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1. RESUMEN

Debido a que la pulpa se encuentra en una cavidad rigida dada por la dentina circundante,
el control de la presion tisular dentro de ella juega un rol muy importante (Kim 1985, Chien,
1985, Berggreen, 2020). La inflamacion intrapulpar de distintos origenes genera un
aumento transitorio de la presion del tejido intersticial y un flujo de liquido dentinario hacia
afuera. Se ha descrito que si la pulpa esta sana, el exceso de liquido intersticial resultante
de la inflamacion transitoria se absorbera en el sistema circulatorio o linfatico a través de
mecanismos de prevencion de edema (Hahn and Liewher, 2007), pero las funciones del
sistema linfatico en la pulpa dental no se entienden completamente aun, dado que aun
existe controversia frente a la existencia de vasos linfaticos intrapulpares y mas aun sobre
la existencia de procesos de linfangiogénesis dentro de la pulpa dental (Winiewska, 2021).
Por lo cual revisar la evidencia actual sobre la existencia de Vasos linfaticos en Pulpa dental
parece relevante para comprender la resolucion de la inflamacion pulpar. En este estudio
se realizé una revisién Narrativa de la Literatura, para la cual se aplicé una metodologia
ordenada para la busqueda y seleccién de los articulos revisados. Sobre procesos
linfangiogénicos, la literatura carece de evidencia concluyente de que se puedan formar
vasos linfaticos en la pulpa dental (Winiewska 2021). Se esperaria extrapolando lo que
sucede en otros tejidos, que la linfangiogénesis ocurriria en una pulpa inflamada, si se
define esta, como el desarrollo de vasos linfaticos a partir de los ya existentes, tal
mecanismo solo es posible cuando los vasos linfaticos estan presentes en los dientes
sanos, por lo cual sigue siendo importante definir esto y a la luz de lo investigado, los
estudios no son completamente concluyentes, siendo dispares en sus resultados y aun
controversial entre investigadores definir la presencia de vasos linfaticos en pulpas de
dientes sanos (Bernick and Patek, 1969), (Bernick, 1977), (Berggreen et al., 2009),
(Pimenta et al 2003) (Marchetti, 2002; Pimenta et al, 2003) (Gerli et al., 2010) (Martin et al
2010), (Berggreen et al 2020) , (Wisniewska et al., 2022).
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2. INTRODUCCION

Los factores ambientales juegan un papel critico en la inflamacion de la pulpa dental, en
este aspecto se ha descrito a la infeccion bacteriana como el factor etiolégico mas

importante en activar el proceso inflamatorio pulpar (Trope, 2008).

Luego de iniciado el proceso de inflamacién, su balance con el proceso de reparacion
determinaria el resultado de una pulpitis (Hui, 2017). Por esto se describe que tanto la
inflamacién como la resolucion de ella median la reparacion pulpar (Golberg, 2008, Cooper,
2017). Se considera como prerrequisito para la reparacién de tejidos pulpares (Golberg,
2017) que se inicie el proceso inflamatorio, sin embargo, la resolucién de éste en el cuerpo

humano ha sido menos estudiada que su inicio (Headland, 2015).

A su vez la persistencia de la inflamacion se ha indicado como la patogénesis de varias
enfermedades en donde parece existir una disfuncion en la capacidad del tejido para
retornar a un fenotipo preinflamatorio (Headland, 2015). Y tanto en el inicio de la inflamacién
como en la resolucion de ésta el sistema linfatico juega un rol crucial activo en todos los
6rganos donde se encuentra presente (Marchetti, 1990, Alitalo, 2007, Headland, 2015). En
otros tejidos, si el estimulo persiste sin ser controlado y la inflamacion se sostiene y la
neoformacién vascular no logra oxigenar y nutrir tejidos, se genera un colapso del sistema
de retorno vascular con el resultado de acumulacién de mediadores inflamatorios, liquido y
plasma, produciéndose una necrosis caracterizada por la coagulacién de proteinas

intracelulares debido a un bajo nivel de oxigeno (Caviedes -Bucheli, 2016).

Debido a que la pulpa se encuentra en una cavidad rigida dada por la dentina circundante,
el control de la presidn tisular dentro de ella juega un rol muy importante (Kim 1985, Chien,
1985, Berggreen, 2020). Los componentes claves en la inflamacion de la pulpa son la
microcirculacién y la actividad de los nervios sensoriales. Una injuria de la pulpa puede
activar los nervios sensoriales para la liberacion de neuropéptidos, que provocan una
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alteracion de la hemodinamica mediada por citokinas (Kim 1990, Yu, 2007). Lo anterior
contribuye a la respuesta vascular inicial frente a la caries. A su vez los procesos de
angiogénesis tienen una relevante funcion en la reparacion de heridas cuando exista una
injuria pulpar (Hui, 2017) lo cual también se observa en otros érganos como la piel (Alitalo,

2007).

La inflamacion genera un aumento transitorio de la presion del tejido intersticial y un flujo
de liquido dentinario hacia el exterior. Se ha descrito que si la pulpa esta sana, el exceso
de liquido intersticial resultante de la inflamacion transitoria se absorbera en el sistema
circulatorio o linfatico a través de mecanismos de prevencion del edema (Hahn and Liewher,
2007) pero las funciones del sistema linfatico en la pulpa dental no se entienden
completamente aun, dado que persiste la controversia frente a la existencia y localizacion
de los vasos linfaticos intrapulpares y mas aln sobre la existencia de procesos de
neovasculogénesis dentro de la pulpa dental (Winiewska, 2021). Por lo cual suponemos
que si se determina la existencia de Vasos linfaticos en Pulpa dental, este sistema podria

tener un rol vital en este érgano.

