.



La angiogénesis aparece en el desarrollo y reparacion de tejidos, inflamacién crénica
y crecimiento de tumores, es un proceso complejo y altamente regulado, donde estan
envueltos episodios de migracion y proliferacion de células endoteliales,
diferenciacion de capilares, secrecidbn de componentes de matriz extracelular y
enzimas proteoliticas para degradar tejidos a remodelar, ademés de la anastomosis
(unién) de las nuevas ramas vasculares.

El principal modelo de angiogénesis describe el “brote” de nuevos vasos a partir de
otros ya existentes en lo que se denomina “Sprouting” (arborizacion) (Fig. 2).
También se ha desarrollado otro modelo de neo-formacién vascular que se conoce
como angiogénesis intususceptiva o “no-sprouting”, que consiste en la division de un
vaso grande en otros mas pequefios?.

La primera descripcién de angiogénesis por brote fue reportada por Ausprunk y
Folkman, en 1977%* en investigaciones sobre desarrollo tumoral, donde describian
las siguientes etapas: 1.- La membrana basal se degrada localmente en el lado de la
vénula post-capilar adyacente al estimulo angiogénico; 2.- La unidén entre células
endoteliales se debilita y comienza la migracion de las mismas hacia el tejido
conectivo; 3.- Formacion de un corddn sélido de células endoteliales; 4.- Formacion
del lumen proximal al lugar de migracion, los nuevos brotes tubulares se
anastomosan para formar loops capilares funcionales, paralelo a la formacion de
nueva membrana basal y reclutamiento de pericitos. Este fenomeno podia ocurrir
inicialmente sin necesidad de division celular, sin embargo el brote vascular
sostenido y el crecimiento a gran escala requerian de proliferacion.
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Fig. 2. Angiogénesis por brote desde el vaso sanguineo
predecesor (izquierda), a los procesos de sprouting (derecha) 24,




La estructura de los vasos sanguineos es morfologicamente diversa, tanto en la red
vascular de un solo tejido como entre distintas redes vasculares. Los vasos en
general se componen de tres laminas tisulares concéntricas: la tunica intima, la
tunica media, y la tdnica adventicia; las cuales se encuentran separadas entre si por
dos barreras formadas por proteinas de matriz extracelular: la membrana limitante
interna (separa tunica intima de media) y la limitante externa (separa tdnica media de
adventicia). La tunica intima contiene una capa simple de células endoteliales que
constituyen la capa interna de todo vaso. La tunica media usualmente es la mas
gruesa de las tres en arterias, es la que contiene las células murales, que son células
de musculo liso presentes en gran cantidad en vasos de alto calibre y pericitos en
capilares. La tanica adventicia, generalmente la mas gruesa en venas, conecta el
vaso sanguineo con el tejido conectivo exterior. Se caracteriza por presentar el
denominado “vasa-vasorum”, un circuito de capilares externos que otorga soporte
nutricional y de oxigeno a la capa vascular mas distante del lumen.

Esta estructura genérica cambia en los distintos tipos de vasos sanguineos para
cumplir a cabalidad sus roles necesarios para preservar la homeostasis®®. El
endotelio de arterias y venas forma una monocapa continua, mientras que en
capilares puede ser continua, fenestrada o discontinua, dependiendo de las
funciones que requiera. El endotelio fenestrado se encuentra en tejidos involucrados
con secrecion Yy filtracion, incluyendo glandulas exocrinas y endocrinas, glomérulo
renal y mucosa intestinal. ElI endotelio discontinuo es caracteristico de lechos
vasculares sinusoides encontrados en higado y médula 6sea, permitiendo el contacto
directo del flujo sanguineo con estructuras subendoteliales?®.

La pulpa dental es un tejido altamente vascularizado que comprende arteriolas pre-
capilares, capilares, vénulas post-capilares y vénulas musculares. Arteriolas de
mayor diametro entran al diente a través del foramen apical y de las foraminas,
subiendo hasta la region coronal, ramificandose continuamente en su ruta y termina
en un denso plexo capilar subodontoblastico, donde los capilares periféricos pueden
acercarse a los odontoblastos y alterar el endotelio a su forma fenestrada
satisfaciendo los requerimientos nutricionales de los odontoblastos, y alejandose de
ellos hasta el plexo capilar cuando la actividad odontoblastica disminuye?’. En pulpa
dental de dientes temporales, también se observa una distribucion vascular donde
los capilares se ubican periféricamente, mientras que pequefas arteriolas se ubican
en una porcion mas central, situandose algunas de manera paralela al plexo nervioso
subodontoblastico. La diferencia mas evidente entre la arquitectura vascular de
dientes temporales frente a la de dientes definitivos es la mayor cantidad y densidad
de pequefios vasos sanguineos, definiendo la pulpa dental decidua como un tejido
aun mas vascularizado®.



Células murales: La heterogeneidad en morfologia se asocia a diversidad en
funcion. Las células murales son esenciales en la maduracion de las estructuras
tubulares formadas por células endoteliales a vasos sanguineos, y determinan
funciones para determinados tipos celulares. Las células murales presentes en los
vasos de la pulpa dental son principalmente las células de muasculo liso (vSMC) y los
pericitos.

Las paredes de los vasos sanguineos de alto calibre contienen mayormente vSMCs,
esenciales para la estabilidad vascular, la mantenciéon de su tono muscular y la
regulacion del flujo sanguineo?®.

Los capilares, arteriolas precapilares, vénulas postcapilares estan recubiertas en
mayor cantidad por pericitos. Estos hacen contacto con el endotelio a través de
procesos citoplasméaticos, comparten y co-producen una membrana basal con las
células endoteliales. Juegan un rol importante para regular la estabilidad del vaso, el
transporte transendotelial de metabolitos, la mantencion del tono basal vascular,
regulacion del flujo sanguineo a través de su funcion contractil y control de la
proliferacién y diferenciaciéon de los tipos vasculares?®-3l. Ademas, existe evidencia
que relaciona fuertemente los pericitos con células troncales de origen
mesenquimatico, debido a su localizacion perivascular y capacidad de diferenciacion
a otros tipos celulares, como adipocitos y células musculares®' 22, Se han realizado
multiples estudios in vivo para generar un tipo celular a partir del otro con resultados
satisfactorios, sin embargo, los autores indican que aun se le puede dar mayor
validez y reproductibilidad a estos estudios®:.

