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RE EN

La reabsorcién radicular fisiologica en dientes temporales corresponde a un proceso
progresivo y complejo asociado a la erupcion del diente permanente, proceso fundamental
en el crecimiento y desarrollo del paciente odontopediatrico. Sin embargo, el efecto de la
reabsorcion radicular fisiologica sobre la condicién de la pulpa dental ha sido poco
estudiado. Como hipétesis de trabajo hemos planteado que la reabsorcién radicular
fisiolégica en dientes temporales puede actuar como injuria sobre las fibras nerviosas que
inervan la pulpa dental, promoviendo fenémenos de degeneracion axonal. Para evaluar
esta hipbtesis, en el presente estudio se propuso determinar el estado y cambios en la
inervacion de la pulpa dental y reacciones celulares asociadas para tres etapas definidas
de reabsorcion radicular fisiologica. Dientes temporales en distintas etapas de reabsorcion
radicular fueron fijados en PFA 4%, desmineralizados y seccionados para ensayos
inmunohistoquimicos y analisis mediante microscopia confocal. Se determinaron cambios
progresivos en la inervacién de la pulpa a nivel coronario, evidenciando una marcada
desorganizacién y fragmentacion de neurofilamentos a nivel axonal y degradacién
progresiva de axones mielinizados tanto a nivel del plexo de Raschkow y haces nerviosos
en la pulpa coronaria. En dientes temporales con reabsorcion radicular inicial se evidencia
una activacion temprana de las células de Schwann mielinizantes y no-mielinizantes,
observando la formacion de bandas de Blngner y una progresiva activacion como células
immunocompetentes (HLA-positivas). Ademas, se determiné un incremento progresivo de
células inmunocompetentes en relacion a las etapas mas avanzadas del proceso de
reabsorcidn radicular fisiolégica. De esta manera, se propone que la reabsorcion radicular
fisiolégica en dientes temporales, constituye un proceso que ejerce una injuria progresiva
y mantenida de las fibras nerviosas, promoviendo la degeneracién axonal y una
denervacion en la pulpa dental, evidencias que permiten explicar el declive de la funcién
sensorial en dientes temporales asociados con etapas finales de reabsorcion radicular. El
estudio permite concluir una relaciéon entre las diferentes etapas de la reabsorcion
radicular con un progresivo proceso de degeneracion axonal de tipo Walleriana. Las
implicancias de estos resultados permiten proyectar futuras investigaciones, postulando
que los dientes temporales son un buen modelo para estudiar fenémenos de
degeneracién axonal asociados a procesos fisioldgicos. Dentro de las implicancias
clinicas del estudio, destacar que una mejor comprensién del estado de la pulpar dental
durante este proceso fisiolégico, presente en todos los pacientes odontopediatricos, es
fundamental para pronosticar la probabilidad de éxito de intervenciones clinicas. En este
sentido, se puede determinar que la pulpa dental en dientes temporales mantiene una
inervacién asociada con su capacidad de reparacion y defensa durante la progresioén del
proceso de reabsorcion radicular fisiolégica, incluso hasta dos tercios de la longitud
radicular. Por lo tanto, si el estado de la pulpa dental se diagnostica con precisién, la
eleccion de terapias pulpares conservadoras, con un uso apropiado de anestesia local,
permite conservar el diente temporal, siendo un mantenedor de espacio fisiolégico y
representa de esta manera, el tratamiento adecuado para los pacientes odontopediatricos.



1. INTRODUCCION

La pulpa dental en dientes temporales y permanentes es considerada un tejido conectivo
altamente inervado por haces nerviosos que entran en la pulpa desde el apice para
distribuirse extensamente a nivel de la corona. Las fibras que inervan la pulpa dental se
componen principalmente de aferentes sensoriales del nervio trigémino y ramas simpaticas
del ganglio cervical superior. Cada uno de estos haces contiene axones mielinicos y no-
mielinicos (Torneck, 1994). Estos nervios sensoriales se distribuyen en la unién dentino-
pulpar a nivel coronal (Byers et al., 2003; Rodd y Boissonade, 2001, 2002). En la interfase
dentino-pulpar una densa red sensorial forma el plexo de Raschkow, desde el cual se
proyectan radialmente terminales nerviosos que atraviesan |a capa odontoblastica
alcanzando la predentina (Rapp et al., 1967; Couve et al., 2014). Terminales nerviosos
sensoriales median la nocicepcion, y estan involucrados en la sensacion dolorosa,
sugiriendo que la inervacion es crucial para la proteccion del diente, su defensa inmuno-
inflamatoria y reparacion de la pulpa dental (Byers y Narhi, 1999; Rodd y Boissonade, 2002).

Los procesos involucrados en la reabsorcion radicular fisiolégica en la denticion temporal
aun no estan del todo comprendidos. La reabsorcion y exfoliacion son procesos complejos
que involucran eventos programados y la funcién coordinada de osteoblastos, osteoclastos,
odontoclastos, foliculo dental y células del ligamento dental (Wise et al., 2002). Aunqgue, los
mecanismos precisos que activan la reabsorcion radicular son ain desconocidos. Se ha
propuesto el rol del foliculo dental y las células del reticulo estrellado en la secrecién de
factores de reclutamiento de monocitos para promover la activaciéon de odontoclastos
(Tyrovola et al., 2008).

Por otra parte, los cambios en la inervacién pulpar en dientes temporales y los mecanismos
involucrados no han sido completamente descritos. En el presente estudio se ha planteado
como hipétesis de trabajo, que la reabsorcién radicular fisiol6gica en dientes temporales es
un evento progresivo que puede actuar como injuria sobre las fibras nerviosas que inervan
la pulpa dental, promoviendo degeneracion axonal y la progresiva denervacién de la pulpa
dental. Los resultados del estudio permitiran explicar el progresivo declive de la funcién
sensorial en dientes temporales asociados con las etapas finales de reabsorcién radicular.

Por lo anterior, el propésito del presente estudio es determinar los cambios en la inervacién
que ocurren en la pulpa dental coronal durante el proceso de reabsorcion radicular en
dientes temporales humanos. El estudio se ha enfocado en caracterizar mediante
inmunohistoquimica comparativa y microscopia confocal los cambios de la inervacién
pulpar y reacciones celulares asociadas durante tres etapas definidas de la reabsorcién
radicular,



2. MARCO TEORICO
2.1 Pulpa Dental en Dientes Temporales

2.1.1 Generalidades

Las caracteristicas estructurales de los dientes temporales, especialmente el menor
espesor de su esmalte y su dentina, el grado de mineralizacién, capacidad reparativa de su
pulpa, condicionan en mayor o menor medida, el soporte de las fuerzas de masticacion, su
vulnerabilidad por un lado y su mayor capacidad de respuesta por otro (Gomez de Ferraris
y Campos, 2009).

La pulpa dental se origina a partir de las células ectomesenquimaticas de la papila dental,
células derivadas de la cresta neural durante el desarrollo temprano craneo-facial (Chai et
al., 2000). La pulpa de dientes temporales tiene un alto potencial para la reparacion, lo que
sugiere la presencia de células "pluripotenciales" capaces de diferenciarse en diversos tipos
de células (Lin et al., 1994).

La pulpa dental de los dientes temporales se caracteriza por tener un periodo de vida mas
corto que la pulpa de los dientes permanentes (Esquema 1).
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Esquema 1: Linea de tiempo ciclo vital dientes temporales (caninos). Procesos de
formacién y reabsorcion (Adaptado de: Koch et al., 2011;(Moorrees et al., 1963).

En la pulpa de los dientes temporales, se distinguen zonas topograficas idénticas a las que
se observan en la pulpa de dientes permanentes.

2.1.2 Desarrollo de la inervacién y su funcién

Si bien el dolor es un fenémeno subjetivo, que involucra no sélo respuestas sensoriales
fisiologicas, sino también aspectos emocionales, conceptuales y motivacionales del
comportamiento, la existencia de neuronas periféricas sensoriales nociceptivas conforma
la base para el dolor y de las sensaciones dolorosas, que son provocadas por activacion de
nervios intradentales. La transmision de la informacién sensorial consiste en una cascada
de eventos, por lo que el control del dolor dental debe basarse en una comprensién del
origen de las sefiales de dolor y la compleja modulacion que puede tener lugar a nivel local
y en niveles superiores (Luukko et al., 2011).



De esta manera, neuronas detectan cambios en el ambiente ya sean nocivos o no nocivos
y transmiten la informacion sensorial a través de impulsos eléctricos. Las respuestas
sensoriales de la dentina son transmitidas por fibras nerviosas que inervan el complejo
dentino-pulpar, siendo el diente un érgano sensorial tnico (Chung et al., 2013).

Los haces nerviosos que entran en la pulpa de los dientes se componen principalmente de
aferentes sensoriales del nervio trigémino y ramas simpaticas del ganglio cervical superior.
Cada haz contiene axones mielinicos y no-mielinicos (Torneck, 1994).

Las neuronas aferentes conducen impulsos sensoriales, y las neuronas eferentes
proporcionan modulacién neurogénica de la microcirculacion, reacciones inflamatorias, y
quizas regulen la dentinogénesis. Las fibras nerviosas sensoriales suelen ser clasificadas
de acuerdo con su diametro, velocidad de conduccion, y su funcién. La pulpa contiene dos
grandes tipos de fibras nerviosas sensoriales: mielinicas (fibras A) y no-mielinicas (fibras
C) (Fig.1) (Luukko et al., 2011).

Fig.1: Micrografia Electrénica de una seccion transversal de la pulpa dental mostrando
axones mielinicos y no-mielinicos (Torneck, 1994).

Fibras A mielinicas: de diametro 1 a 6 ym en el caso de las fibras AS y 6 a 12 pm en el caso
de las fibras AB. Son de conduccién rapida, con una velocidad de 12 to 30 m/s y se asocian
a dolor agudo y localizado. Estan localizadas en la porcién coronal de la pulpa, con una
mayor densidad en los cuernos pulpares (Torneck, 1994; Bender, 2000).



Fibras C amielinicas: de diametro 0.4 a 1.2 ym. Son de conduccién lenta, con una velocidad
de 0.5 to 2 m/s y se asocian a dolor sordo y difuso. Estan localizadas en la zona de tejido
pulpar propiamente tal, extendiéndose en la zona rica en células (Torneck, 1994; Bender,
2000).

Dentro de estos tipos hay al menos 6 subtipos de fibras nerviosas sensoriales basadas en
su fisiologia: A-beta, A-delta rapida, A-delta lenta y 3 tipos de fibras C (Tabla 1). (Byers et
al., 2003)

Fisiologia Sensacién ' Neuroquimica Activacién f
Sensorial | i ] |
. A-beta Pre-dolor, Dolor | Calbinden, RT-97, CA, | Vibracién, frio intenso, |
. ' agudo ' PARV, S-100 ' movimiento del fluido |
' 3 | dentinario, ‘
- Serotonina, mostaza,
| | N ’ 3 eléctrica (bajo voltaje)
| A-delta rapida Pre-dolor, Dolor CGRP, p75, CA Frio intenso,
| agudo movimiento del fluido
‘ dentinario, serotonina,
mostaza, eléctrica
B ' N (medio voltaje)
A-delta lenta Dolor CGRP, NGF SP, NKA, i Capsaicina, dafio
1 | p75 pulpar, ATP, frio
' intenso, eléctrica (alto
—— _ N S | voltaje) |
C-fibra (polimodal) Dolor CGRP, SP, NKA, | Dafio pulpar, ATP,
' VR1, VRL, p75 calor intenso, eléctrica
- _ | (alto voltaje)
| C-fibra (silenciosa) | Dolor | CGRP, SP, NKA, | Histamina,
‘ ‘ | VR1, VRL, p75 ' Bradiguinina,
i S Capsaicina
C-fibras Dolor 1B4, GDNF, Gal-R Dafic nocivo del
tejido??, eléctrica (alto
T — | voltaje)
Simpéticas 7 4 = :
C-fibra ‘NPY, NE, DBH  Activacién simpética,
,  mediadores de la |
| | inflamacién

Tabla 1: Caracteristicas de fibras nerviosas en un diente normal (Byers et al., 2003).