Durante anos y por distintos medios se ha investigado la presencia de vasos linfaticos en
pulpa dental, la cual se describe en la literatura clasica (Bernick and Patek, 1969), (Bernick,
1977), sin embargo, investigadores antes y ahora ponen en duda su real presencia en el
6rgano dental debido a que es dificil distinguirlos de vasos sanguineos por los medios de
microscopia oOptica convencional. Es por esto que ultimamente destacan los estudios
realizados por medio de la inmunohistoquimica con marcadores anti-proteinas especificas
para sistema linfatico, siendo a veces contradictorios sus resultados respecto a la presencia
de microvasculatura linfatica en el 6rgano pulpo dentinario dado que utilizan distintas

metodologias y distintas especies (Winiewska, 2021) (Winiewska, 2022).



Recientemente se han investigado los procesos de linfangiogénesis en otros érganos y
cémo su desregulacion se relacionaria con enfermedades que afectan distintos sistemas
(Alitalo 2005, Alitalo 2011) (Stritt, 2021) Por lo cual comprender si existen procesos
linfangiogénicos en la pulpa dental relacionados a procesos inflamatorios o degenerativos

parece interesante de investigar.

La presenta revision narrativa tiene como objetivo realizar una busqueda estructurada de la
literatura cientifica respecto a la presencia de vasos linfaticos en pulpa dental e investigar
sobre la existencia de procesos linfangiogénicos dentro del complejo pulpodeninario y asi
comprender mejor el estado del arte sobre el papel de los vasos linfaticos en el proceso

inflamatorio de la pulpa.



3. MARCO TEORICO

Para la construccion de este marco teérico se utilizaron estrategias de busquedas que
combinan la literatura clasica de Libros y la busqueda estructurada de la literatura cientifica

por tema, metodologia que se incluye en los materiales y métodos por tema y subtema.

3.1 Sistema Linfatico

3.1.a. Anatomia, funcién y generalidades

El Sistema linfatico (Figura 1) tiene un rol critico en la homeostasis de fluidos, en la
inmunidad y en la absorcion de lipidos (Betterman and Harvey, 2016) (Kazenwadel and

Harvey, 2016) (Petrova and Koh, 2020).

Una vasculatura linfatica funcional es un requisito para complementar al sistema de
circulacion sanguineo cerrado y de alta presion que esta presente en vertebrados (Breslin,
2014) (Breslin et al., 2018), el cual se encuentra ausente en invertebrados (Venero

Galanternik et al., 2016).

A diferencia del sistema sanguineo el sistema linfatico es considerado un sistema
semicircular abierto de baja presiéon (Andrade and Jacomo, 2007). Este sistema se ha
conservado en las especies de vertebrados, desde el pez al ser humano, tanto a nivel
estructural como molecular, existiendo multiples patologias asociadas a la vasculatura
linfatica que abarcan desde el linfedema, las metastasis tumorales, enfermedades
inflamatorias, hipertension, obesidad y glaucoma (Kazenwadel and Harvey, 2016) ,
(Pollmann, Hagerling and Kiefer, 2014), (Betterman and Harvey, 2016) Galanternik, 2016,
(Scallan et al., 2016). Es asi como se puede rescatar la importancia de los vasos linfaticos
en varios procesos como: la regulacion de los procesos inflamatorios, modular la presién

sanguinea, la absorcion de lipidos, mediar el transporte de colesterol y en la respuesta
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inmune (Chen Y. 2014) (Berggreen and Wiig, 2014) y por ende la relevancia que tiene su

investigacioén en los distintos tejidos y érganos, a nivel estructural como también funcional.

Encéftalo
V. yugular interna A. carétida comin
Pulmén derecho f Pulmén izquierdo
\ ) / Tronco pulmonar

V. pulmonares derechas o
. f V. pulmonares izquierdas
V. cava superior

Alrio izquierdo
Atrio derecho

Aorta
Ventriculo derecho
V. cava inferior Ventriculo izquierdo
V. hepéticas A. hepética

Higado
V. linfdticos — ™ '

Intestino
V. porta hepética

A. masentérica !
V. renal derecha superior
Rifon derecho A. renal derecha
Vénulas Arteriolas

Figura 1. Esquema del sistema circulatorio en humanos. El sistema linfatico se encuentra
representado en verde. Los vasos linfaticos originados en los tejidos, desembocan en el
sistema circulatorio en el torrente venoso, devolviendo la linfa al torrente sanguineo a nivel

de vena subclavia izquierda (Pro6 Ted, 2012)

El sistema linfatico fue primero reconocido en el siglo XXVII por Gasparo Aselli. En el afio
1622 éste describe los lacteales, los cuales correspondian a vasos linfaticos mesentéricos
(Foster, 1996). Estos descubrimientos ocurren mas o menos al mismo tiempo que
descripciones mas detalladas del sistema circulatorio (Andrade, 2007) (Morfoisse and Noel,

2019). Muy anterior a eso Aristételes ya habia descrito los vasos linfaticos como fibras que
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contienen un fluido incoloro, las cuales se localizaban entre los vasos sanguineos y los
nervios. Aproximadamente en el afio 1860 Virchow propone que los nédulos linfaticos

podian tener una funcidon como barrera en la diseminacion del cancer (Foster, 1996).

La anatomia de los vasos linfaticos fue casi completamente caracterizada a principios del
siglo XIX, sin embargo, el conocimiento y entendimiento del sistema linfatico ha tenido un
crecimiento mas lento respecto al progreso en el conocimiento del sistema circulatorio,
donde los esfuerzos de los investigadores se enfocaron en mayor medida inicialmente (M.A.

Swartz, 2001, Breslin, 2019).

Dada la morfologia de los capilares linfaticos (Figura 2 y 3), se ha descrito su rol en facilitar
la invasion de células tumorales como es el caso del melanoma, dichas células se adhieren
a la fibronectina del espacio extracelular donde se anclan las células endoteliales linfaticas,
las cuales al no estar protegidas por una lamina basal continua a diferencia de los vasos
sanguineos permitirian la invasiéon tumoral (Duenne, 2000, Galanternik, 2016, Petrova,

2020).