La funcién principal de la vasculatura en la pulpa es llevar a través del flujo
sanguineo un aporte nutricional y de oxigeno a tejidos no perfundidos, lo que permite
qgue realicen su funcion biolégica normal y asi mantener la homeostasis interna del
diente. Se ha mencionado que la pulpa es un tejido vascularizado, con una densidad
capilar superior a gran parte de los otros tejidos gracias a los procesos de
vasculogénesis y angiogénesis®*, llevando un flujo sanguineo también superior a la
media, alrededor de 50 ml/min/100g de tejido pulpar.

Ya que la pulpa dental esta encerrada por las paredes dentinarias, la presion tisular
intrapulpar adquiere una gran importancia en su fisiologia. Durante procesos
inflamatorios agudos, la dilatacién de los capilares ocasiona una tumefaccion pulpar
gue aumenta la presion sanguinea local que estimula a los nervios adyacentes
causando una sensacion dolorosa. Este aumento de presion local del tejido causa un
colapso de los vasos de pared mas delgada (capilares y vénulas post-capilares) en el
area afectada, lo que lleva a un estancamiento del flujo sanguineo, lo que lleva a
isquemia y muerte celular®.



Mientras que un aumento de la vasodilatacion conlleva un mayor flujo sanguineo al
tejido inflamado, el aumento de la densidad capilar via angiogénesis por brote
aumenta la superficie de perfusion hacia los tejidos hipoxicos para restablecer el
aporte nutricional y de oxigeno. La angiogénesis es un requerimiento natural frente a
los estimulos de hipoxia. La evidencia actual indica que bajo condiciones de hipoxia,
las células pulpares incrementan la secrecion del factor 1 de transcripcion inducido
por hipoxia (HIF-1)%, el cual incrementa la funcién de factores proangiogénicos
(VEGF) que actuan sobre las células endoteliales vecinas para inducir la formacion
de nuevos vasos. Al restablecerse el aporte de oxigeno, la expresion de HIF-1
disminuye, limitando consigo el proceso angiogénico2.

Este proceso de regulacion paracrina de la angiogénesis también es la base para
describir la forma de regeneracion y reparacion pulpar luego de una exposicién por
trauma o caries; donde el estimulo hipdxico es producido por el recubrimiento pulpar
con un material externo, activando el ciclo del factor HIF-1 hasta llevar al tejido a una
situaciéon de normoxia, donde éste factor es regulado negativamente y detiene la
neo-formacién de capilaresé.

Las células troncales presentes en el tejido pulpar tienen un potencial de
diferenciacion y proliferacion amplio, también influyendo en la funcién vascular a
través de su diferenciacion a células endoteliales bajo estimulos angiogénicos®® o
mediante una accion trofica paracrina secretando factores de angiogénesis que
inducen este fendmeno a partir de células endoteliales pre-existentes 40,

Su aplicacion actual entra directamente en el campo de la ingenieria de tejidos,
donde la angiogénesis juega un rol clave ya que si el aporte nutricional y de oxigeno
no llega a los tejidos trasplantados, lleva a necrosis y fracaso del tratamiento.
Cuando la formacion de nuevos vasos sanguineos ocurre y hay un aporte nutricional
suficiente, nuevos tratamientos como la regeneracién pulpar posterior a una
pulpectomia pueden ser posibles en un futuro cercano 4% 42,

Vasos linfaticos

El desarrollo de los vasos linfaticos comienza Unicamente después de que la
circulacién sanquinea se ha establecido. Los vasos linfaticos tienen su origen en
mesénquima y se desarrollan a partir de evaginaciones, en forma de sacos de vasos
sanguineos en desarrollo, especificamente de venas.
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El crecimiento y desarrollo de la vasculatura esta intimamente ligado con las
necesidades homeostaticas del tejido que soporta. Una disminucién en el porcentaje
de oxigeno disponible corresponde al primer estimulo para formar vasos sanguineos,
como un aumento en la presion del liquido intersticial de un tejido es el impulso
necesario para formar vasos linfaticos*3.

Los vasos linfaticos tienen por funcion remover el fluido intersticial y productos
metabdlicos de desecho hacia la circulacion sanguinea para mantener la presion
intrapulpar dentro de los limites normales.

Los vasos linfaticos pulpares corresponden a capilares linfaticos de
aproximadamente 8 um de diametro, de extremos ciegos y de paredes delgadas que
se encuentran en la region coronal de la pulpa y también, en menor proporcion, en la
zona periférica proxima a la capa subodontoblastica.

Los vasos linfaticos se diferencian de vénulas de calibre menor por la presencia de
pequefias fenestraciones en su estructura, discontinuidades en su membrana basal o
la ausencia de ella, y por la ausencia de glébulos rojos en su lumen (Fig. 3), también
se puede observar numerosas uniones intercelulares entre células endoteliales y
escasos o0 nulos pericitos envolviendo la estructura del vaso®.

Los vasos linfaticos eferentes tienen un diametro aproximado de 100 pm, estos
vasos abandonan la regiébn pulpar en conjunto con los nervios y los vasos
sanguineos dirigiendose hacia el foramen apical para drenar en los vasos linfaticos
mayores del ligamento periodontal?® 23

Fig. 3. Estructura basica de un vaso linfatico'.
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2.2.2 Inervacién Pulpar

La inervacion de la pulpa dental se inicia a través de axones pioneros
derivados del ganglio trigémino que se aproximan tempranamenteal diente en
desarrollo, entre las etapas de brote y casquete. Distintos factores neurotroficos
inducen el desarrollo y la arborizacion de los terminales nerviosos y son producidos
desde antes de la formacién de la inervacién pulpar como tal*4. Los axones no entran
a la pulpa dental hasta un estado relativamente avanzado de desarrollo del diente, lo
gue sugiere que la papila dental secreta factores inhibidores de desarrollo axonal en
estados tempranos?*®. Cuando ya ha comenzado la formacién de tejido mineralizado,
las fibras nerviosas primarias invaden la pulpa dental, debido a un cambio en la
secrecion de factores, en un principio neuro-repelentes, a neurotréficos, siendo el
factor de crecimiento nervioso (NGF) el principal responsable en la formacién de la
inervacion pulpar.

La pulpa dental desarrollada presenta una importante inervacion sensorial a nivel
coronario, compuesta principalmente de aferentes sensoriales del nervio trigémino y
fibras eferentes simpaticas provenientes del ganglio cervical superior que se han
descrito como reguladoras del flujo sanguineo“t. En la interfase dentino-pulpar una
red sensorial densa forma el plexo subodontoblastico de Raschkow, el cual proyecta
en su mayoria terminales libres a nivel de la capa odontoblastica, predentina, y los
0.1 milimetros mas internos de la dentina, los terminales nerviosos son
especialmente densos en los cuernos pulpares, donde se presenta también la mayor
sensibilidad*’.