Asi el diente esta inervado por un gran nimero de axones mielinicos y no-mielinicos. El
numero de axones que entran en un premolar humano puede alcanzar 2,000 o mas, y cada
axon se puede ramificar para formar multiples puntos de inervacién (Luukko et al., 2011).

La red que comprende a ambos tipos de axones mielinicos y no-mielinicos forman una red
axonal a nivel subodontoblastico denominado como plexo de Raschkow (Avery y Chiego,
20086).

Los caninos temporales humanos totalmente desarrollados tienen significativamente mas
axones mielinicos que los caninos permanentes, pero el nimero de axones no-mielinicos
era similar (Tabla 2) (Johnsen y Johns, 1978).



Primary teeth

Number of Number of

myelinated unmyelinated
axons axons
" Mean SD n Mecan SD

Canines 12 439 T 10 2521 722
Resorbed

canines 3 260 22 ! 1949 652
Extensively

resorbed | 142 -

canine
Tabla 2: Nimero de axones mielinicos y no-mielinicos (Johnsen y Johns, 1978).

Luego, las fibras mielinicas pierden su vaina de mielina y emergen como terminaciones
nerviosas (Byers, 1984, Jain et al., 2013). Las terminaciones nerviosas de los dientes son
terminaciones libres; no hay material capsular alrededor de las terminaciones y en la
mayoria de los casos se extienden mucho mas alla de la célula de Schwann y la lamina
basal (Byers, 1984).

Por otra parte, cabe destacar que el patron de inervacion se establece tempranamente
durante el desarroilo del germen dentario. Asi el crecimiento nervioso sensorial dental y su
patrén es un proceso gradual que esta intimamente ligado a morfogénesis dental. Tanto el
factor de crecimiento nervioso (NGF)* y como la semaforina 3A (Sema3A)* tienen
funciones esenciales durante el desarrollo de la inervacién y son reiteradamente requeridos
en diferentes etapas de este proceso (Esquema 2) (Fried et al., 2000; Luukko y Kettunen,
2014).

* NGF: esencial para el desarrollo de los nervios periféricos, incluyendo el nervio trigémino.
Estas proteinas controlan la supervivencia neuronal, la orientacién de los procesos
nerviosos, la regulacién de la densidad de inervacién, y la modulacién de procesos
metabdlicos neuronales (Fried et al., 2000). La sobre-regulacion de NGF en la periferia de
la pulpa coronaria previo al crecimiento de los axones del nervio trigémino sugiere que
puede atraer las fibras nerviosas a su objetivo final, en este caso la pulpa dental coronal,
posiblemente en combinacién con BDNF que también esta sobre-regulado en la periferia
pulpar (Luukko y Kettunen, 2014).

** Sema3A. tiene un papel esencial en la inervacion pulpar controlando la temporizacién de
la penetracién de la fibra nerviosa en la pulpa, su patrén y la formacion del plexo nervioso
en el complejo dentino-pulpar a través de su funcién quimio-repulsiva. Esto apoya la
hipétesis de que la inervacion de los dientes esta regulada por la actividad coordinada de
moléculas  neuroregulatorias  expresadas localmente ejerciendo  influencias
(negativas/positivas) sobre las fibras nerviosas dentales crecientes (Moe et al., 2012). Su
expresion esta regulada por interacciones epitelio-mesenquima, y por factores como TGF-
B, FGF y Wnt. De esta manera algunas de las moléculas de sefializacion que median las
interacciones tisulares odontogénicas también regulan la inervacién dental, controlando la
expresion de moléculas neuroregulatorias (Luukko y Kettunen, 2014).
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Esquema 2: Localizacion de las fibras del nervio trigémino durante diferentes etapas de la
morfogénesis dental (Luukko y Keftunen, 2014).

El hecho de que el desarrollo de los dientes y la inervacién del nervio trigémino estén
estrechamente integrados sugieren que, ademas de servir para funciones neuronales
clasicas tales como la recepcion sensorial, los nervios dentales tienen funciones mas
amplias en el desarrollo y la funcién del 6rgano dental (Luukko y Kettunen, 2014).

En este sentido, el hallazgo de que la denervacion en dientes de rata resulta en anquilosis
radicular, y en la reduccién de la distribucion de los restos epiteliales de Malassez destaca
importantes funciones de las fibras nerviosas diferentes a las funciones neuronales clasicas
(Fujiyama et al., 2004).

Esto sugiere que los restos epiteliales de Malassez pueden estar implicados en el
mantenimiento del espacio periodontal y que la inervacion sensorial podria estar
indirectamente asociada. Asi la denervacion activa la reabsorcion de la superficie de la raiz,
que posteriormente es reparada por cemento celular, y por otra parte los restos epiteliales
de Malassez pueden regular negativamente la reabsorcion radicular e inducir la formacién
de cemento acelular (Fujiyama et al., 2004).

Con respecto a la inervacion en dientes temporales como se indicé anteriormente tanto
fibras mielinicas como no mielinicas entran por el foramen apical como ramificacién del
nervio alveolar. Estos nervios se extienden como haces que acomparian paralelamente los
vasos sanguineos, recorriendo el diente de manera axial (Bernick, 1952).

Haces de nervios (nerve bundles) en la pulpa radicular: los nervios que vienen desde el
foramen apical, siguen la distribucion de los vasos sanguineos y pasan por la pulpa radicular
de manera axial por el diente. En la zona apical el haz nervioso se arboliza en algunas
ocasiones. En algunos casos se pueden encontrar fibras nerviosas en la periferia de la
pulpa, las que luego de recorrer axialmente la pulpa generan pequefias arbolizaciones en
la zona subodontoblastica. En la zona cervical de la pulpa los haces nerviosos se ramifican
en conjunto con los vasos sanguineos y se dirigen al 4rea periférica. En esta area una parte
de pequefios haces alcanzan la zona rica en células y aparecen en la regién cervical de la
pulpa y constituyen un abundante plexo nervioso subodontoblastico. Las fibras nerviosas
se arbolizan desde el plexo y pasan a través de la zona libre de células, terminando entre
los odontoblastos (ltoh, 1976).



2.1.3 Complejo Dentino-Pulpar

La organizacién periférica de la pulpa dental se corresponde con el Complejo Dentino-
Pulpar (CDP).

Desde el punto de vista embriolégico ambos tejidos dentinario y pulpar tienen su origen en
la papila dentaria y funcionalmente los odontoblastos son los responsables de la formacién
y mantenimiento de la dentina, actividad dentinogénica. Por lo anterior, se le considera
como un tejido biolégico Unico, pero con caracteristicas histolégicas diferentes (Gomez de
Ferraris y Campos, 2009; Couve et al., 2013).

La interrelacién entre los componentes del CDP es de gran importancia durante el
desarrollo fisiolégico para la mantencion y reparacion de los tejidos (Smith, 2000).

Desde el punto de vista topografico podemos observar en el CDP cinco zonas diferentes:
la interfase dentina/predentina, la capa odontoblastica, la zona acelular de Weil, la capa
sub-odontoblastica o zona rica en células y la zona central de la pulpa o tejido pulpar
propiamente tal (Fig.2) (Gomez de Ferraris y Campos, 2009).
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Fig.2: Zonas topogréficas del complejo dentino-pulpar (Luukko et al., 2011).

El CDP es una unidad funcional capaz de desarrollar una actividad dentinogénica, defensiva
y sensorial.

Su actividad dentinogénica funcién principal del odontoblasto, como se mencioné
anteriormente, implica una cadena de diferentes mecanismos tales como la diferenciacion
y las interacciones de células, la sintesis de una matriz organica, y la eventual formacién
de cristales minerales en esta matriz extracelular. En la dentinogénesis podemos encontrar
tres grandes etapas de secrecion de: Dentina Primaria, Dentina Secundaria y Dentina
Terciaria (Linde y Goldberg, 1993).

Dentina Primaria: El diente esta formado mayormente por dentina primaria, que contornea
la cdmara pulpar. La capa exterior de la dentina primaria, dentina del manto, difiere del resto
de la dentina, siendo la capa formada por odontoblastos recién diferenciados, de 150 um
de ancho con una matriz organica que consiste en la sustancia fundamental, la matriz esta
ligeramente menos mineralizada (4%) que el resto de la dentina primaria, la cual es la
dentina circumpulpar (Torneck, 1994).



Dentina Secundaria: Se desarrolla luego de que la formacién radicular se ha completado.
La dentina secundaria representa la continuidad, pero mucho mas lenta, de la deposicién
dentinaria por odontoblastos. La dentina secundaria tiene un patrén incremental y una
estructura tubular menos regular que la dentina primaria, pero se continta con ella. Aunque
se deposita alrededor de la periferia del espacio de la pulpa, no se deposita uniformemente,
especialmente en los dientes molares. Hay una mayor deposicion de dentina secundaria en
el techo y el piso de la camara pulpar, lo que conduce a una reduccién asimétrica en el
tamario y forma de la cdmara y de los cuernos pulpares. Estos cambios en el espacio pulpar,
pueden detectarse facilmente en las radiografias y son importantes en la determinacion de
la forma de preparacion de la cavidad (Torneck, 1994).

Ademas, los odontoblastos son las primeras células que responden defensivamente frente
a los estimulos nocivos provenientes del medio externo, esta respuesta por parte de los
odontoblastos es la secrecién de dentina terciaria que se forma adyacente a los tubulos
dentinarios. Se han propuesto dos tipos de dentina terciaria (Smith et al., 1995):

« Dentina Reaccional: matriz de dentina terciaria secretada por células
odontoblasticas sobrevivientes, en respuesta a un estimulo de leve a moderado.

e Dentina Reparativa: Matriz de dentina terciaria secretada por una nueva generacién
de células odontoblasticas en respuesta a un estimulo severo. Esto ocurre después
de la muerte de los odontoblastos post-mitéticos originales, que son los
responsables de la secrecion fisiolégica de dentina primaria y secundaria.

Cabe destacar, que los odontoblastos estan acoplados a través de uniones intercelulares,
uniones gap, formando una empalizada y juegan asi un rol en los mecanismos defensivos
y la estimulacién de respuestas inflamatorias ante la invasién patégena a través de los
tubulos dentinarios, creando una barrera pre-dentina-odontoblasto que constituye la
primera linea de defensa contra patégenos (Couve et al., 2013).

Con respecto a su actividad sensorial, podemos decir que el CDP es altamente sensitivo a
los cambios de temperatura, eléctricos, quimicos y de presion. Hay teorias que intentan
explicar este fenémeno (Chung et al., 2013):

1) Teoria de inervacién directa: se basa en que los nervios llegan a la unién
amelodentinaria.

2) Teoria hidrodinamica: se basa en la premisa de que cuando la dentina es
estimulada, los fluidos y el proceso odontoblastico se mueven dentro de los tubulos,
haciendo contacto con los terminales nerviosos.

3) Teoria de transduccién: se basa en que el proceso odontoblastico es el receptor de
los estimulos conduciendo el dolor a los terminales nerviosos en la periferia pulpar.