Poros

/\\ }wﬁ\
Capilares
linfaticos /
Lintatico

colecior

Figura 2. Estructura de los Capilares Linfaticos iniciales (Extraido de Guyton y Hall, Tratado

de Fisiologia, Edicion 2005).
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En el sistema circulatorio la sangre viaja desde las arteriolas a pequefios capilares, donde
las proteinas y los fluidos son forzados hacia el espacio intersticial, gran parte de este
exudado es reabsorbido luego en las vénulas post capilares. Sin embargo, debido a la
presion osmotica resultante de la extravasacion proteica, queda un pequefio flujo de fluido
fuera de la vasculatura. Este exceso de fluido por conveccién segun la Ley de Starling (Stritt,
Koltowska and Makinen, 2021), (Berggreen, 2014) es llevado por medio del intersticio a los
linfaticos iniciales, los que dada sus caracteristicas anatdmicas mencionadas previamente
son libremente permeables a macromoléculas, por lo que cumplen un importante rol en

mantener la presion osmética e hidrostatica en el espacio tisular (Morfoisse, 2019).

En los seres humanos, este sistema filtra desde 8 a 12 litros de liquido y proteinas por dia,
los que de otro modo se acumularian en los compartimentos extravasculares en vez de
devolverse al torrente sanguineo (Scallan, 2016). La salida neta de fluidos y por lo tanto el
flujo neto de linfa es de aproximadamente 100-500 veces menor que la tasa de flujo de la

sangre. (Goswami et al., 2020)

Se describe la existencia de vasos linfaticos en todos los tejidos donde existe circulacion

sanguinea excepto en las cérneas, en la placenta y en el cerebro (Andrade, 2007).

En este aspecto es curioso mencionar que el parénquima cerebral estaria libre de vasos
linfaticos, donde las funciones de drenaje de detritus y productos de desecho se realizarian
a través de una via llamada Glinfatica (Petrova, 2020). El cerebro humano entonces es un
6rgano que no depende de los vasos linfaticos para el drenaje del fluido extracelular, ya
que drena a través de los espacios Virchow-Robin y a través de un flujo cerebroespinal

(Kumar. G.S., 2015)

Como se observa en la Figura 2 y 3 las células endoteliales linfaticas de los capilares

iniciales se encuentran ancladas a la matriz extracelular circundante por pequefios
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filamentos, los cuales se insertan en la membrana plasmatica de la célula endotelial (Alitalo,

2005).

Céiulas endoteliales S Valvulas

el o

Filamentos de anclaje

Figura 3. Estructura de los capilares linfaticos que permite el paso de sustancias de alto
peso molecular hacia la linfa, filamentos de anclaje y valvulas (Guyton y Hall, Tratado de

Fisiologia, 2005).

Los capilares linfaticos absorben el liquido intersticial para formar linfa. EI mecanismo de
formacion de linfa involucra valvulas microscopicas de una via ubicadas en las uniones

entre las células endoteliales linfaticas iniciales.

Los vasos colectores y los troncos linfaticos presentan una estructura anatémica similar a
las venas, aunque sus tres capas, intima, media y adventicia, son mas delgadas y tienen
una separacion menos evidente que las observadas en el sistema venoso. Poseen valvulas
semilunares mas numerosas e histolégicamente similares a las valvulas de las venas,
formadas por pliegues de endotelio, musculo liso y tejido conectivo. En la confluencia del
sistema linfatico al torrente sanguineo a nivel de la vena subclavia existe una valvula que

evita el flujo retrégrado desde el sistema sanguineo al sistema linfatico (Andrade, 2007)

Anatomicamente el sistema linfatico en el cuerpo humano esta constituido de los vasos y

de los nédulos linfaticos (Figura 8), los vasos linfaticos se encuentran en el trayecto de los
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vasos hacia los nédulos y recogen la linfa desde todos los tejidos hacia los troncos

colectores (Alitalo, 2005).

Las caracteristicas anatomicas macroscopicas de los vasos linfaticos corresponden a las
siguientes: son blancos, se anastomosan entre si y poseen valvulas semilunares,
regularmente dispuestas por pares y siempre mas numerosas que en las venas. En el
intervalo entre valvulas la pared de ellos se dilata, lo cual da al vaso un aspecto moniliforme
(forma de rosario o cuenca). Los vasos linfaticos se dividen en superficiales (suprafasciales)
y profundos (subfasciales). Los ndédulos o ganglios linfaticos son masas de tejido linfoide
situadas en el trayecto de los vasos linfaticos, pueden ser de forma globulosa, aplanada,
alargada o reniforme. Sus dimensiones son variables, siendo algunos microscépicos,
mientras que otros alcanzan un volumen de 1 cm3. A menudo los noédulos se reunen en

grupos de 2 a 15 de ellos (Rouviere y Delmas, 2005).

Tal como se muestra en la Figura 4 cada nédulo recibe por una parte de su superficie vasos
linfaticos aferentes y de cada nddulo se emiten por el lado opuesto vasos linfaticos mas
voluminosos pero en menor numero llamados vasos linfaticos eferentes (Rouviere vy

Delmas, 2005).

Los ganglios o nédulos linfaticos funcionan en armonia para el desarrollo de la funcion
inmune, coordinados para proteger al cuerpo de las infecciones, ambos se forman en el
mismo marco de tiempo embriolégicamente, lo que se asocia al desarrollo de un sistema
linfatico funcional. Luego de una infeccion, las células presentadoras de antigenos
transportan los antigenos desde la zona de infeccién hacia los ganglios linfaticos, donde
presentan el antigeno a los linfocitos los que inician la respuesta inmune adaptativa (Van

Der Pavert, 2013).
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Una caracteristica interesante de los grandes vasos linfaticos y ganglios es su asociacion
con el tejido adiposo, que generalmente les rodea (Figura 4 y 5), se ha sefialado que este
tejido adiposo podria actuar como un reservorio de energia para impulsar la respuesta

inmunitaria local (Betterman, 2016).