La inervacién decrece gradualmente desde la corona hacia la raiz, con mucha menor
cantidad de terminales nerviosos en la periferia de la pulpa radicular. Las fibras
nerviosas son diversas y estan distribuidas en patrones especificos para enfocarse
en regiones particulares de vasos sanguineos, tejido pulpar y dentina.

Los grandes grupos de fibras nerviosas sensoriales en la pulpa son fibras A
mielinizadas (A-beta, A-delta) y las fibras C no mielinizadas. 90% de las fibras A
corresponden a fibras A-delta, y estan principalmente localizadas en la interfase
dentino-pulpar en la parte coronal de la pulpa, su principal caracteristica es la rapida
velocidad de conduccion de 12 a 30 m/s. Las fibras C estan localizadas en el centro
de la pulpa, y se extienden hacia la zona acelular bajo la capa odontoblastica; su
velocidad de conduccién va de 2 a 10 m/s 48 (Tabla I).
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Fibra Mielinizacion | Localizacién Caracteristicas | Umbral de
de terminales del dolor estimulacién
Ad Si Principalmente | Agudo, Relativamente
region limite punzante bajo
pulpo-
dentinario
C No Distribuidas a | Ardor, en Relativamente
través de la general menos | alto,
pulpa tolerable que el | ,syalmente
generado por asociado a
fibras A-0 o
dano tisular

Tabla |. Caracteristicas de fibras nerviosas en un diente normal“®.

La principal funcion de las fibras nerviosas de la pulpa es otorgar sensibilidad al
diente frente a distintos estimulos, como calor, frio, trauma e instrumentacion
mecanica. Los estudios describen que las fibras nerviosas sensoriales responden
basicamente frente a la lesion dentinaria y pulpitis mediante el “brote” (sprouting) de
sus ramas terminales en la pulpa intacta y la alteracién citoquimica de su fenotipo®°.

Se han propuesto tres mecanismos para explicar sensibilidad dentinaria®°:

1.- Teoria Neuronal: establece que la dentina contiene terminales nerviosos que
responden cuando son estimulados. Esta teoria proviene desde la l6gica de que
algunos terminales se extienden a través de los tubulos dentinarios y son los
responsables de la respuesta dolorosa.

2.- Teoria Odontoblasto Sensorial: establece al Odontoblasto como célula receptora.
Este concepto ha sido considerado, dado el hecho de que los odontoblastos poseen
procesos que se extienden a través de los tabulos dentinarios. Para confirmar este
rol, 3 criterios son necesarios: expresion funcional de receptores frente a ciertos
estimulos, habilidad para transmitir sefiales luego de la activacién de los receptores,
y una estructura sinaptica entre odontoblastos y nervios. Para el primer criterio
existen estudios en odontoblastos humanos que han identificado la expresion de
canales TRP con capacidad de transduccién mecanica, dandole un rol sensorial>!.

Ademas de esto, la existencia de canales mecanosensitivos de potasio y calcio
encontrados en odontoblastos en cooperaciéon con los canales TRP participan en la
percepcion de temperatura®2. Un mecanismo de sefializaciéon entre los odontoblastos
y los nervios aferentes pulpares fue sugerido a partir de su cercana localizacién y de
la expresion de receptores especificos en aferentes nociceptivos, indicando que el
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ATP podria actuar como un promotor de sefalizacion para estimular respuestas de
dolor®s,

3.- Teoria Hidrodinamica: La sensibilidad dentaria involucra al movimiento de fluidos
a través de los tubulos dentinarios. Se plantea a partir de la suposicion de que el
dolor intenso y pulsatil relacionado a la pulpitis es inducido por la presion hidrostatica
ejercida por un tejido inflamado encerrado por una estructura rigida. EI movimiento
de liquido hacia el exterior como respuesta a estimulos frios es rapidamente
detectado por la fibras A-delta causando un dolor agudo en la pulpitis temprana; a
medida que avanza la pulpitis, el movimiento de fluido hacia el interior como
respuesta al calor activa a las fibras C se percibe como dolor sordo. Los canales TRP
estarian involucrados en la transduccién de los estimulos®°.

2.2.3 Células inmunocompetentes en pulpa dental

La pulpa dental esta equipada con una red de células nativas. Cuando existe
una injuria se produce un reclutamiento de células inmunocompetentes que juegan
un rol crucial en la mantencién del equilibrio de este tejido®*. En una pulpa dental
sana encontramos tipos celulares como Macréfagos, células dendriticas y algunos
Linfocitos T4, La cantidad de células dendriticas y macréfagos corresponde
aproximadamente a un 8% del total de células de pulpa dental.

Macrofagos: células provenientes de monocitos, abandonan la circulacion
sanguinea para entrar en los diversos tejidos y de esta forma diferenciarse en
subtipos de macréfagos segun diversas necesidades. Dentro de los subtipos de
macrofagos existen tipos que tienen por funcién la endocitosis y la fagocitosis; otro
tipo participa en el procesamiento de antigenos y presentacion de estos, a los
Linfocitos T de memoria®®.

Células dendriticas: células que presentan procesos o0 prolongaciones
citoplasmaticas dendriticas y la presencia de complejos de histocompatibilidad clase
[I (MHC 11) en su superficie celular. En pulpa dental se encuentran distribuidas en la
periferia del sector coronal de la pulpa, adyacente a la predentina.

Su rol principal corresponde a la fagocitosis de proteinas para luego presentarlas, de
esta forma juegan un rol primordial en la induccion de la inmunidad dependiente de
Linfocitos T 55,
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Linfocitos T: Son las células con menor presencia en pulpa dental sana. Tienen la
funcién de responder en forma especifica contra microorganismos e injurias y
permiten la activacion de otras células defensivas como Linfocitos B, Macréfagos y
otros Linfocitos T*°.

2.3 Reabsorcion radicular fisioldgica

2.3.1 Teorias de reabsorcion

La reabsorcion de la raiz de dientes temporales es un proceso clave para la
erupcion de dientes definitivos. El proceso por el cual este ocurre no se encuentra
bien definido, pero existen distintas teorias que podrian explicarlo.