4) Teoria del odontoblasto como receptor hidrodinamico (Esquema 3): se investigo la
transduccion de la sefial intercelular entre odontoblastos y neuronas ganglionares
del trigémino (TG), después de la estimulaciéon mecanica directa de odontoblastos.
La estimulacién mecanica de odontoblastos individuales aumenté la concentracién
de calcio intracelular libre, mediante la activacion del receptor mecanosensitivo
transitorio (TRP) posiblemente de los canales TRPV1, TRPV2, TRPV4, y TRPA1,
pero no TRPMS8. En co-cultivos de odontoblastos y TG neuronas, los incrementos
en calcio intracelular no sélo se han observado en odontoblastos mecanicamente



estimulados, sino también en odontoblastos vecinos y TG neuronas. (Shibukawa et
al., 2014)

El ATP liberado por odontoblastos estimulados mecénicamente mediante panexina-
1 en respuesta a la activacién del canal TRP, transmite una sefial a receptores en
las neuronas TG (P2X3). Se sugiere que los odontoblastos son células receptoras
sensoriales que detectan las fuerzas hidrodinamicas dentro de los tabulos
dentinarios via canales TRP y que el ATP liberado por los odontoblastos funciona
como un neurotransmisor en la secuencia de transduccion sensorial para el dolor
dentinario (Esquema 3) (Shibukawa et al., 2014).
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Esquema 3: Esquema de la comunicacion quimica odontoblasto-TG neurona y
odontoblasto-odontoblasto (Shibukawa et al., 2014).

De esta manera, el complejo dentino-pulpar es protector gracias a su respuesta ante estos
estimulos (Avery y Chiego, 2006).

2.1.4 Inervacion del Complejo Dentino-Pulpar

Fibras nerviosas en la pulpa coronal: las fibras se arbolizan en pequefios haces que se
irradian en la periferia inervando todas las superficies del diente. Estas fibras forman una
red nerviosa adyacente a |a zona rica en células de la pulpa. Esta red se conoce como plexo
de Raschkow. En la porcién coronal, excepto en el cuerno pulpar, este plexo va paralelo a
la capa odontoblastica (Fig.3). Por otra parte en el cuerno pulpar las fibras nerviosas se
dividen en abanicos que se sobreponen alternativamente. En la zona media de |la corona
se observan troncos mas pequefios y mas numerosos que los observados en dientes
definitivos (Mohiuddin, 1950; Itoh, 1976; Rodd y Boissonade, 2001; Monteiro et al., 2009).



Fig.3: Camara pulpar en un diente temporal sin reabsorcién. Las fibras amielinicas forman
una red que termina con ramificaciones entre los odontoblastos (Rapp et al., 1967).

Distribucién de fibras nerviosas en la capa odontoblastica y predentina: se ha
observado que la dentina de los dientes temporales esta inervada. En la mayoria de las
muestras se puede observar una continuidad de las fibras nerviosas en la pulpa y en la
dentina (Egan et al., 1999). Asi al observar las fibras nerviosas en la pulpa radicular no se
observan en la capa subodontoblastica u odontoblastica excepto en raras instancias. Cerca
de la porcién coronal de la pulpa el plexo subodontoblastico esta bien desarrollado en la
proximidad de la zona rica en células. Algunas fibras terminan bajo la capa
subodontoblastica o en la capa odontoblastica, otras pasan la zona libre de células y la
capa odontoblastica y terminan en la proximidad del borde pulpo-predentinario o penetran
en la predentina. Se observan algunas fibras delgadas que viajan entre fibroblastos,
penetran la capa odontoblastica y llegan a la predentina éstas Ultimas son las fibras de Von
Korff (Bernick, 1952; Itoh, 1976).

Las fibras nerviosas que entran en la predentina pueden ser clasificadas en 3 tipos debido
a su trayectoria. El primer tipo penetra en los tibulos dentinarios en la predentina y van
directamente hacia el frente de calcificacién. El segundo tipo al llegar a la predentina va
oblicuamente o transversalmente, después de penetrar en el centro de la predentina, las
fibras nerviosas pasan en angulos rectos a los tlibulos de la dentina en paralelo al limite
predentina-dentina, estas fibras recorren una distancia mas corta que en los dientes
permanentes. El tercer tipo entra en los tubulos dentinarios, alcanzan el limite predentina-
dentina forman una curva y vuelven a la capa odontoblastica, donde terminan (ltoh, 1976).

Hay mucha controversia acerca la sensibilidad de la dentina de la denticién temporal.
Algunos dentistas tienen la percepcién de que el diente temporal es menos sensible que el
definitivo. Estudios exactos para determinar la sensibilidad en la denticion primaria han sido
dificiles de realizar debido a la edad y la comprension de los pacientes odontopediatricos.
Aun asi se ha mostrado que la denticion temporal esta inervada, siendo la zona con mayor
inervacion la region cervical del diente. Lo anterior fundamenta completamente el uso de
anestesia local en procedimiento invasivos en dientes temporales con vitalidad pulpar (Egan
et al., 1999).
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2.1.5 Células Gliales y regeneracion de la inervacién

Las células de Schwann son reconocidas como unas de las células mas complejas del
sistema nervioso periférico (SNP), son células que evidencian un alto grado de plasticidad,
siendo capaces de transformarse rapidamente durante el desarrollo y en respuesta a
lesiones de axones periféricos (Kidd et al., 2013).

Se originan a partir de células que migran de la cresta neural y que dan lugar a muchos
tipos celulares, la cascada precisa de sefiales que generan que las células de la cresta
neural entren en el linaje de células de Schwann no ha sido completamente dilucidado (Kidd
et al., 2013).

Durante el desarrollo, las células de Schwann se asocian con haces de axones a medida
que se extienden en la periferia, apoyan el crecimiento axonal durante esta fase, generando
una variedad de factores de crecimiento (Kidd et al., 2013).

Son asl, las principales células gliales del SNP, mielinizando los axones. La vaina de mielina
sirve como aislamiento disminuyendo de ese modo la capacitancia de la membrana del
axén y aumentando la velocidad de conduccion (Ydens et al., 2013).

Con respecto a los estados de diferenciacioén de células de Schwann durante el desarrollo,
en una primera etapa la célula de Schwann migra y rodea el haz de axones, segrega un
axén de mayor diametro y luego se divide. Una célula derivada de esta divisién, mieliniza
el axon segregado, mientras que la otra célula permanece asociada con el haz de axones
en desarrollo. Esta segregacion del axén y division celular contintia hasta que el axén es
mielinizado o es parte del soporte de axones no-mielinizados formando las denominadas
fibras de Remak (Esquema 4) (Kidd et al., 2013).

Esquema 4: Estados de diferenciacion de células de Schwann durante el desarrolfo. A:
migracion célula de Schwann, B: rodea el haz de axones, C: segregacién de un axoén, D-
E: célula asociada al haz de axones no-mielinicos, fibra de Remak, F-G: célula mieliniza el
axon segregado (Kidd et al., 2013).

Dentro de la distribucion de las principales proteinas de mielina podemos encontrar la
proteina basica de la mielina (MBP) que se localiza en la superficie citoplasmatica de la
célula de Schwann, permitiendo la compactacion de la mielina (Kidd et al., 2013).

Cada unidad de células de Schwann no-mielinizantes (fibora de Remak) en una seccién
transversal, incluye una Unica célula de Schwann y por lo general mdltiples axones. Por
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definicion, las células de Schwann no-mielinizantes (fibra de Remak) si bien se caracterizan
por la falta de expresion de mielina, también se caracterizan por expresar moléculas de
adhesion celular y receptores de superficie gue estan disminuidos en células mielinizantes.
Esta relacion entre las células de Schwann no-mielinizantes y axones sugiere funciones
especificas en el mantenimiento axonal (Kidd et al., 2013)

Después de una lesién, las células mielinizantes degradan su mielina y se desdiferencian
en células no-mielinizantes, readquiriendo capacidades propias del desarrollo temprano,
incluyendo la proliferacién, la produccién del factor de crecimiento, la regeneracion de
brotes de axones y la mielinizacion (Mirsky et al., 2008; Kidd et al., 2013).

De esta manera, la caracteristica mas notable de las células de Schwann es que no sélo se
diferencian en una célula altamente especializada productora de mielina, sino que también
pueden revertir el proceso de diferenciacién y volver a una célula no-mielinizante capaz de
remielinizar axones. La desdiferenciacién es rapida y relativamente completa. Luego de la
transeccion axonal, las células de Schwann regulan negativamente la producciéon de
proteinas de mielina incluyendo MBP (Kidd et al., 2013).

Cuando se altera este sistema bien organizado, cualquiera de las funciones del SNP puede
verse afectada. Tras la neurodegeneracion, se desencadena una respuesta inmune. Los
macréfagos reclutados fagocitan activamente desechos y producen mediadores toxicos, lo
que contribuye al dafio del nervio. Las células T también se infiltran en el nervio periférico
y promueven la respuesta inmune local mediante la produccién de citoquinas y
quimioguinas. Cabe destacar en este sentido que células no inmunes, tales como la
microglia en el sistema nervioso central o células de Schwann en el sistema nervioso
periférico, desempefian un papel clave en la respuesta inmune innata y adaptativa. Al igual
que la microglia, las células de Schwann realizan un reconocimiento de sefiales de peligro
enddgenas y exdgenas (Ydens et al., 2013).

Una injuria como la axotomia o aplastamiento de un nervio periférico conduce a la
degeneracion del segmento distal del nervio este proceso se conoce como Degeneracion
Walleriana (WD). Durante WD (Esquema 5) se crea un microambiente que permite un
exitoso rebrote de las fibras nerviosas del segmento proximal del nervio. Las células de
Schwann responden a la degeneracién axonal con desmielinizacion, disminucién en la
regulacién de genes de mielina, desdiferenciacion y proliferacion. Finalmente se alinean en
tubos (bandas Biingner) y expresan moléculas en su superficie que guian la regeneracién
de las fibras (Stoll y Muller, 1999).

Durante este proceso los macréfagos son rapidamente reclutados al segmento distal y
eliminan la gran mayoria de los restos de mielina. Asi la respuesta inflamatoria se inicia por
la desintegracion axonal en el segmento distal del nervio: esto genera una permeabilizacién
de la barrera neurovascular y activa a las células de Schwann cercanas y los macréfagos
residentes a través de receptores sensibles al dafio tisular. Cambios moleculares en el
segmento distal de la fibra nerviosa incluyen la regulacién positiva de las neurotrofinas,
moléculas de adhesion celular neural, citoquinas y otros factores solubles y sus
correspondientes receptores (Stoll y Muller, 1999; Gaudet et al., 2011).
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la lesién en el nervio periférico (Gaudet et al., 2011).
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2.1.6 Células Inmuno-competentes y defensa del CDP

La defensa contra microorganismos tiene lugar primero, a través de la inmunidad innata y
las respuestas posteriores, a través de la inmunidad adaptativa (Abbas et al., 2008).

La inmunidad innata aporta la primera linea de defensa frente microbios, sus principales
componentes son: barreras fisicas y quimicas (por ej. epitelio), células fagociticas
(neutréfilos, macréfagos y linfocitos citoliticos naturales-NK), proteinas sanguineas como
los factores del sistema del complemento y mediadores de la inflamacion, y citoquinas
(Abbas et al., 2008).

Dentro de la inmunidad adaptativa existen dos tipos: inmunidad humoral e inmunidad
celular. La inmunidad humoral cuenta con anticuerpos producidos por linfocitos B, que
reconocen los antigenos, neutralizan su capacidad infecciosa y los marcan como diana para
su eliminacion por mecanismos efectores; es asi el principal mecanismo de defensa contra
microbios extracelulares y sus toxinas. La inmunidad celular cuenta con los linfocitos T, los
microbios intracelulares (como virus y algunas bacterias) sobreviven y proliferan al interior
de fagocitos y otras células. Las defensas contra estas infecciones, corresponde a la
inmunidad celular que fomenta la destruccion de microrganismos residentes para suprimir
reservorios de infeccién. El inicio de las respuestas inmunitarias adaptativas y su desarrollo
requiere de la captacién de antigenos y su exposicion ante linfocitos especificos. Las
células que cumplen esta misién se denominan células presentadoras de antigenos, las
mas especializadas son las células dendriticas, que atrapan los antigenos, los transportan
hacia los érganos linfaticos y los presentan a linfocitos T, desencadenando la respuesta
inmunitaria (Abbas et al., 2008).