El sistema linfatico en humanos segun su ubicacion topografica se puede dividir en tres:
superficial, profundo y visceral. El sistema superficial drena la piel y el tejido subcutaneo
mientras que el sistema linfatico profundo es el responsable del drenaje del tejido
subfascial. El sistema visceral también puede considerarse parte del sistema profundo.
Existen vasos perforantes que cruzan la fascia y conectan los sistemas superficial y

profundo (Andrade, 2007).

_"' ‘Directionof
i....... FluidiLymph Flow :

Venule ) {
¢t5o Adipocytes :

..................

Arteriole . ¥ 4 = R
: / Postnodal = &
; —— Collecting
 y//*Prenodal "\ Lymphatics

{9 ¥ Collecting
| Lymphatics

Initial i
Lymphatics

 From other lymph nodes

Figura 4. Esquema que muestra el flujo unidireccional de la linfa desde los linfaticos
iniciales, colectores prenodales o aferentes, nddulos linfaticos, colectores postnodales o
eferentes y troncos o ductos colectores linfaticos que retornan la linfa hacia el sistema

venoso a nivel de venas subclavias (Breslin, 2014).
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Hay cinco categorias de vasos en el sistema linfatico: los capilares, vasos colectores, nodos
linfaticos, troncos y ductos linfaticos, sus tamafos van desde los 10 um a los 2 mm de
diametro. Los troncos linfaticos drenan la linfa desde los nodos linfaticos a los ductos y los
ultimos son los que regresan la linfa al torrente sanguineo completando el circuito de

transporte de fluidos. (M.A. Swartz, 2001).

La primera categoria de vasos son los capilares linfaticos o también llamados iniciales o
terminales, generalmente tienen terminaciones ciegas, con un diametro de 10-60 um
compuesta por una sola capa de endotelio que tiene una membrana basal ausente o
discontinua, los capilares son no contractiles, pero tienen filamentos de fibras elasticas que
permiten la conveccion de fluido y por lo tanto facilitan el drenaje linfatico. Los vasos
colectores en sus paredes contienen musculo liso y valvulas unidireccionales, lo que
promueve la propulsién de linfa y evita el flujo retrdgrado como se ha mencionado

previamente. (Breslin, 2019).

Los ganglios linfaticos (Figura 4 y 5) consisten en un aglomerado de tejido linfoide rodeado
por una capsula de tejido conjuntivo denso y algunas fibras musculares lisas. Su estructura
interna esta formada por trabéculas que son extensiones de la cara interna de la capsula
que limitan los foliculos. Después de llegar al ganglio linfatico, la linfa fluye a través de su
espacio subcapsular y es filtrada por los senos trabecular y medular. Los ganglios linfaticos
estan dispuestas como cadenas que se encuentran en areas razonablemente constantes
del cuerpo y contienen un numero variable de ganglios; se estima que el nimero total de
ganglios linfaticos en humanos es de alrededor 600—700. La forma de los ganglios linfaticos
suele ser esférica o redonda, y puede variar considerablemente en tamafo, y pueden
alcanzar un diametro normal de hasta 1 pulgada (2, 54 cms.). Estructuralmente, tienen una

pequefia depresion llamada hilio y una superficie opuesta convexa (Andrade, 2007).
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Figura 5. Dibujo esquematico de un nédulo linfatico mostrando vasos aferentes entrando
por el seno marginal a través de la capsula del nédulo. Y los vasos eferentes emergen

desde el hilium del nédulo. Una arteria y una vena entran a través del hilio (Foster, 1996)

En la funcién inmunitaria los ganglios o nédulos linfaticos juegan un importante rol. Para
estos efectos, su estructura se puede dividir en tres regiones principales: la corteza, la
paracorteza y la médula. La corteza contiene células inmunitarias tipo B densamente
empaquetadas dispuestas en foliculos, mientras que las células T se acumulan en la zona
de la paracortical. Las células inmunitarias, tanto como las células dendriticas y las células
T, ingresan a los vasos linfaticos iniciales y se alojan en los ganglios linfaticos de drenaje a
través de multiples vasos linfaticos aferentes que vacian su contenido en los ganglios.
Luego el trafico de células inmunitarias sale de los ganglios linfaticos a través de los vasos

linfaticos eferentes (Betterman and Harvey, 2016).
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Figura 6. Estructura de ganglios linfaticos y diagrama de flujo de linfa aferente y eferente,

destacando células inmunitarias que viajan desde los tejidos a los ganglios.

En la boca segun Literatura clasica, existiria un drenaje de linfa desde lengua, mucosas,

encias y dientes segun Figura 7.
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Figura 7. Diagrama del drenaje linfatico de diferentes sitios de la cavidad bucal segun
Biologia de Orban, Edicidon 14°. 1. Encia maxilar (Nodulos submandibular y bucal), 2.
Dientes maxilares (N6édulo Submandibular), 3. Paladar duro (Nédulos cervical profundo y
retrofaringeo) 5. Lengua (Punta de la lengua hacia el N6dulo submental, 2/3 anteriores
hacia nédulos submandibulares y cervicales profundos bajos, lengua posterior hacia
nodulos superiores cervicales profundos) 6. Dientes mandibulares (Incisivos hacia ndédulos
submentales o mentonianos, caninos, premolares vy molares hacia nddulos
submandibulares) y 7. Encia mandibular (bucal o vestibular drena hacia ndédulos
submandibulares, lingual hacia nédulos anteriores y submandibulares y encia mandibular

de molares drena hacia nddulos profundos cervicales).

3.1.b Sistema Linfatico y su Relacion con el proceso de inflamacion

La Inflamacién corresponde a una respuesta biolégica estrictamente regulada y se produce
frente a estimulos externos e internos. El objetivo de dicha respuesta es eliminar una noxa,

inhibir su posterior diseminacion y eventualmente reparar el tejido dafado.