Teoria del Foliculo dental

Se cree que el foliculo dental del diente permanente esta estrechamente relacionado
con el inicio de la reabsorcion fisiolégica de la raiz del diente temporal y se infiere
que la presién ejercida por este, iniciaria la diferenciacion y activacion de
odontoclastos.

Antes del inicio de esta reabsorcion de raiz, células mononucleares que se
encuentran en la region apical del foliculo dental del diente permanente migran a la
superficie de la raiz del diente temporal cercano, donde se fusionan para formar
odontoclastos y osteoclastos multinucleados activos que reabsorben la raiz y
proporcionan una via de erupcién . Se demostré que las células del foliculo dental
secretan diversas moléculas que inducen la erupcion dental, como el factor
epidérmico de crecimiento (EGF), factor estimulante de colonias de Monocitos (CSF-
1) y factor de crecimiento transformante beta (TGF-b). Se sugiri6 que estas
moléculas atraen monocitos al foliculo dental, dirigiendo asi a las células
mononucleares de las superficies 6seas como precursores de los osteoclastos
necesarios para el proceso de erupcion®®.

Teoria de RANK/ RANK-L

La osteoclastogénesis y su diferenciacién celular es regulada por el sistema RANK/
RANK-L / OPG. Donde RANK (El receptor activador de factor nuclear kB)
corresponde al receptor ubicado en la membrana del Osteoclasto. RANK-L
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corresponde al ligando que se une a este receptor, ubicado en la membrana de
osteoblastos y otras células. Osteoprotegerina (OPG) corresponde al factor inhibidor
de la osteoclastogénesis. La unidon de RANK-L con su receptor promueve la
diferenciacion de los pre-osteoclastos en Osteoclastos maduros, facilitando la
resorcion de hueso. OPG se une a RANK-L evitando esta diferenciacion y de esta
forma inhibiendo la osteoclastogénesis.

En el diente ocurre algo similar con los Odontoblastos, encargados de la reabsorcion
de la raiz de este. RANK es expresado por Odontoclastos; RANK-L por
Odontoblastos, pulpa, ligamento periodontal, Fibroblastos y Cementoblastos; OPG
por Odontoblastos, Ameloblastos y células de la pulpa dental.

Durante la formacion del diente definitivo, células del reticulo estrellado liberan
Paratohormona (PTH), molécula reguladora de la erupcion dental. Esta hormona
aumenta la expresion de RANK-L y disminuye la de OPG. Los cementoblastos
suelen expresar mayor cantidad de OPG, es por esto que el cemento protege al
diente de la reabsorcién. Pero en presencia de la PTH, esta expresién disminuye y
aumenta la de RANK-L11 49,

2.3.2 Relacién entre reabsorcion fisiolégica y células de la pulpa

Durante el proceso reabsortivo la pulpa conserva su estructura normal. Sin
embargo, una vez que este proceso llega a sus etapas finales, los Odontoblastos
comienzan a degenerarse, células inflamatorias comienzan a infiltrarse en los tejidos,
junto con Odontoclastos. La actividad de estos ultimos, comienza en la zona cervical
de la corona, para luego alcanzar la zona de la cAmara pulpar®®.

A nivel de sistema nervioso, después de una lesién de la fibra nerviosa, los axones
distales a la lesion experimentan una secuencia degenerativa temporal,
caracterizada por la degradacion inicial del citoesqueleto axonal y la activacién de las
células de Schwann, las cuales se desdiferencian, eliminando la mielina y
estimulando el reclutamiento de Macréfagos y Linfocitos?.

La pulpa dental mantiene su capacidad de defensa y cicatrizacién durante el proceso
reabsortivo, gracias a la organizacion y funcién de células inmunocompetentes. Estas
células aumentan en cantidad a medida que avanza el proceso. Se puede encontrar
Linfocitos B, T, CD3+, CD4+, Natural killers en las diferentes etapas de
reabsorcién* 57,
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En etapas tempranas de reabsorcion existe un aumento de macrofagos, linfocitos T y
células dendriticas. Durante etapas finales, las células inmunocompetentes se
localizan junto a Odontoclastos y sus precursores, cubriendo la dentina expuesta
atacada por estos, indicando de esta forma, que las células inflamatorias podrian
tener un papel inductor en la diferenciacion clastica.

Ademas del proceso reabsortivo, puede existir un aumento en el nimero de células
inmunocompetentes e inflamatorias producto de la atricion presente en los dientes

temporales.
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Objetivos

General

Caracterizar componentes vasculares durante el proceso de Reabsorcién Radicular
Fisiologico en dientes temporales humanos en funcion de tres etapas establecidas
(inicial, media, avanzada).

Especificos

e Determinar los cambios de los componentes vasculares durante la progresion
de la Reabsorcion Radicular Fisioldgica en sus tres etapas.

e Comparar cambios de los componentes vasculares en dos zonas
seleccionadas para cada diente segun su estado (Zona de reabsorcion y zona
coronaria)

e Establecer una relacién entre los cambios vasculares e inervacion pulpar
durante las etapas de Reabsorcion Radicular Fisiologica.

Hipotesis

Existen cambios vasculares asociados a la progresion del proceso de reabsorcidon
radicular fisiolégica de dientes temporales humanos en sus tres etapas (inicial, medio
y final).
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Materiales vy Métodos

5.1 Tipo de Estudio

Estudio descriptivo observacional de los cambios vasculares en la pulpa dental de
caninos temporales durante el proceso de reabsorcion radicular fisiologica.

5.2 Universo

Caninos temporales con indicacion de exodoncia, en pacientes atendidos en la
clinica de Odontologia Integral Infantil de pregrado, en la Facultad de Odontologia de
la Universidad de Valparaiso, donados mediante consentimiento informado escrito y
asentimiento verbal del paciente, entre los meses de Agosto de 2017 y Enero de

2018.

5.3 Criterios de Inclusiéon y Exclusidn de Pacientes

Inclusion:

Pacientes sistémicamente sanos

Pacientes con denticion temporal o mixta y cronologia normal

Pacientes con dientes temporales con indicacion de exodoncia por ortodoncia
Pacientes con dientes temporales sanos, con su corona intacta y sin evidencia
de lesiones superficiales

Pacientes cuyos apoderados firmen el consentimiento informado y que deseen
participar

Exclusion:

Dientes con necrosis pulpar, pulpitis irreversible y restos radiculares.