La pulpa dental esta rodeada por tejidos duros, que comprehdan una barrera fisica contra
los patégenos y las lesiones iatrogénicas. Una vez que la integridad de esta barrera es
vulnerada, elementos nocivos de origen externo pueden entrar en el tejido pulpar (Jontell
et al., 1998).

De esta manera, la defensa del complejo dentino-pulpar implica una variedad de sistemas
biolégicos, en la que el sistema inmune desempeiia un papel fundamental (Jontell et al.,
1998).

Asi en la pulpa dental ademas de las células asociadas a la inervacién y vascularizacion,
otros tres tipos de células son constituyentes: macréfagos, célula dendritica y linfocitos.
Estas células participan en la inmuno-sobrevivencia de la pulpa. La cantidad de células
dendriticas y macréfagos constituye cerca del 8% de las células en la pulpa dental, con una
relacién de 4:1 respectivamente (Torneck, 1994).

Los macréfagos son monocitos que han dejado en el torrente sanguineo, entrado en los
tejidos, y diferenciado en diversas subpoblaciones. Una subpoblacién importante es
bastante activa en la endocitosis y fagocitosis. El material ingerido es destruido por la accién
de enzimas lisosomicas. Otro subconjunto de macréfagos participa en las reacciones
inmunes en el procesamiento de antigenos y presentacion a linfocitos T de memoria. El
antigeno procesado se une a moléculas de clase Il del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) sobre el macrofago, donde puede interactuar con receptores
especificos presentes en linfocitos T. Cuando se activa por estimulos inflamatorios
apropiados, los macrofagos son capaces de producir una gran variedad de factores
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solubles, incluyendo la interleucina 1, el factor de necrosis tumoral, factores de crecimiento
y otras citoquinas (Luukko et al., 2011).

Las células dendriticas (DCs) se caracterizan por tener procesos citoplasmicos dendriticos
y la presencia de complejos de MHC de clase 1l en su superficie celular. En la pulpa normal,
que se encuentran principalmente en la periferia de la pulpa coronal cerca de la predentina
pero pueden migrar al centro de la pulpa por estimulacién de antigenos. Juegan un papel
central en la induccién de la inmunidad dependiente de linfocitos T. Al igual que los
macréfagos presentadores de antigeno, las células dendriticas fagocitan antigenos de
proteina y luego los presentan (Luukko et al., 2011). Se ha demostrado que estas células
son heterogéneas en términos de fenotipo y funcién, incluyendo células con caracteristicas
comparables con las de DCs en otros tejidos (Jontell et al., 1998).

Se ha reportado el hallazgo de linfocitos T en pulpas normales de dientes humanos. Asi la
presencia de macréfagos, células dendriticas, y linfocitos T indica que la pulpa esta bien
equipada con las células requeridas para el inicio de las respuestas inmunes (Luukko et al.,
2011).
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2.2 Reabsorcion radicular fisiolégica en denticién temporal

El desarrollo de la denticion, luego de que se han formado los tejidos mineralizados de la
corona y raiz, contintia a través de la vida postnatal hasta que el diente erupciona desde el
alveolo alcanzando la posicion funcional de oclusion (Wise et al., 2002).

El movimiento de los dientes durante la erupcion consiste en la preparacion de una via de
erupcion a través del hueso y tejidos blandos. Esta via se genera con la reabsorcion de
hueso, la reabsorcion radicular de los dientes temporales y remocion de tejidos blandos
incluyendo el paso a través del epitelio (Marks y Schroeder, 1996).

Asi la erupcién y exfoliacion son procesos complejos que involucran eventos programados
y la funcién coordinada de osteoblastos, osteoclastos, odontoclastos, foliculo dental y
células del ligamento dental (Wise et al., 2002).

La reabsorcién es un proceso que resulta en la pérdida del tejido mineralizado. Es un
fenémeno con una etiologia multifactorial que concierne tanto al hueso, siendo necesario
un adecuado proceso de remodelado éseo, como a los tejidos duros del diente. En el caso
de la reabsorcion fisioldgica, ésta ocurre solo en la denticion temporal (Majewska-beska y
Szczepanska, 2012).

Los eventos precisos que inician y controlan la reabsorcion radicular en dientes temporales
han sido dificil de explicar (Harokopakis-Hajishengallis, 2007). Al parecer es dependiente
de la erupcion del germen del diente definitivo, del desarrollo general del organismo y de
fuerzas oclusales (Obersztyn, 1963).

De esta manera la reabsorcién radicular es un proceso fisiologico fundamental en el ciclo
vital del diente temporal, que permite finalmente la erupcion del diente definitivo, siendo
clave en el proceso de crecimiento y desarrollo.

Dentro de los procesos y células implicados en el proceso de reabsorcion estan:
Remodelacién Osea y Rol del Osteoclasto:

La diferenciacion de los osteoclastos, células involucradas en la remodelacién 6sea,
depende del ligando RANK (RANKL) y de la osteoprotegerina (OPG) que regula
negativamente |la osteoclastinogenesis y estimula la apoptosis de osteoclastos. El receptor
de RANKL es RANK y esta localizado en la superficie del osteoclasto (Harokopakis-
Hajishengallis, 2007; Tyrovola et al., 2008).

Otro factor importante en la regulacién del proceso es M-CSF, un factor de crecimiento
producido por fibroblastos, células endoteliales, macréfagos y monocitos, uno de los
mecanismos de accidn de M-CSF es la sobre-regulacion de RANK y la disminucién de OPG,
promoviendo la formacién, fusién, diferenciacion, activacion y sobrevivencia de
osteoclastos. La diferenciacion de osteoclastos también esta estimulada por citoquinas
(TNF-q, IL-1a, IL-1B, IL-8, IL-11 y IL-17) (Harokopakis-Hajishengallis, 2007).

Se puede concluir que OPG, RANKL y RANK forman una red clave en la regulacién del
metabolismo éseo y la biologia del osteoclasto (Tyrovola et al., 2008).

16



Rol del Foliculo Dental:

Originado del mesenquima de la cresta neural, el foliculo dental es un saco de tejido
conectivo laxo que rodea al 6rgano de esmalte de cada diente (Wise et al., 2002).

La importancia del foliculo dental en el proceso de erupciéon se demostré en estudios en
perros, en los que se removié el foliculo de premolares y no hubo erupcion (Cahill y Marks,
1980). Ademas dejando el foliculo intacto, removiendo el diente e insertando una réplica
artificial, resulté en la erupcion del diente artificial (Marks y Cahill, 1984).

Estos estudios eliminan las teorias previas de erupcién, debido a que posibles tejidos
propulsivos como la pulpa y las raices estaban ausentes (Wise et al., 2002).

La reabsorcién de los dientes temporales es mas avanzada en las areas adyacentes al
foliculo dental, y los periodos de reabsorciéon se alternan con periodos de reparacién
(Furseth, 1968).

Por otra parte, factores citotréficos liberados por el foliculo dental y el reticulo estrellado,
como el péptido relacionado con la hormona paratiroidea (PTHrP), interleuquina-1a y el
factor de crecimiento transformante B1 estimulan la expresion de RANKL durante el proceso
de erupcion, lo que en consecuencia conduce a una reabsorcion radicular fisiologica de los
dientes temporales y una exitosa erupcion de los dientes definitivos (Tyrovola et al., 2008).

Asi el foliculo dental del diente permanente y el tejido conectivo adyacente a la ralz del
diente temporal podrian jugar un papel importante en el desarrollo y la activacion de
odontoclastos antes y en el momento especifico del inicio de la reabsorcién radicular
fisiolbégica (Sahara, 2001).

Odontoclastos:

Las células responsables de la reabsorcién del tejido dental son los odontoclastos, que
liberan enzimas hidroliticas que desmineralizan los cristales de apatita del tejido dental y
subsecuentemente degradan proteinas de dentina por accion de la cathepsina K y MMP-9
(Sasaki et al., 1988; Harokopakis-Hajishengallis, 2007).

Las células progenitoras de los odontoclastos residen en la pulpa dental y ligamento
periodontal, comparten caracteristicas similares con los osteoclastos tales como la
expresion de la catepsina K, la catepsina D, fosfatasa acida resistente al tartrato (TRAP),
metaloproteinasas de la matriz (MMP-9), H+ ATPasa y la formacién de bordes rugosos
(Wang y McCauley, 2011).

Estudios inmunohistoquimicos han mostrado que el receptor RANK es expresado por
odontoclastos y el RANKL por odontoblastos, fibroblastos de la pulpa, ligamento periodontal
y cementoblastos. Estudios similares han mostrado que M-CSF y OPG son expresadas por
odontoblastos, ameloblastos y células del tejido pulpar. La regulacion de la expresion de
RANKL, OPG y M-CSF por estas células dentales parecen ser importantes para la
diferenciacion y activacion de los preodontoclastos durante la reabsorcion radicular
fisiolégica y patoldgica (Harokopakis-Hajishengallis, 2007).

Si bien la proteccion de la raiz frente a la reabsorcién mientras el hueso esta en constante
degradacién es un fendmeno no resuelto, es mas intrigante el porqué las raices de la
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denticion temporal se reabsorben fisiolégicamente mientras las de la denticion definitiva no
(Harokopakis-Hajishengallis, 2007).

Dado que la distribucion de las proteinas de la matriz extracelular es diferente en dientes
temporales que en definitivos, puede que la activacion de osteoclasto/odontoclasto sea
dependiente de la matriz extracelular (Lee et al., 2004).

Ligamento Periodontal:

Dos proteinas de la matriz extracelular asociadas a la adhesién y activacion de
odontoclastos, sialoproteina o6sea y osteopontina, se han encontrado mayormente
expresadas en el ligamento periodontal de dientes temporales. Lo que sugiere una
expresion diferente de las proteinas de la matriz extracelular entre ambas denticiones, lo
que podria actuar como sefializacion selectiva para la adhesién del odontoclasto y por
consiguiente de la reabsorcién radicular de los dientes temporales (Lee et al., 2004).

Ademas hay estudios que demuestran que el ligamento periodontal del diente temporal
sintetiza RANKL y OPG favoreciendo la osteaclastogenesis (Hasegawa et al., 2002).
Células del ligamento periodontal en proceso de reabsorcion radicular expresan
disminucion de los niveles de OPG y aumento de los niveles de RANKL, el que es probable
que interactde con RANK en la membrana del odontoclasto (Fukushima et al., 2003).

Asi RANKL es expresado en fibroblastos del ligamento y osteoblastos en el lado
comprimido del ligamento, donde pareciera que la osteoclastogenesis se da en respuesta
a un estrés mecanico (Kanzaki et al., 2002).

Las constantes fuerzas masticatorias debilitan el ligamento periodontal de los dientes
temporales lo que puede causar necrosis del ligamento lo que genera produccién local de
citoquinas, bajo la influencia de las citoquinas los macréfagos y monocitos son reclutados
(Kanzaki et al., 2002).

Por otra parte, la reabsorcién radicular de los molares inferiores temporales sin sucesores
permanentes comienza mas tarde que la reabsorcion fisiolégica. En los molares temporales
sin gérmenes permanentes, odontoclastos y células inmunes estaban presentes
principalmente en la pulpa apical en el inicio de reabsorcién radicular. Esto sugiere que la
pulpa dental de los molares temporales, asi como las células inmunes, pueden desempenfar
un papel importante en la reabsorcién radicular en molares primarios sin gérmenes de
dientes permanentes. Ademas esto sugiere que, en ausencia de diente permanente, las
celulas mononucleares TRAP-positivas podrian entrar la pulpa dental antes del comienzo
de la reabsorcion de la raiz, fusionandose aqui para formar odontoclastos (Lin et al., 2012).