La inflamacion puede ser inducida por agentes fisicos, quimicos y/o por microorganismos
patégenos. Semiolégicamente los signos tipicos o cardinales de la inflamacion son: rubor
(enrojecimiento), calor, tumor (hinchazoén), dolor y la pérdida de funcion (function laesa)

(Mouta and Heroult, 2003), (Wilting et al., 2009), (Schwager and Detmar, 2019).

También se describe a la inflamacién como una respuesta localizada protectora que se
genera frente a una lesion tisular (bacteriana, viral, quimica, fisica o por radiacion) con la
funcion de destruir, diluir o bloquear el agente infeccioso y reparar el tejido lesionado
(Saharinen et al., 2004), (Mouta and Heroult, 2003). Importante es sefialar que para que se
produzca la inflamacién, se deben activar procesos angiogénicos (formacién de nuevos

vasos sanguineos) asi como procesos linfangiogénicos (formacion de nuevos vasos desde
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la vasculatura preexistente) en el tejido afectado (Schwager and Detmar, 2019), (Liao and

von der Weid, 2015) ,(Ran and Wilber, 2017), (Saharinen et al., 2004).

El papel y las respuestas de los vasos sanguineos en la inflamacion esta bien caracterizada,
asi mismo los vasos linfaticos juegan un rol a lo largo de las tres fases de la respuesta
inflamatoria: inicio, progresién y resolucion (Mouta and Heroult, 2003) (Alitalo, 2011),

(Schwager and Detmar, 2019).

La inflamacién es parte de un proceso fisioléogico de reparacion de danos, sin
embargo, cuando este proceso no se controla y la inflamacion se propaga, pierde su
funcion reparadora e incluso puede causar dafos, por lo tanto su regulaciéon es

importante (Ji, 2007).

La vasculatura linfatica regula la respuesta inflamatoria al influir en el drenaje del liquido
extravasado y al transportar tanto mediadores inflamatorios como células inmunitarias
(leucocitos y células presentadoras de antigenos: como las células dendriticas), jugando a
la vez un importante rol en la funcion del sistema inmune (Aebischer, Lolyeva and Halin,

2014) (Kim, Kataru and Koh, 2012; Liao and von der Weid, 2015).

Los principales microorganismos patdgenos desencadenantes de respuestas inflamatorias
son las bacterias, virus, hongos y parasitos (Schwager, 2019. Wilting, 2009. Angeli, 2006).
Ademas de los patdgenos, también se generan respuestas inflamatorias a estimulos
nocivos originados por sustancias quimicas, células cancerosas, dafio fisico (radiacion,

quemaduras) y dafio mecanico a los tejidos (Mouta, 2003).

Se describen procesos inflamatorios hiperagudos, agudos y crénicos. Una inflamacion
hiperaguda causa rapidamente la muerte debido a la masiva destruccién de érganos o por
shock circulatorio. Una inflamacion aguda comienza rapidamente, pero cuando no hay

complicaciones asociadas, es seguida inmediatamente por una vuelta a la normalidad y
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homeostasis. Sin embargo, una inflamacién aguda puede dar lugar secundariamente a un
proceso de inflamacion cronica, descrita principalmente de manera histolégica como un
tejido de granulaciéon complejo con una zona de reabsorcion que contiene gran cantidad de

macrofagos, histiocitos y células epiteloides (Wilting, 2009).

Las noxas sefialadas activan las paredes de los vasos, generandose la liberacién de
leucocitos que desencadenan una plétora de sefales pro-inflamatorias. Las moléculas
generadas varian dependiendo del estimulo y el sitio de la lesion (Mouta, 2003). La mayor
parte de lo que se sabe acerca de los mecanismos de inflamacion proviene de estudios en
entornos cutaneos (Schwager, 2019). Minutos después de la exposicién a lesiones, se
genera una dilatacion de los capilares y aumento del flujo sanguineo, mientras que ciertos
cambios estructurales permiten tanto el escape de proteinas plasmaticas del torrente
sanguineo que promueven la formacion de exudado y edema, asi como la transmigracion
de leucocitos a través del endotelio para su acumulacion en el sitio de la lesion (Mouta,

2003).

Una lesidon a un tejido da como resultado la liberacion de mediadores quimicos y la
activaciéon de efectores celulares. Se produce edema el que determina aumento de
volumen como resultado de las acciones de histamina, bradicinina, leucotrienos,

componentes del complemento, sustancia P y el factor activador de plaquetas.

La naturaleza del edema depende del tipo y la intensidad de la lesién. En un traumatismo
mecanico, por ejemplo, los tejidos pueden aplastarse y lacerarse con rotura generalizada

de los vasos sanguineos, lo que provoca un derrame de sangre en los tejidos vecinos.

En aquellas lesiones como quemaduras térmicas o quimicas e infecciones bacterianas o
virales en las que generalmente hay poca o ninguna ruptura de los vasos sanguineos los

mediadores que provocan la inflamacion se activan de otra manera (Ji, 2007).
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El edema se debe casi en su totalidad a una exudacion de una sustancia rica en proteinas
y liquido a través de la pared capilar. Proteinas y material particulado en el liquido tisular
pueden entrar mas facilmente a los vasos linfaticos iniciales como linfa para ser
transportada al ganglio linfatico mas cercano. Esto se aplica también a bacterias, virus y
toxinas, y varias células inflamatorias (Alitalo, 2011). Ademas, independientemente de la
intensidad de la lesion, las respuestas inflamatorias y edematosas varian segun su
localizacién, lo que, por tanto, se explicaria por la existencia de una susceptibilidad

diferencial especifica segun el tejido afectado (Schwager, 2019).

Tal como se muestra en la Figuras 1 y 2, durante el proceso de inflamacion, los vasos
linfaticos experimentan un agrandamiento pronunciado en el tejido afectado y muestran una
mayor fuga o extravasacion de liquido extracelular, lo que indica una funcionalidad reducida

(Schwager, 2019).