Pacientes con dientes temporales que hayan presentado trauma dentoalveolar
o avulsionados

Pacientes con dientes afectados por lesiébn tanto caries activas como
detenidas

Caninos anquilosados, con cronologia de recambio alterada
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5.4 Criterios de Inclusién y Exclusiéon de las Muestras:

Inclusion

e Reabsorcion radicular fisioloégica restringida fundamentalmente desde
apical
e Dientes con al menos 1 mm de remanente radicular

Exclusion:

e Reabsorcidén radicular fisiolégica oblicua u horizontal

e Muestras que posterior al procesamiento y chequeo presenten una fijacion
deficiente.

e Dientes que evidencien pérdida del tejido pulpar

5.5 Muestras

Aprobacion del estudio y Consentimiento informado:

El presente proyecto ha sido aprobado de acuerdo a los protocolos del Comité
Institucional de Bioética de la Investigacion en Seres Humanos de la Universidad de
Valparaiso. Las muestras procesadas en este trabajo han sido donadas en forma
voluntaria mediante asentimiento verbal del paciente y consentimiento informado
escrito firmado por el adulto responsable del paciente.

Tamafio Muestral: 21 muestras cumplieron los criterios de inclusion

Forma de Seleccién:

Muestreo no probabilistico. Los dientes fueron recolectados en las dependencias de
la Clinica de Odontologia Integral Infantil de pregrado, en la Facultad de Odontologia
de la Universidad de Valparaiso. Las muestras se obtuvieron de acuerdo con los
criterios de inclusion y exclusion. Los dientes fueron recolectados a medida que se
fueron extrayendo durante los meses de Agosto de 2017 y Enero de 2018, hasta
llegar a un numero de 21 dientes seleccionados para realizar el estudio. Los dientes
fueron donados como se sefialé anteriormente mediante el asentimiento verbal del
nifio y consentimiento firmado por el adulto responsable del paciente.

Unidad de estudio: Cambios en la estructura vascular de la pulpa dental de dientes
temporales.
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5.6 Definicién de las variables a estudiar

Tipo de diente: Dientes temporales, variable cualitativa, escala nominal. Dientes que
erupcionan entre los 8 a 30 meses de edad aproximadamente, que tras sufrir el
proceso de exfoliacion fisioldgica son sustituidos por los dientes definitivos.

Grado de Reabsorcion Radicular: Variable cualitativa, escala ordinal. Identificacion
de la etapa de reabsorcion radicular fisioldgica en los dientes temporales, establecida
en base a tres grados (inicial, medio y avanzada) (Fig.4).

@

Aranzada

y

nicial

Fig. 4. Esquematizacion de las tres etapas de reabsorcion que se tomaran en cuenta para la
clasificacion de las muestras. Basada en los estados descritos por Moorrees en 196358,

Marcadores Vasculares: Variable cualitativa. Se identificardan mediante los
anticuerpos CD31, CD34, vWF, CD105 (Tabla II).

Marcadores de componentes nerviosos: Variable cualitativa, identificable debido a
la inmuno-reactividad de las Células de Schwann (CS) frente al marcador S100
(Tabla Il).
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5.7 Proceso de Recolecciobn y Procesamiento de la
Informacion

Los pacientes con indicacion de exodoncia que decidieron participar en el
estudio, fueron atendidos en los box de la clinica A y clinica B de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Valparaiso, por parte de los alumnos de la Escuela
de Pregrado en su asignatura clinica de Odontologia Integral Infantil I y II.

Luego de indicarse la extraccion dentaria, y la aplicacion de los criterios de
inclusién/exclusion se le explic6 al apoderado del paciente en qué consistia la
participacion de su hijo(a) o pupilo(a) en este estudio por medio de una hoja
informativa, en la cual se especificé el objetivo, caracteristicas e implicancias de la
investigacién. Se procede a resolver todas las dudas del apoderado si es que se
presentan, y se le entrega un Consentimiento Informado, el cual debi6 ser firmado
para llevar a cabo el procedimiento.

Ya recepcionado el paciente, en conjunto con su alumno tratante, se le explicé de
forma personalizada y con un lenguaje adecuado a su edad la manera de participar
en la investigacion. En caso de dar su asentimiento verbal, se le entreg6 un premio al
paciente y se procedid a identificar la pieza a extraer para comenzar el
procedimiento.

El (la) alumno(a) tratante procedio a la aplicacion de EMLA® como anestésico topico
en el lugar de la puncion y luego a anestesiar el diente a extraer con solucion
anestésica de Lidocaina al 2% utilizando la técnica apropiada para cada caso
(Técnica de Spix para dientes del maxilar inferior y técnica infiltrativa para dientes del
maxilar superior); se obtuvo la muestra mediante exodoncia del diente utilizando el
instrumental correspondiente al caso. El investigador presente en el procedimiento
separ6 el diente para su examinacion en busca de exposicién pulpar. Sélo en los
casos en que no se observaba exposicion se procedid a realizar un corte transversal
con una piedra de diamante de alta velocidad a nivel medio de la corona.

Luego se depositd con la pinza en un tubo cénico que contiene 20ml de
paraformaldehido al 4% mas acido picrico al 0.5% para su fijacion durante 6 hrs., los
tubos fueron identificados mediante un coédigo alfanumérico (e.g., Al, A2,...).

Una vez cumplido el tiempo de fijacion, las muestras fueron desmineralizadas en
solucion de EDTA al 4,13%, la cual se cambid una vez por semana, repitiendo este
proceso durante 3 meses, para luego iniciar con los procesos necesarios para
ensayos de corte, inmunohistoquimica y microscopia confocal.
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5.8 Cortes, Inmunohistoguimica y Microscopia Confocal

Las muestras ya desmineralizadas fueron lavadas con solucion buffer fosfato-salina
(PBS) y crioprotegidas en solucion de PBS con sacarosa al 15% por 2 horas, para
luego repetir esta etapa en igual solucion al 30% durante 24 horas. Las muestras
embebidas en solucion criopreservante se montaron en un medio de congelacion
para tejidos (Tissue-Tek OCT Compound, Sakura Finetek, Torrance, CA, USA) y
congeladas a -25°C. Se realizaron cortes de 25 um en un criostato (Leica CM-1900)
operado a -25°C y luego fueron montadas en portaobjetos previamente cargados
positivamente con poli-lisina; estas secciones fueron rehidratadas en PBS e
incubadas por 1 hora en una solucion de bloqueo compuesta por 1 % de albamina de
suero bovino (BSA), 1 % suero de caballo, y 0,3% Triton X-100.