Cementoblastos:

En la fase activa de la reabsorcién radicular, se observan mayor cantidad de odontoclastos
con un borde rugoso bien desarrollado y una clara reduccién de la zona, presencia de
cementoblastos, fibroblastos, macréfagos, neutréfilos, y muchos vasos sanguineos. Los
cementoblastos estuvieron presentes en la reabsorcién de la superficie de |la dentina
adyacente a odontoclastos y, en muchos casos, estas células se comunicaban entre si a
través de las uniones gap (Sasaki et al., 1990; Sahara, 2001).
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Epitelio Gingival:

Se sugiere que la unién dentogingival, asi como epitelio gingival, desempefian papeles
importantes en el proceso de exfoliacion de los dientes temporales humanos. Después de
la reabsorcion de las raices, la union dentogingival migra a lo largo del interior de la
superficie de reabsorcion y finalmente alcanza la superficie de la pulpa coronal. Al mismo
tiempo, el epitelio gingival también prolifera y migra bajo la corona del diente en la superficie
que recubre la erupcion del diente de sucesion (Sahara et al., 1993).

Fluido Crevicular:

Otro factor que puede influir en la reabsorcién es el contenido del fluido crevicular. Se
observé una concentracion elevada de fosfoproteinas en dientes temporales en proceso de
reabsorcién radicular, como también en dientes permanentes con reabsorcion patolégica
(Mah y Prasad, 2004).
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2.3 Reabsorcién radicular fisiolégica y Pulpa Dental en Dientes Temporales

Considerar si existe cualquier cambio en la histologia pulpar en el proceso de reabsorcién
fisiolégica es fundamental para tomar decisiones de tratamiento informadas en dientes
temporales (Monteiro et al., 2009).

El proceso de reabsorcién de la dentina coronal de dientes temporales muestra claramente
cambios histologicos relacionados con el tiempo. Durante el tiempo de reabsorcion, el tejido
pulpar conservé su estructura normal. Sin embargo, cuando la reabsorcion radicular se
acercaba a su finalizacion, células inflamatorias comenzaron a infiltrarse gradualmente en
la pulpa, y los odontoblastos se comenzaron a degenerar. Después de esto, odontoclastos
multinucleados aparecieron, y con ello la reabsorcién de la predentina a la dentina (Sahara
et al., 1992).

La actividad odontoclastica se detecté inicialmente sélo en la superficie pulpar de las zonas
inferiores de la corona. Poco a poco se extendio hacia las regiones del cuerno pulpar a lo
largo de la pared de la camara pulpar. Finalmente la superficie de la dentina reabsorbida
fue revestida de tejido conectivo fibroso (Sahara et al., 1992).

Por otra parte, la pulpa de dientes temporales expresa factores inhibitorios (OPG, Cbfa-1,
y posiblemente TGF-B) y estimuladores (RANKL, MCP-1, y CSF-1), siendo la expresion de
éstos Ultimos significativamente mayor en etapas avanzadas de reabsorcion en
comparacién con los dientes permanentes (Yildirim et al., 2008).

Asi las células del tejido pulpar de dientes temporales en la Ultima etapa antes de exfoliacion
expresan factores reguladores claves para la actividad osteo / odontoclasticas como el
sistema RANKL / OPG y CSF-1 conocidos por regular |a diferenciacion de los osteoclastos
y su maduracién (Yildirim et al., 2008).

Cabe destacar estudios que postulan, que si bien se observa disminucién de la densidad
de inervacién, aumento de células inmuno-competentes, y aumento de la vascularizacion,
evidentes en dientes temporales con el progresivo proceso de reabsorcién radicular en
dientes temporales, estas diferencias no son estadisticamente significativas (Monteiro et
al., 2009).

Inervacion durante la reabsorcidn radicular fisiolégica

Los dientes temporales en proceso de exfoliacion muestran marcados cambios en su pulpa.

La alta correlacion entre el nimero de axones mielinicos y no-mielinicos en los dientes
temporales indica una asociacion entre éstos, y durante la reabsorciéon radicular, se
degeneran (Johnsen y Johns, 1978).

Se observan varicosidades, lo que se acepta como signo definitivo de degeneracion. En
general, los cambios degenerativos sélo eran demostrables en axones de alrededor de 1y
o mas de didmetro. Los axones mas finos desaparecieron en las Ultimas etapas de la
reabsorcion de |a raiz sin precedente de cambios en su estructura (Mohiuddin, 1950).

Los cambios degenerativos (Fig. 4) en fibras nerviosas mielinicas ocurren temprano en el
proceso de reabsorcién radicular. Cambios degenerativos similares se han reportado en
otros estudios de fibras nerviosas durante la degeneracién Walleriana. Los dientes
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temporales parecen ser un buen modelo para la observacion de la degeneracién nerviosa
fisiologica (Karlsson et al., 1974).

Al parecer el cambio mas temprano y mas persistente es el aumento en el espesor de
manera desigual en los axones. Esto es seguido por la formacién de varicosidades, que
mas tarde se convierten en vesiculas. Las vesiculas probablemente estallan, lo que deja
axén dentado o irregular. Finalmente se produce la fragmentacion en granulos lo que
parece estar seguido por disolucién (Mohiuddin, 1950; Rapp et al., 1967).

Fig. 4: Camara pulpar en un diente temporal con reabsorcion. Evidencia de cambios
degenerativos tempranos en la fibra nerviosa (Rapp et al., 1967).

Los cambios degenerativos descritos anteriormente no se desarrollaron en el mismo grado
en todas las fibras en un diente en proceso de exfoliacion, ni en todas las fibras en un solo
diente. Algunas fibras mostraron cambios avanzados, mientras que fibras adyacentes no
mostraron ninguno en absoluto (Mohiuddin, 1950).

Lo anterior puede explicar lo encontrado en otros estudios en donde algunas fibras
nerviosas que se encontraron en dientes temporales con reabsorcién, mostraron una
morfologia similar a la apariencia que se describe en un cambio degenerativo. Sin embargo,
otras fibras mostraron una morfologia similar a la encontrada en dientes permanentes en
los que no hay reabsorcion (Fearnhead, 1961).

Por otra parte la degeneraciéon no se propaga a las fibras madre de los troncos nerviosos
dentales o los grandes haces de fibras que se dividen dentro de los maxilares. Asi los
axones involucrados en la inervacion del diente temporal se retiran y emiten brotes
emergentes al diente permanente de reemplazo. Por lo tanto, un axén puede
transitoriamente inervar tanto una pulpa de un diente temporal y la de su sucesor
permanente (Brenan, 1986).

Con el avance de la reabsorcion, el nimero de fibras nerviosas visto en la pulpa disminuyé
de manera constante, tanto es asi que en las ultimas etapas, sélo fragmentos de axones
finos podian ser observados, y la arborizacién normal de fibras habla desaparecido
completamente. La corona del diente entonces parecia descansar sobre un tejido de
granulacion, en el que casi no habia fibras nerviosas. Cabe sefialar entonces que esta
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temprana degeneracion terminal en los nervios de los dientes temporales probablemente
puede explicar la ausencia de dolor cuando se exfolian (Mohiuddin, 1950; Bernick, 1952).

Las sefiales moleculares que regulan la de- y regeneracion de los axones de la pulpa
durante el desarrolio de este importante evento siguen siendo desconocidos. Es probable
que la degeneracion axonal pulpar se produce por liberacion de factores moleculares
liberados por las células de la pulpa durante la reabsorcién radicular, tal vez en respuesta
a cambios inflamatorios locales (Fried et al., 2000).

Es probable que los diferentes eventos estan interconectados de manera que la erupcion
de un diente permanente provoca la reabsorcion y exfoliacion del diente temporal
correspondiente, con los cambios neuronales que ocurren en respuesta a esta re-
organizacion (Fried et al., 2000).

Capa odontobléstica durante la reabsorcién radicular fisiologica

Los odontoblastos durante la reabsorciéon del diente temporal pierden su organizacion
pseudoestratificada y muestran una apariencia aplanada manteniendo en las primeras
etapas de reabsorcién sus conexiones célula a celula (uniones gap). En etapas mas
avanzadas, los odontoblastos pierden sus conexiones célula a célula, se degeneran y
permitir el contacto inicial de los odontoclastos con la superficie de la predentina (Kannari
et al., 1998; Angelova et al., 2004).

Se ha demostrado una estrecha asociacion de las células que expresan el antigeno de
clase Il del MHC con los odontoblastos a través de la progresion de la reabsorcién en el
diente temporal. Se debera probar si las células dendriticas o macréfagos ubicados en
estrecha asociacién con odontoblastos posiblemente liberen algunas citoquinas,
conduciendo a la desorganizacién y degeneracion de los odontoblastos (Kannari et al.,
1998).

Células inmunocompetentes durante la reabsorcion radicular fisiologica

La pulpa de dientes temporales estd equipada con varios tipos de células
inmunocompetentes. Estas células muestran un aumento en el diente temporal con el
progreso de |a reabsorcion radicular fisiologica (Angelova et al., 2004, Yildirim et al., 2008).

Asl la pulpa mantiene su capacidad de cicatrizacion y la defensa durante la reabsorcion
radicular progresiva de los dientes temporales, debido a que los mecanismos de defensa
de la pulpa dental se basan en la organizacién y funcion de las células inmunocompetentes
(Simsek y Duruturk, 2005).

Los linfocitos B, CD3 +, CD4 +, CD8 + (linfocitos T) y las células NK estan presentes en la
pulpa de los dientes temporales en diferentes etapas de reabsorcion. En dientes sin
reabsorcion, los linfocitos CD3 +, son los mas prevalentes (15%) (Simsek y Duruturk, 2005).

El marcador CD45 revelé pequefias estructuras redondeadas, con una apariencia
consistente con el tamario de los linfocitos B. Se observa diferente densidad en la marca
en la pulpa de dientes temporales, mostrando correlacion con el grado de reabsorcion
radicular fisiolégica (Rajan et al., 2013).

La pulpa dental contiene numerosas células HLA-DR-positivas de diversas formas; las que
muestran una apariencia dendritica se localizaron principalmente en la periferia de la pulpa,
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asociadas estrechamente con los odontoblastos (Kannari et al., 1998; Angelova et al,,
2004).

La presencia de linfocitos B se observé en todos los dientes observados. Esto indica que
los linfocitos B estan presentes en la pulpa normal en dientes temporales. Por otra parte el
numero de linfocitos B se encontré aumentado en relacién con la reabsorcién radicular
fisiolégica (Simsek y Duruturk, 2005).

Las células NK incrementaron en un nimero significativo con el progreso de la reabsorcién
radicular, esto puede sugerir que las células NK proliferan en respuesta a la destruccion de
tejido durante la reabsorcién radicular fisiolégica (Simsek y Duruturk, 2005).

Asi incluso en etapas tempranas de reabsorcién radicular, se muestra un aumento de los
macroéfagos, linfocitos T y células dendriticas. Este aumento sugiere que los macréfagos,
en lugar de células residentes en la pulpa, son responsables de la fagocitosis del tejido
degenerativo pulpar (Angelova et al., 2004).

Ademas la activacion de los linfocitos T podria contribuir a la defensa del tejido pulpar,
generando citoquinas que activan los macréfagos. A su vez la creciente evidencia sugiere
que los linfocitos T activados pueden generar RANKL (Angelova et al., 2004; Yildirim et al.,
2008)

Durante las etapas finales de reabsorcién, las células inmunocompetentes se localizan de
forma consistente en el CDP, adyacentes a los preodontoclastos u odontoclastos, cubriendo
la superficie de la dentina expuesta después del desprendimiento de los odontoclastos
hasta el inicio de |la formacion de cemento. Esto sugiere que las células inmunocompetentes
en la pulpa coronal de dientes temporales humanos juegan un papel inductor en la
diferenciacion, migracién y / o activacién de odontoclastos y cementoblastos durante la
reabsorcion radicular (Kannari et al., 1998).