Sin embargo, la linfangiogénesis en entornos inflamatorios facilita la resolucién del edema
tisular y promueve la movilizacion de macréfagos y células inmunitarias (Alitalo, 2011)

(Aebischer, lolyeva and Halin, 2014) (Schwager, 2019).
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Figura 1. llustraciéon Esquematica de los cambios que ocurren en la estructura linfatica
durante la inflamacién. En esquema A: sistema linfatico en normalidad. Esquema B: sistema
linfatico durante procesos inflamatorios, donde se observa linfangiogénesis a nivel tisular y

dificultades en la capacidad contractil de los vasos colectores linfaticos hacia los nddulos

(Liao y Van der Weid 2014).

Los cambios bruscos en los vasos linfaticos se asocian con una inflamacion tisular aguda,
como la que se produce en una infeccién bacteriana. Los vasos linfaticos sirven como
conducto principal para que los antigenos solubles y células presentadoras de
antigenos viajen desde los tejidos periféricos a los ganglios linfaticos y a otros

organos linfoides secundarios (Tammela, 2010, Mouta, 2003, Kim, 2012).

Leucocitos (células dendriticas, macréfagos, neutrofilos, mastocitos, linfocitos T y B, células
plasmaticas y células Natural Killer NK) son las células efectoras de este mecanismo de

defensa; por lo general, llegan al sitio lesionado a través de los capilares sanguineos y
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viajan a los ganglios o nddulos linfaticos a través de vasos linfaticos aferentes (Mouta,

2003).

En el sitio de la injuria citoquinas proinflamatorias inducen la expresion de factores de
crecimiento como el VEGF-C en varios tipos de células (Wilting, 2009; Angeli, 2006). Las
citoquinas son importantes proteinas para el control de procesos homeostaticos, actuando
en la regulacién del sistema inmune asi como en el proceso de inflamacién. Estas
corresponden a polipéptidos pequefios de 70 a 100 aminoacidos, que se configuran en una
estructura terciariay se dividen en varias subfamilias segun las variaciones en su estructura
cuaternaria y residuos criticos de cisteina Los linfaticos pueden ser la fuente de las
citoquinas, como también pueden expresar sus receptores o realizar ambas funciones.
Ademas los vasos linfaticos actian como un conducto que permite el flujo de dichas
citoquinas, por lo que la interaccion entre sistema linfatico y citoquinas es un constante

(Farnsworth et al., 2019).

El dafo tisular y la necrosis dentro del tejido inflamado activa macréfagos tisulares
residentes, queratinocitos epidérmicos, células endoteliales, células estromales vy
monocitos para liberar los mediadores de la maduracion de células dendriticas residentes

(derivadas de la médula 6sea) como prostaglandinas, IL-1B y TNF a (Mouta, 2003).

Las células dendriticas (CD) que corresponden a células presentadoras de antigenos y que
se encuentran en el tejido periférico, son estimuladas a madurar por distintas sefales
originadas por los patégenos, tales como productos microbianos y productos de origen
viral: LPS, DNA o dsRNA (Angeli and Randolph, 2006), los que estimulan los receptores
Toll-Like que se encuentran en la superficie de ellas, lo que induce la generacién de
citoquinas proinflamatorias ya sefialadas: TNF- a e IL1[, junto con la expresién de un
patron distinto de receptores de citoquinas en su superficie (disminucidon o aumento de

expresion) (Angeli, 2006, Maby-EI Hajjami , 2008), (Platt and Randolph, 2013). En el
25



esquema de la Figura 2, se observa el proceso de migracion de CD durante la inflamacién
desde el tejido injuriado a los ndédulos linfaticos (NL), esquematizandose el rol del sistema

linfatico para el transporte de las CD maduras como respuesta a noxas bacterianas.

En la fase secundaria de la respuesta, los propios leucocitos se activan dentro del tejido
inflamado. Los monocitos circulantes son reclutados en grandes numeros en el tejido
inflamado y habiendo absorbido el antigeno se desarrollan en células dendriticas, su
maduracién también involucra IL-4 derivada de mastocitos para este proceso (Tammela,
2010). Se ha observado que tras la maduracién de las CD dérmicas e intestinales, el
receptor CCR7 les confiere capacidad de localizacion de ganglios linfaticos (sélo los
linfaticos capilares y las vénulas endoteliales altas expresan el ligando CCR7 y CCL21) lo
que les permite su viaje desde los tejidos inflamados a los NL a través de los capilares

linfaticos (Mouta, 2003, Farnsworth 2019).

INFLAMMATION

Lymph node conditioned

oty T LES by recent inflammation

Lymphangiogenesis ++

|

DC migration DC migration
through lymphatics through lymphatics

\ Priming of /

adaptive immunity

Figura 2. Se esquematiza la activacién y migracion de CD desde los tejidos periféricos por
mediadores inflamatorios hacia los nédulos linfaticos (NL) a través de los vasos linfaticos

aferentes.

Los mediadores inflamatorios como TNF, IL1 y LPS actian rapidamente para inducir la

migracion de CD desde la periferia de los tejidos a los NL. Una linfangiogénesis sostenida
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en el tiempo por dias permite una migracién mas robusta de DC a los NL (Angeli and
Randolph, 2006). También se describe que existen mecanismos de intravasacion o

diapédesis de CD a través del endotelio linfatico (Mouta, 2003)

Curiosamente, la acumulacion anormal de CD ha sido notada en algunas condiciones
inflamatorias crénicas como la artritis reumatoide, enfermedades inflamatorias cronicas y

en ciertas enfermedades linfoproliferativas (Mouta, 2003, Angeli, 2006).