Luego se agregaron los anticuerpos primarios, que fueron diluidos en solucion de
bloqueo y se dejaron actuar durante 12 horas a una temperatura de 4°C. Las
muestras pasaron por 3 lavados de PBS de 10 minutos cada una. Después se
agregan los anticuerpos secundarios también diluidos en una solucion de bloqueo
(1:500) y se dejan actuar 1 hora a temperatura ambiente; se vuelve a lavar con PBS
para retirar los excesos.

Posteriormente se procede a marcar los nucleos con DAPI (0.25ug/ml) durante 10
minutos, finalmente las muestras se lavan y se cubren con medio de montaje (Dako
Industries, Carpenteria, CA, USA). Para su mantencion las muestras se guardaron en
cajas plasticas a 4°C.

Las muestras procesadas fueron observadas y analizadas con un microscopio
confocal Nikon C1 Plus. El equipo emplea tres laser de distintas longitudes de onda
de emision (405, 488 y 555nm). Los fluorocromos asociados a los anticuerpos
secundarios fueron Alexa Fluor 488 goat anti-mouse (en verde), Alexa Fluor 555 goat
anti-rabbit (en rojo) y DAPI (405nm). Los registros digitales fueron procesados
mediante los programas: Ez-C1 3,90 (Nikon Corporation) e Image J (NIH, Bethesda,
MD, USA) para proyecciones de maxima intensidad. Para ajustes de brillo y
contraste se utilizé el programa Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems, Mountain
View, CA, USA).

Para un analisis estandarizado se decidio utilizar dos zonas base de 400 x 400 um, la
zona 1 corresponde a pulpa coronal, ubicada en el sector de la porcion
subodontoblastica superior al limite amelo-cementario; mientras que la zona 2
corresponde a un area de igual tamafio en la parte mas apical del diente, relacionada
con la zona de reabsorcion radicular propiamente tal.
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Anticuerpo
primario

Gen

Host

Fabricante

Dilucién

Marcacion

CDh 31

PECAM1

Ms/m

DAKO M0823

1:100

Células
endoteliales

CD 34

CD 34

Ms/m

B5SB — 5228

1:100

Células
endoteliales/
células precursoras
hematopoyéticas

CD105

ENG

Ms/m

DAKO
M352701

1:100
(10pl en
1ml)

Dominio
extracelular de
Endoglina,. Células
endoteliales.

VWF

Rb

DAKO A0082

1:100

Células
endoteliales /
granulomas de
Weibel-Palade

S100

S100B

Ms/m

DAKO

1:200

Células gliales,
Células de
Schwann,
Melanocitos,
Condrocitos,
Adipocitos

Tabla 1l. Anticuerpos utilizados en el estudio. */m: monoclonal. *Anticuerpos secundarios: los
anticuerpos secundarios utilizados corresponden a anti-mouse y anti-rabbit, producidos en cabra
(goat) de Invitrogen (Alexa Fluor 488 y Alexa Fluor 555), y empleados en dilucién 1:500.

5.9 Determinacion de Etapas de RRF

En el presente estudio se definieron tres etapas de reabsorcion radicular (Inicial,
Media, Avanzada). Para cada una de las muestras, se midieron los remanentes
radiculares de estas. De las mediciones del remanente radicular se obtuvo un
maximo de 13,25 mm y un minimo de 1,5 mm. Con estos valores se aplico la
siguiente formula (13,25 — 1,5)/3; dando un resultado aproximado de 4 mm de

variacion para cada estado.
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Por lo tanto, la Etapa Inicial se encuentra compuesto por muestras de 13,25 mm a
9,25 mm; Etapa Media por muestras de 9,24 mm a 5,24 mm; y Etapa Avanzada por
muestras con remanentes radiculares inferiores a 5,24 mm. (Fig. 5).
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Fig. 5. Grafico de remanentes radiculares de las muestras utilizadas en el estudio (Esquema de
etapas de RRF modificado de Suzuki et al., 2015)3.
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Resultados

La caracterizacion de componentes vasculares evidencia importantes cambios
durante la progresion del proceso de RRF al comparar las tres etapas (Fig. 6).

Figura 6: Microscopia confocal mediante inmunomarcaje para células endoteliales
(CD34, rojo) y células de Schwann (S100, verde). En primer lugar se muestra la zona
de analisis sobre el limite amelo-cementario utilizada para el analisis de este estudio.
En el estado de reabsorcion mas temprano se observa una red vascular presente
desde la zona subodontoblastica hacia el interior de la pulpa, mientras que las
células de Schwann (CS) se disponen en fasciculos de manera compacta y
organizada (A). La desintegracion fascicular de las CS comienza de forma tardia en
la etapa inicial de reabsorcion (B) acompafiada de una mayor presencia de vasos a
su alrededor. La degradacion de los fasciculos y la disgregacion de los componentes
nerviosos conllevan un aumento del calibre vascular en la etapa media de la RRF
(C). En etapa avanzada (D) las CS recuperan parcialmente su organizacion en fibras
y hay un aumento notorio en el nUmero de vasos sanguineos en torno a esta nueva
disposicion. Barras de escala: A-D 50 ym.
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Los cambios vasculares se observan significativamente incrementados en la zona
proxima a la reabsorcion (Fig. 7).

Iniciai (I)’ Media (I ‘ | Avanzada (1)

S100

L

Figura 7: Caracterizacion del avance de RRF en la zona de reabsorcion y
diferenciacion de componentes celulares de la pulpa dental: componente vascular
(CD34, rojo), células de Schwann (S100, verde) y marcador de nucleos (DAPI, azul).
Se observa el proceso de degeneracion fascicular del componente nervioso a
medida que avanza el proceso reabsortivo, pasando de una disposicion lineal y
ordenada (A, G) a una fragmentada (). La diferenciacion de marcajes muestra el
aumento del calibre vascular en etapa media (E), y principalmente el cambio del
patrén vascular en torno a las zonas de degeneracion axonal (F). La tincién nuclear
muestra una mayor concentracién de células en etapa media y su agrupacion en
torno a la zona de degeneracion en etapa avanzada, lo que podria deberse a células
inmunocompetentes (L). Barras de escala: 50 pum.
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La actividad angiogénica caracterizada mediante el marcador CD105, muestra un
importante incremento durante la progresion de las etapas de RRF (Fig. 8, 9). En las
imagenes se observan los cambios en la estructura vascular de la pulpa en conjunto
con proliferacion de nuevas células endoteliales, principalmente en pulpa radicular.
Este cambio en el patron del componente vascular no se expresa de mayor manera
en la porcién coronal de la pulpa.