Por otra parte, ademas del proceso de reabsorcion en si, la atricién del diente temporal con
la posterior exposicion de dentina podria ejercer como un factor que influye en el aumento
de células inmunocompetentes (Angelova et al., 2004).

Cabe destacar que el conocimiento del potencial de un diente para responder a una lesion,
de acuerdo con la etapa de la reabsorcion radicular, es muy valioso para predecir la
probabilidad de éxito de intervenciones como recubrimiento pulpar indirecto o pulpotomia
(Monteiro et al., 2009).

De esta manera, como se sefialé anteriormente, la pulpa mantiene su capacidad de
cicatrizacién y defensa contra el avance de lesiones cariosas y la progresiva reabsorcion
fisiolégica en los dientes temporales, incluso hasta dos tercios de la longitud radicular. Por
lo tanto, terapias pulpares conservadoras, con un uso apropiado de anestesia local, pueden
representar un tratamiento adecuado para los dientes temporales si el estado de la pulpa
se diagnostica con precisién (Simsek y Duruturk, 2005; Rajan et al., 2013).
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3. PLANTEAMIENTO DE HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipétesis

La reabsorcién radicular fisioldgica en dientes temporales es un evento progresivo que
puede actuar como injuria sobre las fibras nerviosas que inervan la pulpa dental,
promoviendo degeneracion axonal.

Objetivo General

Determinar el estado de la inervacion de la pulpa dental en relacion al proceso de
reabsorcion radicular fisiologica en dientes temporales.

Obietivos Especificos

1. Determinar la inervacion de la pulpa dental en dientes temporales mediante
marcadores neuronales (NF y Blll-Tubulina) para tres etapas definidas del proceso
de reabsorcién radicular fisiolégica.

2. Caracterizar las células de Schwann mielinizantes y no-mielinizantes durante el
proceso de reabsorcion radicular fisiologica mediante marcadores (S-100, GFAP y
MBP).

3. Establecer estados de la pulpa dental en tres etapas del proceso de reabsorcién
radicular fisiolégica mediante marcaje de células inmuno-competentes (HLA, CD68
y CD45).

4. Evidenciar la presencia fenomenos de degeneracion axonal a nivel pulpar en
relacién al proceso de reabsorcién radicular fisiolélogica.
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MATERIALES Y METODOS

4.1 Tipo de Estudio

Estudio descriptivo observacional de la inervacion pulpar en dientes temporales con
reabsorcion radicular fisiolégica.

4.2 Universo

Dientes temporales con indicaciéon de exodoncia, en pacientes hasta 14 afios 1 mes de
edad, atendidos en la clinica de odontologia pediatrica y del adolescente de la Universidad
de Valparaiso, donados mediante consentimiento escrito/firmado entre los meses de
Noviembre del afio 2013 y Septiembre del afio 2014.

4.3 Criterios inclusién/exclusion

Inclusién:

Pacientes sistémicamente sanos

Pacientes con denticion temporal o mixta.

Pacientes con dientes temporales con exfoliacion fisiologica.

Pacientes con dientes temporales con indicacion de exodoncia por ortodoncia.
Pacientes con dientes temporales sanos: con su corona intacta y sin evidencia de
lesiones en superficie y surcos de esmalte.

Pacientes que sus apoderados firmen el consentimiento informado y deseen
participar.

Exclusion:

Dientes con pulpitis irreversible, necrosis pulpar y restos radiculares.

Pacientes con dientes temporales con trauma dentoalveolar, con diagnosticos que
tengan como tratamiento indicado la exodoncia, o avulsionados.

Pacientes con dientes temporales afectados por lesién tanto caries activas como
detenidas.
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4.4 Muestra

Aprobacion del estudio y Consentimiento informado: El presente proyecto ha sido
aprobado_de acuerdo a los protocolos aprobados por el Comité Institucional de Bioética
de la Investigacion de Seres Humanos de la Universidad de Valparaiso (Anexo 1). Las
muestras procesadas en el presente trabajo han sido donadas en forma voluntaria
mediante previo asentimiento de paciente odontopediatrico y consentimiento informado
firmado por el adulto responsable del paciente.

Tamafio: 37 Dientes Temporales. 23 Caninos y 14 Molares

Promedio de edad: 9 afios 6 meses

Forma de seleccion: Muestreo no probabilistico. Los dientes fueron recolectados en las
dependencias de la Clinica de Odontopediatria y del Adolescente de la Universidad de
Valparalso. Las muestras se obtuvieron de acuerdo con los criterios de
inclusién/exclusion. Estos fueron recolectados a medida que se fueron extrayendo
durante el segundo semestre del afio 2013 y el afio 2014, hasta llegar a un nimero de
44 dientes seleccionados para realizar el estudio. Los dientes fueron donados como se
sefalé anteriormente mediante previo asentimiento de paciente odontopediatrico y
consentimiento informado firmado por el adulto responsable del paciente.

Unidad de estudio
Inervacion de la pulpar dental de dientes temporales.

4.5 Definicion de variables a evaluar

1. Tipo de diente, Dientes temporales: Variable cualitativa, escala nominal. Dientes
que erupcionan entre los 8 a 30 meses de edad aproximadamente, que se
exfolian y sustituyen por los dientes definitivos.

2. Grado de Reabsorcion radicular: Variable cualitativa, escala ordinal.
Identificacion de la etapa de reabsorciéon radicular fisiolégica en el diente
temporal, establecida en base a tres grados (inicial, medio y final).

3. Fibras nerviosas: Variable cualitativa. Se identificardan mediante el anticuerpo
NF-200 (neurofilamentos) y Blll-Tubulina (marcador neuronal).

4. Células gliales mielinizantes y no-mielinizantes (C. Schwann): Variable
cualitativa. Se identificaran mediante los anticuerpos S-100, GFAP y MBP.

5. Células inmunocompetentes: Variable cualitativa. Se identificaran debido a la

inmuno-reactividad que poseen frente a los anticuerpos anti-HLA-DR, CD68 y
CD45.
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4.6 Forma de recoleccién y procesamiento de la informacién

Los pacientes con indicacion de exodoncia que participaron en este estudio, fueron
atendidos en los box 1 al 5§ de la clinica de odontologia Pediatrica y del Adolescente de la
Universidad de Valparaiso, derivados por los mismos profesionales de este servicio.

Luego de indicada la extraccion dentaria, y de aplicar los criterios de seleccién de inclusién/
exclusion se le explico al apoderado del paciente en qué consistia la participaciéon de su
pupilo en este estudio, por medio de una Hoja informativa, en la cual se especificé el objetivo
y caracteristicas de esta investigacion. Posteriormente, al resolver todas las dudas del
apoderado, se procedi6 a entregar un Consentimiento Informado, el cual debié ser firmado
por el mismo, para poder llevar a cabo el procedimiento (Anexo 2).

Una vez recepcionado el paciente, se identificd el diente a extraer, para luego efectuar el
registro de datos determinados en la ficha clinica (Anexo 3).

Se procedio a la aplicacién de EMLA como anestésico tépico en el lugar de la puncién y
luego anestesiar el diente a extraer con solucion anestésica 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); a continuacién se obtuvo la muestra mediante
exodoncia del diente con el instrumental apropiado para cada caso. Se separ6 el diente y
se observo la presencia de exposicion pulpar. Sélo en los casos en que no se observaba
exposicion se procedi¢ a realizar un corte transversal con una fresa de alta velocidad 3 mm
bajo el limite amelocementario.

Luego se depositd con la pinza estéril en un tubo cénico graduado de 50ml identificado con
el numero de ficha correspondiente, el cual contenia paraformaldehido al 4% con acido
picrico al 0.5% para su fijacion durante 6 hrs.

Las muestras son desmineralizadas en solucién de EDTA al 4,13%, la cual se debe cambiar
una vez a la semana, repitiendo este proceso durante 2 meses, para luego iniciar con todos
los procesos necesarios para ensayos inmunohistoquimicos y microscopia confocal.

4.7 Determinacion de etapas de reabsorcion radicular fisiologica

Se realizo la determinacién de la etapa de reabsorcion radicular fisiolégica en el diente
temporal. En este sentido cabe destacar que las normas de la formacién y la reabsorcién
de los caninos temporales, se basan en estudios que utilizaron radiografias laterales u
oblicuas, y en el caso de las etapas de la reabsorcién radicular, se ordenan segun las etapas
de formacién de forma inversa. Las etapas de reabsorcién son inicial, definida como la etapa
mas temprana (res1/4); media, definida como |a etapa en la que permanece la mitad de la
raiz (res %) y tres-cuartos, definida como la etapa en la que se han reabsorbido % de la
raiz (res %) (Esquema 6) (Moorrees et al., 1963; Knott y O'Meara, 1967; Haralabakis et al.,
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Esquema 6: Etapas de reabsorcion radicular fisiolégica en dientes temporales (Moorrees
et al., 1963).

Por lo anterior, en el presente estudio se establecen tres etapas: inicial, media y final
(Esquema 7)

Inicial Media Final

Progresion Reabsorcion Radicular

Esquema 7: Etapas de reabsorcion radicular fisiologica en el diente temporal (inicial,
media y final). Imédgenes de microscopia confocal fueron obtenidas en dos regiones del
complejo dentino-pulpar coronal (Recuadros rojos).

4.8 Inmunohistoquimica y Microscopia Confocal

Las muestras desmineralizadas fueron lavadas con PBS y colocadas por 2 horas en
solucién criopreservante de sacarosa PBS (pH 7,4) al 15% y luego en igual solucién al 30%
durante 24 horas. Las muestras embebidas en solucion cripreservante se montaron en
medio de congelacién para tejidos (Tissue-Tek OCT Compound, Sakura Finetek, Torrance,
CA, USA) y congeladas a -25°C. Se realizaron cortes de 20um y 50um en un criostato (Leica
CM-1900) operado a -25°C. Las secciones fueron recogidas y montadas en portaobjetos
cubiertos con poli-L-lisina. Las secciones montadas en los portacbjetos son rehidratada en
PBS e incubadas por 1 hora en la solucién de bloqueo que contiene 1% de albimina de
suero bovino (BSA), 1% suero de caballo, y 0.3% Triton X-100.

Luego se agregan los anticuerpos primarios, que estan preparados en solucién de bloqueo
y se dejan actuar durante 12 horas a una temperatura de 4°C. Las muestras pasan por 3
lavados de PBS de 5 minutos cada una. Después se agregan los anticuerpos secundarios
que también estan preparados en una soluciéon de bloqueo y se dejan actuar 1 hora a
temperatura ambiente; se vuelve a lavar con PBS para retirar los excesos.
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. Anticuerpo Dilucién Anticuerpo Secundario l Marcacion

Primario ‘ ,

Anti- - 1:1000 DyLight 488 - Goat anti- Neurofilamentos de
' Neurofilamento | chicken IgY ' Neuronas
| | Alexa 488 - rabbit anti-
I o _mouselgG |

Anti-Bll1- 1:200 Cy3 - donkey anti-mouse | Marcador neuronal
| Tubulina |1gG | , |
‘ Anti-S-100 1:250 | Cy3 - rabbit anti-mouse | Marcador célula Schwann f

lgG
| 1 {
’ Anti-GFAP 1:500 ' Cy3 - rabbit anti-mouse | Marcador célula Schwann
[e]€}
. Anti-MBP ' 1:200 | Cy3 — goat anti-rat IgG Marcador de mielina
| Anti-HLA-DR | 1:50 Cy3 - donkey anti-mouse | Células presentadoras de
f , 1gG | antigenos N
 Anti-CD68 ' 1:200 |A|exa 488 - rabbit anti- | Macréfagos
: - | | mouse IgG |
‘ Anti-CD45 1 1:500 ‘ Cy3 - donkey anti-mouse | Antigeno  comin  para
| | 1gG Leucocitos (LCA)

Tabla 3: Anticuerpos Primarios y Secundarios utilizados en el estudio.