Los vasos linfaticos parecen estar también regulados por moléculas de adhesion celular
como CLEVER-1 y receptor de manosa 1. Se ha descrito un mecanismo por el cual el
endotelio linfatico inflamado es capaz de atenuar la maduracion de células dendriticas a
través de la interaccion de CD11b con el receptor ICAM-1 en las células endoteliales
linfaticas, lo que da cuenta del proceso de modulacién de la inflamacion y respuesta

inmune mediado por dichas citoquinas (Tammela 2010, Farnsworth 2019).

Las células presentadoras de antigenos llegan primero al seno subcapsular de los nédulos
linfaticos (NL) y luego pasan a la paracorteza donde se agregan alrededor de vénulas de
alto endotelio (VAE). Esta localizacion permite que las células dendriticas presenten los
antigenos periféricos recientemente adquiridos a las células B y T que se reclutan desde la

sangre (Tammela and Alitalo, 2010) (Maby-El Hajjami, 2008).

Los linfocitos T y B activos expresan citoquinas de receptor CCR7 mediante la produccién
de su ligando CCL21 (también llamada citoquina linfoide secundaria, SLC). Las células T
positivas para CCR10 son guiadas hacia los vasos aferentes por una subpoblacién de
células endoteliales linfaticas que expresan niveles bajos de podoplanina y CCL21 pero
altos niveles del ligando CCR10 y receptor de antigeno del grupo sanguineo Duffy para
citoquinas (DARC), la interaccidon de dichas citoquinas y las células inmunes se diagrama

en la Figura 4 (Tammela 2010), (Farnsworth et al., 2019)
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Figura 3. Se muestran los cambios estructurales y anatomicos de la vasculatura linfatica
durante los procesos inflamatorios y los lugares de linfangiogénesis inducida por

inflamacion en el tejido periférico injuriado y en los ndédulos linfaticos (Aebischer, 2014).

La linfangiogénesis transitoria que ocurre en paralelo con la angiogénesis contribuye
de manera crucial al proceso de curacion de heridas y es un proceso regulado por
sefalizacion molecular, entre otros factores el Factor de crecimiento endotelial C (VEGF-
C), que es liberado por plaquetas activadas y macréfagos reclutados durante la hemostasia
permite un brote de células desde los vasos linfaticos existentes en el borde de la herida.
La producciéon de VEGF-C y VEGF-D esta asociada con la activacion inflamatoria de
macroéfagos reclutados durante la inflamacion y lo que puede impulsar la
linfangiogénesis en tejidos en condiciones inflamatorias. Las propias LEC secretan

citoquinas que pueden influir de forma autocrina y/o paracrina en la linfangiogénesis y en la
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respuesta inmunitaria, como por ejemplo la expresion del ligando 8 de quimiocina (CXCL8)

(Stritt, 2021).

Los macrofagos secretan factores angiogénicos y linfangiogénicos, incluidos los factores
de crecimiento endotelial tipo C Y D (VEGF-C y VEGF-D). El factor de crecimiento VEGF-
C es quimiotactico para macréfagos y su receptor VEGFR-3 se expresa en una fracciéon
de monocitos de la sangre y tejidos periféricos. Los leucocitos activados secretan VEGF,
cuya expresion es inducida por hipoxia y el cual tiene un rol en la angiogénesis tumoral.
VEGF es quimiotactico para macrofagos y aumenta la migracion transendotelial de

leucocitos (Saharinen et al., 2004), (Stephens and Liao, 2018).
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Figura 4. Estructura y funcion de vasculatura linfatica en normalidad y linfedema (A),
durante la inflamacién (B) y en procesos tumorales (C). En B se observan diagramadas las
células proinflamatorias que actuan en el sitio de la inflamacion, junto a las citoquinas y
factores de crecimientos mas relevantes en el inicio y progresion de la inflamacién en el

sitio de inflamacién y en NL (Maby-El Hajjami, 2008).
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3.1.c Procesos Linfangiogénicos

En la edad adulta se sabe que la linfangiogénesis ocurre sdélo durante ciertas circunstancias
patoldgicas tales como la inflamacion, la reparacion de tejidos, la cicatrizacion de heridas y
en los crecimientos tumorales, todas condiciones asociadas con una neovascularizacion
rapida (Tammela, 2010) (Saharinen et al., 2004). Anteriormente se pensaba que la
linfangiogénesis solamente podia originarse desde brotes de vasos linfaticos existentes, sin
embargo, actualmente se discute si la linfangiogénesis depende exclusivamente de la
proliferacion local de CELs o si los progenitores endoteliales circulantes pueden contribuir
directamente a la formacion de vasos linfaticos, proceso al cual se le ha nombrado

linfovasculogénesis (Kim, 2012).

La linfangiogénesis es un proceso menos frecuente en adultos, siendo ampliamente
observado durante la embriogénesis, sin embargo, tal como se senalaba su
activacion en adultos esta restringida a estados patolégicos o reparativos (Saharinen
et al., 2004), (Ran and Wilber, 2017). Por ejemplo: un dafo irreparable en la pared de los
vasos linfaticos originado por el nematodo Wuchereria bancrofti, desencadena linfedemas
desfigurantes en las personas afectadas, dada la alteracion de la funcion linfatica de
manera irreversible y la nula capacidad de retorno del liquido extravasado, dicha

enfermedad deja de manifiesto la importancia de la vasculatura linfatica (Mouta, 2003)

En algunos contextos patoldgicos, la estimulacion de la linfangiogénesis puede ser
beneficiosa al ayudar a la resolucion del edema, la eliminacién de células inmunitarias
dafiinas y el suministro de células inmunitarias que promueven la curaciéon. En otros
contextos, la linfangiogénesis excesiva se asocia con la formacion de vasos disfuncionales

que contribuyen al edema cronico y la fibrosis asociada. (Stritt, 2021)
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La linfangiogénesis continua y la remodelacién de los vasos linfaticos estan asociados a

patologias como edema, inflamacion y metastasis tumoral. En procesos inflamatorios y

autoinmunes se ha considerado que los vasos linfaticos cumplen una funcién agravante, ya

que como parte del brazo efector de la respuesta inmune, aseguran el transporte eficiente

de material antigénico a la region de los ganglios linfaticos.