Media (Il)

Figura 8: Reconstruccion fotografica de pulpa completa de diente en etapa inicial y
diente en etapa media. Inmunomarcaje para células endoteliales (VWF, rojo) y
endoglina (CD105, verde), que aumenta su expresion en zonas de angiogénesis.
Barras de escala: 50 pum.
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Inicial (1) ‘ Media (ll) Avanzqda ({1)}

J L

Figura 9: Caracterizacion del avance de RRF en pulpa coronal sobre el limite amelo-
cementario. Doble marcaje para células endoteliales (VWF,rojo; CD105, verde) e
inmunomarcaje para nacleos (DAPI, azul). En la etapa media de RRF se muestra el
mayor aumento del diametro vascular (E), acompafado de proliferacion de células
endoteliales, el cual también se presenta en etapa avanzada (H, I). En relacién al
marcador nuclear no se observan diferencias notorias en el nimero de células de
acuerdo a la progresién del proceso reabsortivo. Barras de escala: 50 pum.
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Mediante analisis comparativo de imagenes con doble marcaje para células
endoteliales (CD31) y células de Schwann, se observan cambios relevantes para
ambos componentes pulpares durante el proceso de RRF (Fig. 10, 11).

_ Inicial (1) Media (Il) ' Avanzada (I‘II)

i

Figura 10: Reconstrucciones fotograficas de pulpa dental con marcadores
representativos de componente vascular (CD31, verde) y células de Schwann (S100,
rojo) durante la progresion de la RRF en sus etapas inicial, media y avanzada. Etapa
inicial muestra distribucion y tamafio normal del componente vascular y nervioso (A).
La vasodilatacién y neoformacion vascular caracterizan el paso a la etapa media de
RRF en conjunto con el inicio de la degradacion de los fasciculos de axones
mielinicos (B). En etapa avanzada (C) existe un fuerte foco angiogénico en la zona
de reabsorcion, y la pérdida de la estructura de las CS debido a la degeneracion
axonal es evidente tanto en el centro como en la periferia de la pulpa dental. Barras
de escala 50 um.
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Inicial'(l) " . Media (II) Avanzada (lll)

Figura 11: Caracterizacion de componentes vasculares (CD31, verde) y células de
Schwann (S100, rojo) en pulpa coronal sobre el limite amelo-cementario durante el
proceso de RRF. Las bandas de axones mielinicos se disgregan en la etapa media
(B, flecha), para luego degenerarse perdiendo su estructura. El patron vascular
cambia mediante procesos de vasodilatacion y angiogénesis para agruparse en torno
a las zonas de dafio axonal (H, 1). Un aumento en el nimero celular se evidencia en
la tincion DAPI (nuclear).a medida que se desarrolla la reabsorcion. Barras de escala
50 pm.
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Discusion

El proceso de reabsorcion radicular fisiolégica es un fenbmeno progresivo, en el cual
hay una inflamacion persistente que afecta a las células de la pulpa debido al
estimulo compresivo por parte del diente permanente en desarrollo sobre la region
mas apical de los dientes temporales®. Esta compresion causa una respuesta
conjunta por parte del complejo dentino-pulpar donde nervios y vasculatura
reaccionan como si se tratara de una injuria, primero a través de la degeneracién
axonal que lleva a la fragmentacion de la mielina, como muestran los resultados con
el marcador S100, para que luego comience un proceso regenerativo a cargo de las
células de Schwann, las cuales se des-diferencian y estimulan a su vez la
angiogénesis mediante factores moleculares, siendo el principal el Vascular
endotelial growth factor (VEGF), lo cual se ve reflejado en los resultados con el
marcador CD105. Las células de Schwann exhiben una alta plasticidad al
desdiferenciarse®, ya que para responder de forma adaptativa a la injuria se
transforman en células con fenotipo reparativo que apoyan la reparaciéon de
nervios®?,

En un estudio realizado por Cattin en 2015, quien, a diferencia del presente estudio,
realizd cortes transversales en nervios de ratas, concluyé que una injuria a estos
desecandena el proceso angiogénico producto de la generacién de un ambiente
hipoxico detectado por macréfagos®:. Estos macrofagos serian los principales
agentes liberadores de VEGF, el cual a su vez permitiria el reclutamiento de células
endoteliales para la formacion angiogénica. Aqui los nuevos vasos sirven como vias
de transporte para las células encargadas de los procesos regenerativos nerviosos.
Un proceso similar ocurre en RRF, en donde se observa una gran actividad
angiogénica acompafiado con un reordenamiento de los vasos sanguineos en
relacion a las SC. Esto se encuentra fuertemente concentrado en la zona de
reabsorcion radicular hacia apical del diente.

La recuperacion de fibras nerviosas esta regulada ademas a través del aumento del
factor neurotrofico (Nerve Growth Factor, NGF), el cual a su vez se encuentra
regulado por las células del endotelio vascular, por lo tanto el aumento de la
vasculatura incrementa las posibilidades de regeneracion nerviosa. Lo anterior fue
descrito por Peleshok y Ribeiro-da-Silva, quienes midieron la respuesta nerviosa ante
un estimulo compresivo, situacion semejante a la RRF®,

Los cambios vasculares sin embargo, ocurren en todos los sectores de la pulpa en
mayor o menor grado, asociados al proceso degenerativo nervioso presente mejorar.
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Conclusiones

Considerando los resultados obtenidos en este estudio, el cual tiene como propdsito
caracterizar los componentes vasculares durante la progresion del proceso de
Reabsorcion Radicular Fisiolégico, se puede concluir que:

Con respecto a las caracteristicas de los componentes de la vasculatura, podemos
decir que el proceso de RRF conlleva cambios vasculares, los cuales son asociados
al proceso de compresion neurovascular que ocurre en el dominio de reabsorcion
(hipoxia). Sus principales manifestaciones son una marcada vasodilataciéon en
conjunto con un aumento en la proliferacion de células endoteliales y nuevos vasos
principalmente en la etapa media de la RRF.

En las etapas media y avanzada la angiogénesis se evidencia en la pulpa radicular,
de mayor manera en la zona de reabsorcion propiamente tal. Sin embargo, en la
pulpa coronal se observa en menor grado. Este cambio en el patron vascular es
observable en los distintos marcajes pero no necesariamente se deja ver de la
misma manera en todas las muestras.