Luego se procede a marcar nucleos con DAPI por 10 minutos, se lava y finalmente se
cubren las muestras con medio de montaje (Dako Industries, Carpenteria, CA, USA). Para
su mantencion las muestras se guardan en cajas 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 (409,
488, 543nm). Los fluorocromos asociados a anticuerpos secundarios fueron Cy3, Dylight
488, Alexa488. Los nucleos fueron contrastados con DAPI. Los registros digitales fueron
procesados con el programa AutoQuant deconvolution (Media Cybernetics, Bethesda, MD,
USA) y analizadas digitalmente mediante los programas: Ez-C1 3.90 (Nikon Corporation) y
Image J (NIH, Bethesda, MD, USA) para proyecciones de maxima intensidad. Para ajustes
de brillo y contraste se utiliz6 el programa Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems,
Mountain View, CA, USA).
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5. RESULTADOS

El presente estudio centra su andlisis en los cambios en la inervacién, células gliales y
células inmunocompetentes, que ocurren en la pulpa dental coronal durante el proceso de
reabsorcion radicular en dientes temporales humanos, caracterizando tres etapas de
reabsorcion radicular mediante inmunohistoquimica comparativa y microscopia confocal.

Del total de 37 muestras obtenidas, 23 correspondieron a caninos y 14 a molares. La edad
promedio de los pacientes fue de 9 afios y 6 meses.

Respecto a la inervacion durante este proceso de reabsorcion se observé una progresiva
fragmentacion de los neurofilamentos de axones, con una degradacion progresiva de la
mielina principalmente observada a nivel de haces axonales durante la progresion del
proceso de reabsorcion (Fig. 5-6-8).

En cuanto a las células gliales (células de Schwann), se evidencié una reaccién
especialmente en la etapa media del proceso de reabsorcion con una notoria activaciéon de
forma similar a las bandas de Bingner evidenciadas en procesos de degeneracion
Walleriana, y con menor grado de diferenciacion en la etapa final (Fig.7).

En relacion a las células inmunocompetentes se observé un progresivo aumento durante el
proceso de reabsorcién radicular fisiolégica (Fig. 9-10).
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Inervacién dentro de la pulpa de dientes temporales en proceso de reabsorcion

Figura 5: Microscopia confocal de inervacion pulpar en diente temporal mediante inmunomarcaje
para neurofilamentos (verde). La inervacion del complejo dentino-pulpar a nivel coronario en dientes
con reabsorcion temprana evidencian un extensa red axonal a nivel subodontoblastico formando el
plexo de Raschkow (A-B; inserto, diente en Etapa Inicial indicando mediante cuadro rojo zona
analizada). En dientes con reabsorcion en Etapa Media (inserto) la disposicion de fibras nerviosas
disminuye, con una marcada desorganizacion y fragmentacién (flecha) a nivel del plexo de Raschkow
(C). En dientes con reabsorcion en Etapa final (inserto) se evidencia una extensa fragmentacion de
los neurofilamentos y marcada pérdida en la organizacion del plexo de Raschkow (D).

D, Dentina; OD, Odontoblastos; SO, Capa subodontoblastica; PR, Plexo de Raschkow

Barras= 50 pm.

31



Figura 6: Microscopia confocal de inervacion pulpar en diente temporal mediante doble
inmunomarcaje de NF y BllI-Tub. En etapas iniciales de la reabsorcion se observa una extensa red
axonal a nivel de camara pulpar (A, inserto). En etapas finales de la reabsorcion una fragmentada
red axonal se evidencia (B). Durante el proceso de reabsorcidn se evidencia una marcada y
progresiva fragmentacion de neurofilamento (C-E).

D, Dentina; PR, Plexo de Raschkow

Barras: 50um.
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Células de Schwann mielinizantes y no-mielinizantes en la pulpa de dientes
temporales en proceso de reabsorcion

Figura 7: Caracterizacion de célula glial de Schwann mediante marcadores S-100 (A-D) y GFAP (E-
G), y doble marcaje con anti-NF (C-G). En dientes en Etapa inicial (A. inserto), las células gliales
mediante la marcacién con S-100 permite diferenciar células de Schwann no mielinizantes (flecha)
de mielinzantes (cabeza de flecha). En dientes en Etapa final las células de Schwann se muestran
mas irregulares y con menor grado de diferenciacion (B). La célula de Schwann no miglinizante da
soporte a axones (flecha) marcados mediante anti-NF (C). Las células de Schwann mielinizantes se
observan dispuestas a lo largo de axones marcados con anti-NF (D). Mediante doble marcaje glia
axon (GFAP/NF) a nivel pulpar se evidencia una progresiva fragmentacién del neurofilamento en
axones que forman haces para las 3 etapas.

Barras= 50 uym (A-B; E-G); 10 um (C-D).
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Inicial

Figura 8: Caracterizacién de axones mielinizados mediante marcador anti-MBP. En etapas iniciales
a nivel coronal se observa en el plexo de Raschkow, axones mielinizados con fragmentacion de la
mielina (A, flechas). La fragmentacion de la mielina es una caracteristica cominmente observada
durante el proceso de reabsorcién a nivel de haces axonales (B-C).

D, Dentina; OD, Odontoblastos; SO, Capa subodontoblastica

Barras: 50um.
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Células inmuno-competentes en la pulpa de dientes temporales en proceso de
reabsorcién

Inicial Media Final

Figura 9: Imagenes representativas de células inmunocompetentes (HLA) y co-marcaje para glia (S-
100) y neurofilamento (NF) a nivel de camara pulpar para tres etapas de reabsorcién radicular. En
etapas inicial y media |a presencia de células dendriticas y su relacién espacial con células gliales
&s evidente (A-B). En etapa final destaca la inmunoreactividad HLA-positiva de las células gliales
gue co-localizan los marcadores S-100 y HLA (C, flecha). El incremento de células
inmunocompetentes es progresivo en relacién a las etapas de reabsorcién radicular y se relaciona
con una perdida y fragmentacion de neurofilamento (D-F).

Barras: 50um.
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Figura 10: Caracterizacién de células inmunocompetentes en distintos estados de reabsorcion. A-
B: doble marcaje con anti-CD45 (rojo) y NF (verde). En etapa inicial escasas células CD45
inmunopositivas se observan a nivel de la camara pulpar (A). En etapa final un considerable infiltrado
de células inmunoreactivas a CD45, se observan a nivel de una camara pulpar con escasas fibras
nerviosas (B). La presencia de macréfagos acumulados en la zona de reabsorcién en etapas
avanzadas se caracteriza con CD68 (C, flechas). El doble marcaje de macréfagos con CD45 y NF
evidencia que estas células debridan remanentes neuronales (D, flecha).

Barras: A-C= 50um. D= 10um.
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6. DISCUSION

En el presente estudio, mediante inmunohistoquimica y microscopia confocal se
determinaron cambios en la inervacién, células gliales y células inmunocompetentes a nivel
de la pulpa dental coronal en relacién a tres etapas definidas del proceso de reabsorcion
radicular fisiologicas en dientes temporales humanos. Lo anterior permitid observar que los
dientes temporales en proceso de exfoliacion muestran marcados cambios en su pulpa.

Cabe destacar que el proceso de reabsorcion radicular fisiolégica en dientes temporales,
es fundamental en el ciclo vital del diente temporal, permitiendo finalmente la erupcién del
diente definitivo, siendo clave en el proceso de crecimiento y desarrollo. El proceso de
reabsorcion tiene lugar de manera intermitente, con alternancia de periodos de reabsorcion
y periodos de reparacién, es un proceso lento y progresivo, que puede durar 5 a 6 afios
aproximadamente.

Con respecto a los cambios en la inervacién durante el proceso de reabsorcion, se observo
que la disposicion de fibras nerviosas disminuye, con una marcada desorganizacion y
progresiva fragmentacion de neurofilamentos, a nivel del plexo de Raschkow. Lo que
concuerda con otros estudios donde se observaron varicosidades y fragmentacion durante
el proceso de reabsorcién en dientes temporales de gatos, monos y humanos, lo que se
acepto como signo definitivo de degeneracion (Mohiuddin, 1950; Bernick, 1952; Rapp et al.,
1967, Karlsson et al., 1974; Johnsen y Johns, 1978; Fried et al., 2000).

- Ademas la fragmentacion y degradacion de la mielina es una caracteristica comunmente
observada durante todo el proceso de reabsorcién a nivel de haces axonales. Lo que se
demostré también en estudios anteriores, donde los cambios degenerativos en fibras
nerviosas mielinicas, ocurrieron tempranamente en el proceso de reabsorcién, y los axones
mas finos desaparecieron en las ultimas etapas de reabsorciéon (Mohiuddin, 1950, Karlsson
et al., 1974), y se ha descrito también en procesos posteriores a una lesion axonal, donde
las células de Schwann regulan negativamente la produccién de proteinas de mielina
incluyendo MBP (Kidd et al., 2013).

De esta manera se evidencio que la reabsorcion radicular fisiologica en dientes temporales,
es un evento que puede inducir una injuria en las fibras nerviosas, promoviendo la
degeneracion axonal y la progresiva denervacion en la pulpa dental, lo que permite explicar
el progresivo declive de la funcidon sensorial en dientes temporales asociados con las etapas
finales de reabsorcion radicular.

Por otra parte, con respecto a los cambios observados, durante el proceso de reabsorcién,
en las células gliales, se pudo diferenciar mediante marcadores la presencia de células de
Schwann mielinizantes y no-mielinizantes en la pulpa dental de dientes temporales. Se
observé que la célula de Schwann no-mielinizante da soporte a axones y a las células de
Schwann mielinizantes se disponen a lo largo de los axones, al igual que lo descrito en
estudios anteriores con respecto a la localizacién y funcion de ambos tipos celulares (Kidd
et al., 2013).

Durante las diferentes etapas del proceso de reabsorcién radicular se evidencid una
reaccion de las células gliales. Si bien las células de Schwann en la etapa inicial se
localizaron en relacién a axones con neurofilamentos bien preservados, es importante
destacar que en etapa media se observé una fuerte inmunoreaccién para GFAP en las
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células de Schwann, lo que demuestra su activacién, de forma similar a las bandas de
BUngner observadas en procesos de degeneracion Walleriana (Stoll y Muller, 1999). En la
etapa final del proceso de reabsorcion radicular, las células de Schwann se evidencian mas
irregulares y menor grado de diferenciacion. Lo que se ha descrito después de una lesion,
en donde las células mielinizantes degradan su mielina y se desdiferencian, readquiriendo
las capacidades de desarrollo temprano (Mirsky et al., 2008; Kidd et al., 2013). Por ofro
lado, en esta etapa destaca la inmunoreactividad HLA-positiva de las células de Schwann,
donde mediante doblemarcaje se observa que co-localizan con los marcadores S-100 y
HLA. Lo anterior seria coincidente con lo expuesto en otros estudios en los que se destaca
que células no inmunes, tales como la microglia en el sistema nervioso central o las células
de Schwann en el sistema nervioso periférico, desempefian un papel clave en la respuesta
inmune innata y adaptativa (Ydens et al., 2013).

En cuanto a los cambios en células inmunocompetentes durante el proceso de reabsorcion,
se observé en la etapa inicial escasas células CD45 inmunopositivas a nivel de la camara
pulpar. En la etapa final un considerable infiltrado de células inmunoreactivas a CD45, se
observaron a nivel de una camara pulpar con escasas fibras nerviosas. Esto sefiala un
incremento progresivo de células inmunocompetentes en relacién a las etapas de
reabsorcion radicular, que se relaciona con una pérdida y fragmentacion de neurofilamento.
Estos cambios concuerdan con los descritos en ofras investigaciones, en las que también
se comprobé un aumento de estas células durante la reabsorciéon radicular fisiolégica
(Angelova et al., 2004; Simsek and Duruturk, 2005; Yildirim et al., 2008; Rajan et al., 2013).

'La presencia de macréfagos acumulados en la zona de reabsorcién en etapas avanzadas

se caracterizé a través de marcaje con CD68. Por otra parte, el doble marcaje de
macréfagos con CD45 y NF demostrd que estas células debridan remanentes mielinicos y
neuronales. Esta funcion ha sido definida en investigaciones anteriores en procesos de
degeneracién axonal, en donde los macréfagos son rapidamente reclutados y eliminan la
gran mayoria de los restos de mielina, asi la respuesta inflamatoria se inicia por la
desintegracion axonal (Stoll y Muller, 1999; Gaudet et al., 2011). De esta manera se ha
sugerido que los macréfagos son responsables de la fagocitosis del tejido degenerativo
pulpar durante procesos de reabsorcion radicular fisiolégica (Angelova et al., 2004).

Estos cambios en relacién a las células inmunocompetentes durante el proceso de
reabsorcidbn y especificamente su marcado aumento en la etapa final, destaca el
establecimiento de una etapa inflamatoria terminal en un sistema que esta fuertemente
denervado.

Es importante sefialar que la cantidad de informacién aun es insuficiente para comprender
como el sistema con sus diferentes componentes nerviosos, gliales e inmunocompetentes
logra comunicarse para coordinar los cambios requeridos durante el proceso de reabsorcion
radicular fisiolégica. La mayoria de los estudios en esta area son descriptivos, y la
informacion sobre los mecanismos etiolégicos y de regulaciéon moleculares en cuanto a los
cambios celulares en este proceso, es limitada.
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r A CONCLUSIONES

Considerando los resultados obtenidos en el presente estudio, el cual tiene como propésito
determinar el estado de inervacion de la pulpa dental y el proceso de reabsorcion radicular
fisiolégica en dientes temporales, se puede concluir que:

Con respecto a la inervacion de la pulpa dental en dientes temporales, en tres etapas del
proceso de reabsorcion radicular fisiologica, se determiné que la disposicion de fibras
nerviosas disminuye, con una marcada desorganizacion y progresiva fragmentacion de
neurofilamentos a nivel del plexo de Raschkow. Ademas de la pérdida y fragmentacion de
mielina, caracteristica cominmente observada durante todo el proceso de reabsorcién a
nivel de haces axonales.

Al caracterizar las células de Schwann mielinizantes y no-mielinizantes durante el proceso
de reabsorcion se observo una reaccion de las células gliales, especificamente en la etapa
media con una fuerte inmunoreaccién en las células de Schwann, lo que demuestra su
activacion, de forma similar a las bandas de Blngner observadas en procesos de
degeneracién Walleriana. En la etapa final, las células de Schwann se mostraron mas
irregulares, desdiferenciadas y con inmunoreactividad HLA-positiva, indicando un papel en
la respuesta inmune a nivel pulpar.

En relacion a estados de la pulpa dental mediante la observacion de células
inmunocompetentes, se pudo establecer un incremento progresivo de estas células en
“relacion a las etapas de reabsorcion radicular.

Ademas se evidencié que la reabsorcion radicular fisiolégica en dientes temporales, es un
evento que puede determinar una injuria en las fibras nerviosas, promoviendo la
degeneracion axonal y |la progresiva denervacion en la pulpa dental, lo que permite explicar
el progresivo declive de la funcién sensorial en dientes temporales asociados con las etapas
finales de reabsorcion radicular.

De esta manera, la implicancia del presente estudio en futuras investigaciones, es que los
dientes temporales parecen ser un buen modelo para la observacién de degeneracion
axonal fisiol6gica.

Cabe destacar que, la determinacién de cualquier cambio en la histologia pulpar en el
proceso de reabsorcion fisiologica es fundamental para tomar decisiones de tratamiento
informadas en dientes temporales.

De esta forma, la implicancia clinica de la presente investigacion es que el conocimiento de
la biologia pulpar durante este proceso fisiologico, presente en todos los pacientes
odontopediatricos, es muy valioso para pronosticar la probabilidad de éxito de
intervenciones clinicas. En este sentido, se puede determinar que la pulpa dental en dientes
temporales mantiene su capacidad de reparacién y defensa durante la progresién del
proceso de reabsorcion radicular fisiolégica, incluso hasta dos tercios de la longitud
radicular. Por lo tanto, si el estado pulpar se diagnostica con precision, la eleccién de
terapias pulpares conservadoras, con un uso apropiado de anestesia local, permite
conservar el diente temporal, siendo un mantenedor de espacio fisiolégico y representa de
esta manera, el tratamiento adecuado para los pacientes odontopediatricos.
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8. LIMITACIONES Y SUGERENCIAS

Dentro de las limitaciones de esta investigacién podemos sefialar la dificultad para obtener
muestras que cumplieran con los criterios de inclusién y hayan sido sometidas
correctamente al protocolo de obtencién y procesamiento.

Para futuros estudios seria interesante incluir muestras sin reabsorcion radicular fisiologica,
a pesar de su dificultad de obtencién por criterios clinicos, debido a que permitiria observar
un estado pulpar previo, fundamental en el ciclo vital del diente temporal.

Se sugiere también, complementar la obtencién de muestras con un registro de la vitalidad
pulpar del diente, con el fin de obtener una visién de la relacion existente entre la clinica y
los cambios biolégicos a nivel celular durante el proceso de reabsorcién radicular fisiologica.

Finalmente, seria interesante la aplicacioén del protocolo utilizado en nuestra investigacion
en las diferentes clinicas de nuestra Facultad, permitiendo una mayor donacién de muestras
para fortalecer asi la investigacion y docencia en nuestra area de estudio.
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10. ANEXO
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Anexo 2:

Hoja informativa/Consentimiento Informado utilizados en el estudio.
Donacién al Banco de Muestras del LabME
(BM-LabME)

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

Para estos propésitos el LabME mantiene un Banco de Muestras (BM-LabME) de dientes
extraldos por indicaciones clinicas y aportados voluntariamente. Todas las muestras recepcionadas
requieren del Consentimiento Informado escrito u oral del donante.

Las muestras recibidas en el BM-LabME son procesadas en forma anonima, conservando
registros de; N° de Muestra, Fecha, Edad y Sexo del Donante. Ademas de sefialar indicaciones de
caracter clinico relevante, como sintomatologla y diagnéstico consignados por el profesional
responsable tratante. Toda la informacidn es confidencial. Las muestras se conservan fijadas y
forman parte de estudio de biologia dental.

Investigador Responsable del BM-LabME
Eduardo Couve Montané (Cirujano-Dentista)
Profesor Titular

Laboratorio de Microscopia Electrénica (LabME)
Departamento de Biologia y Cs. Ambientales
Facultad de Ciencias

Universidad de Valparaiso

32-250-8077

Gran Bretafia 1111, Playa Ancha, Valparaiso

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 que ayudaran
a comprender mejor como funcionan las células de dientes sanos y dafiados. Acepto que se registre
mi edad y sexo, entendiendo que son datos confidenciales e importantes para la investigacién:

Fecha: N° Muestra
Diente:

Edad:

Informacion Clinica Relevante:

Nombre del Donante:
RUT:

Firma:
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Anexo 3

FICHA DE REGISTRO DE DATOS CLINICOS Fecha:

N® Muestra:
N° Ficha clinica:

Nombre del paciente:

Rut:
Fecha de Nacimiento:
Sexo:

Informacién sistémica relevante:

N° de Diente:

Informacisn clinica relevante:

Observaciones:

Exposicién Pulpar con alta velocidad: Si Ne

Hora de Fijacidn:

Hora de EDTA:
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Anexo 4

Poster Presentado en el Il Meeting Millenium Institute CINV “Science a haven for art”.
Universidad de Valparaiso.

Dental Pulp Innervation in Deciduous and Permanent Human Teeth: A
Changes during Physiological Root Resorption, Aging and Caries
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Institute de Biologia (1), Centro Interdizciplinario do Newrneleneia do Valparaizn (CINV) (2),
Facullad de Clencias (3),

Clinica de Odontologla Pedidtrica ¥ dal Adolexcants (4), Facullad de Cdontologis (5),

Univarsidad de Valgaralse, Valpacaiss, Chile L

Intreduction
The dental pulp in buman teeth is a highly innervated system, withs 4 riel functl Herve lbers
|mﬁawvuﬂhhv wmtmmwwwmmnmmwummmmm
diffarent models of 7 y are being ges In human dental

pulp Innarvation.
During physiolagical riot reaorptian jn decids toath the ods leorI!r o ly reduced, Prior 1o exfollation of
dselducus teth, peripheral narve fbucs are frag 4 and recuced In denmity, N | K um ‘,hlt'mn

i mhmmmlm'ﬂmhwﬁmdmm
mmmwmmmummmm

1 guring physiotogical root resorptk

Decidusus 3 Parmanent

During the physislogical rost resorption in deciduous lesth the

layer {OD) bocama prigrassivaly raduced and dissppear, while
HLA-DR immunepasitive cella progreastvely Invada the coronal pulp (A-8).
Priar to shedding of decidusus teeth, peripheral nerve fibers beesme highly
réduced and fragmented.

2, Innervation changes durlng saing of permanent teeth

Youndj Ay

The study of nge-retated changes in dental pulp (nnervallon has bean Ineompletaly described, How
this peripheral nerve ending network change along aging of p tweth I & fund
question to undsrstend neurcimmunc responses sgaiast carles pathogens In adult testh.
cmummmmmmm 1 and calts
young and adull human teeth (A-C).

Qantin-Pulp Complax response o carles progresslon ame focal defy

by g postamitotic od s (QD) in resp o
appropiate stimull. nitlal i eh & by Yy dentin
f (Rd). y denlin i an adag P that reducs bacteral
invasion through the dentin tubules. in this reglon nerve emdings develop
Yl extonsive sprouting parallsl te the radial collagen fibers of the reactionary dentin
matrix (B.0.EG).

‘LF“.F Evu.ﬂﬂ Zormacueeaery

2 Dame sz 334K T4 P2 3004

Scyige =
Concluslons

The dental pulp is the sconaric of dramatic naurcplastic changes under different physiological and pathological conditions,
During root resorptien & progreasive reduction in odontoblnsts is related wilh a regresslva peripheral Innervation.

During aging of permanent teeth there 3 alao a relevant decrease in the nerve snding network concomitant 1o & reduced odontoblastic layer,
On tha other hand, caries pathogons trigger neurcdelensive ions including ive growth of nerve endings within tho dental pulp.
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Anexo 5

Poster Presentado en la XXVI Reunion Anual IADR Division Chile 2014 (Octubre, Santiago-
Chile).

Dental Pulp Innervation during Root Resorption in Human Deciduous Teeth
Suzuki K 49, Lovera M 8, Schmachtenberg O 23, and Couve E (13 '

Instituto de Blologla (1); Centro Interdisciplinario de Neuroclencla de Valparaiso (CINV) (2); Facultad de Ciencias (3);
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Anexo 6

Poster Presentado en el XXVIII Annual Meeting of the Sociedad de Biologia Celular de Chile
(Octubre, Puerto Varas-Chile).

Innervation, Regeneration and Denervation in Human Deciduous Teeth
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