Los cambios vasculares ocurren asociados al proceso de degeneracion tipo
Walleriana que sufren los componentes nerviosos, los procesos angiogénicos
otorgan un soporte a los axones aislados donde los nuevos vasos actian como vias
para la transmisién de factores troficos contribuyentes a la regeneracion de los
fasciculos de axones mielinicos.

El conocimiento de la biologia pulpar durante el proceso fisiolégico, presente en
todos los pacientes pediatricos, tiene un valor fundamental para la toma de
decisiones terapéuticas en terapias de dientes temporales. La pulpa de estos dientes
mantiene su capacidad sensorial, reparativa y defensiva durante la progresion de la
reabsorcion hasta etapas avanzadas, lo que podria ayudar al clinico a seguir un plan
de tratamiento adecuado para conservar el diente segun su etapa de desarrollo.
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sSugerencias

Como sugerencias para futuras investigaciones se aconseja aumentar el tamafo
muestral de manera que los resultados sean extrapolables a cualquier otro tipo de
estudio. Otro factor importante a considerar es el estudio de otro componente
vascular como lo son los vasos linfaticos, esto a través del uso de otros marcadores
como marcador de Podoplanina (PDPN).

Finalmente, extender la recoleccion de muestras hacia dientes que cursen procesos
patolégicos como Caries o Reabsorciones radiculares patolégicas, seria beneficioso
para gue a través de la comparacion de resultados entre fendmenos fisioldgicos y no
fisiolégicos, se logre contribuir a la comprension de la biologia pulpar y la respuesta
de todos sus componentes celulares frente a distintos estimulos aplicables a la
practica clinica habitual.
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Resumen

Introduccion: Los dientes temporales sufren un proceso de reabsorcion radicular
fisiolégica. Los mecanismos y factores involucrados en la RRF de la denticion
temporal ain no estan del todo comprendidos. Existen cambios histolégicos a nivel
pulpar, en donde la vasculatura no se encuentra del todo comprendida.

Objetivo: Caracterizar componentes vasculares durante el proceso de RRF en
dientes temporales humanos en funcion de tres etapas establecidas.

Materiales y Métodos: Caninos temporales con indicacion de exodoncia, fueron
fijados por 6 horas y desmineralizados en EDTA por 3 meses. Las muestras fueron
lavadas con solucién buffer y crioprotegidas. Estas se montaron en un medio de
congelacion para tejidos y congeladas a -25°C. Se realizaron cortes de 25 pum en un
operado a -25°C y luego fueron montadas en portaobjetos; éstas secciones fueron
rehidratadas en PBS e incubadas en una solucion de bloqueo. Luego se agregaron
los anticuerpos primarios, se dejaron actuar durante 12 horas a una temperatura de
4°C. Después se agregan los anticuerpos secundarios y se dejan actuar 1 hora a
temperatura ambiente; se vuelve a lavar con PBS para retirar los excesos. Las
muestras procesadas fueron observadas y analizadas con un microscopio confocal.
Resultados: En el estado de reabsorcion mas temprano se observa una red vascular
presente, mientras que las células de Schwann se disponen de manera compacta y
organizada. La desintegracion fascicular de estas comienza de forma tardia en la
etapa inicial, acompafiada de una mayor presencia de vasos a su alrededor. La
degradacion de los fasciculos de nervios conlleva un aumento del calibre vascular en
la etapa media. En etapa avanzada las CS recuperan parcialmente su organizacion
en fibras y hay un aumento en el nimero de vasos sanguineos en torno.

Discusiéon: Durante proceso de reabsorcion radicular fisioloégica existe una
inflamacion persistente que afecta a las células de la pulpa debido al estimulo
compresivo por parte del diente permanente en desarrollo. Esta compresion causa
una respuesta conjunta por parte del complejo dentino-pulpar donde nervios y
vasculatura reaccionan como si se tratara de una injuria, primero a través de la
degeneracion axonal que lleva a la fragmentacién de la mielina, para que luego
comience un proceso regenerativo a cargo de las células de Schwann, las cuales se
des-diferencian y estimulan a su vez la angiogénesis.
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Anexos

- Universidad
deValparaiso
GHILE .
COMSENTIMIENTO INFORMADO DE DONACION DE DIENTE

Donacion al Banco de Muestras del LabME
{BM-LabME)

El Laboratoric de Microscopia Electronica (LabME), Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso,
realiza estudios en dientes sanos y dafiados, con el proposito de alcanzar una mejor comprension de la
biclogia dental normal y patologica. Los estudios estan orientados a entender funciones celulares
nomales y capacidades de respuesta celular en condiciones de lesiones de caries.

Para estos propositos el LabME mantiene un Banco de Muestras (EM-LabME) de dientes extraidos por
indicaciones clinicas y aportades voluntariamente. Todas las muesiras recepcicnadas requieren del
Consentimiento Informado escrito u oral del donante.

Las muestras recibidas en el BM-LabME son procesadas en forma andnima, conservando registros de: N©
de Muestra, Fecha, Edad y Sexo del Donante. Ademas de senalar indicaciones de caracter climico
relevante, como sintomatologia y diagnostico consignados por el profesional responsable tratante. Toda la
informacion es confidencial. Las muestras se conservan fijadas y forman parte de estudio de biclogia
dental.

Investigador Responsable del BM-LabME

Eduardo Couve Montané (Cirujano-Dentista)

Profesor Titular

Laboratorio de Microscopia Electronica [LabME}

Proyecto Fondecyt N° 1141281

Instituto de Biologia

Facultad de Ciencias

Universidad de Valparaiso

32-250-8077

Gran Bretana 1111, Playa Ancha, Valparaiso
(del Paciente)

CONSENTIMIENTO INFORMADO DE DONACION DE DIENTE

Manifiesto haber sido informado y comprendo que el (los) diente (s) que he aceptado donar al banco de
muestras LabME de la Universidad de Valparaiso, sera(n) utilizado(s) en estudios gque ayudaran a
comprender mejor como funcicnan las células de dientes sanos y dafados. Acepto que se registre mi
edad y sexo, entendiendo que son datos confidenciales e importantes para la investigacion:

Fecha: N* Muestra
Diente
Edad

Infermiacian Clinica Relevante

Mombre del Donante
RUT

Frmia Responsable (ae! BM-LabidE]

Anexo 1. Consentimiento informado de donacién de diente para el Banco de
muestras del Laboratorio de Microscopia Electronica de la Universidad de Valparaiso
(BM-LabME), el cual fue utilizado para la recoleccién de muestras.

41