En la Figura 5 se enlistan una serie de mediadores de la actividad linfangiogénica con

actividad demostrada en vitro o en vivo, informacién relevante para comprender mas

adelante los estudios realizados para determinar presencia de linfangiogénesis en pulpa

dental y otros tejidos (Aebischer, 2014).

Mediator Lymphangiogenic Inviwra i l)
activity In wivo (2)
VEGEF-C - 1 &2
VEGF-A o+ 1 &2
LTx + 2
LTufs + 1 &2
IL-17 + 1 &2
IL-8 b 1 &2
(CXCLE)
HGF + 1 &2
IL-3 f 1
FGE-2 + | & 2
(BEGE)

LPS + 1 &2
CXCLI2 f 1 &2
SIF + 1 &2
TNFx - 1
IL-27 - 1
[FMz - 1
IFNy 182
TGFR - ] & 2
CXCL - 1

Figura 5. Mediadores de la actividad linfangiogénica con actividad demostrada en estudios

in vivo o in vitro segun muestra la tabla. (HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos, SIP:

Esfingosina-1 fosfato) Se ha demostrado la accion del factor de crecimiento en la regulacion

de células endoteliales linfaticas en experimentos con disefio in vitro (Aebischer, 2014).
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La expansion inducida de la vasculatura linfatica mejora la funcion linfatica, evaluada en
experimentos con drenaje de marcadores fluorescentes y células inflamatorias marcadas.
La capacidad de drenaje de los vasos linfaticos esta influenciada por la permeabilidad
vascular y la actividad de bombeo de los vasos, procesos mediados por la sefializacion de
VEGF-C/VEGFR-3, asi como por varios mediadores inflamatorios nombrados

anteriormente incluidos TNF-a, IL-1B , junto con el 6xido nitrico (Kim, 2012).
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T Leukocyte entry
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Figura 6. Proceso de linfangiogénesis extranodular (externo a ndédulo linfatico) e intranodal,

células inmunes, citoquinas y factores de crecimientos involucrados (Kim 2012)

Los antigenos solubles mas grandes pueden también llegar a los ganglios linfaticos a través
de la linfa, los que son capturados por células dendriticas y macréfagos residentes en la
region cortical para iniciar eventos tempranos de reclutamiento de células T (Tammela,

2010).
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CHRONIC INFLAMMATION
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Figura 7. Esquema de modelo de Inflamacion cronica y su relacién con fendmenos de

linfangiogénesis y fallas en la migracion de Células dendriticas (Angeli, 2006)

La migracién y maduracion de las CD durante el proceso de inflamacién es de vital
importancia, tal como se observa en la figura 7 se ha descrito que una funcion linfatica
impedida como en el caso del linfedema o en enfermedades que se relacionan con la
inflamacioén crénica (enfermedad de Chron, psoriasis, rechazo de érganos transplantados),
dificulta la migracion de las CD hacia los NL, impidiendo la resolucion del proceso

inflamatorio y exacerbando su presentacion (Angeli, 2006).

En condiciones inflamatorias, las moléculas de adhesién ICAM-1 y VCAM-1 se
sobrerregularon en células endoteliales linfaticas (Cimpean and Raica, 2015) . La salida de
los linfocitos depende de la expresién de un receptor acoplado a proteina G, la esfingosina-

1-fosfato 1 (S1P1) (Maby-EIl Hajjami and Petrova, 2008).

La esfingosina-1-fosfato (S1P) es un lipido bioactivo, sintetizado por esfingo kinasas, S1P1
es expresada en las células endoteliales linfaticas y se ha demostrado que estimula la
linfangiogénesis in vitro, asi como en un modelo de ratén. Se sugiere que S1P regula la
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maduracién de los vasos linfaticos ya sea directamente o por mecanismos mediados por

linfocitos (Tammela, 2010)

Lymphatic vessel inhibition

Inflamed skin
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& CDB*T cells
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B Lymphatic vessels

L J E Epidermis i

Reduced inflammation D Dermis Aggravated inflammation
Reduced edema Increased edema

Decreased epidermal thickening Increased epidermal thickening
Less inflammatory infiltration Maore inflammatory infiltration
Increased drainage Decreased drainage

Figura 8. Efectos de la estimulacién o inhibicion de vasos linfaticos durante la inflamacion

de la piel (Schwager, 2019).

Como se observa en la Figura 8, durante la inflamacion de la piel, se observa la importancia
de los vasos linfaticos en el inicio de la respuesta inflamatoria asi como también para la
resoluciéon de esta, observandose un agravamiento del edema y del proceso inflamatorio
cuando se inhiben las funciones de los vasos linfaticos. La promocién de la linfangiogénesis
tiene un importante rol en la resolucion de la inflamacion pudiendo ser esto clave en nuevos
acercamientos terapeuticos para patologias en donde existen patrones de inflamacion
croénica (Schwager, 2019). En otros estudios, al Interferir con la expansién linfatica al
bloquear el eje de sefalizacion del factor de crecimiento endotelial vascular C (VEGF-C) se
exacerba la inflamaciéon en una variedad de modelos de enfermedades, incluida la
enfermedad inflamatoria intestinal, la artritis reumatoide y la inflamacién de la piel. Por el

contrario, se ha demostrado que la estimulacion de la vasculatura linfatica, por ejemplo,
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mediante sobreexpresion viral o transgénica, asi como inyecciones locales de VEGF-C,
reduce la gravedad de la inflamacién en modelos de las mismas enfermedades antes

mencionadas (Tammela, 2011).

Sin embargo todo lo anterior, aun se necesita una mejor comprension de los mecanismos
que promueven la linfangiogénesis funcional, inhiben la linfangiogénesis excesiva o inducen
la regresion los vasos linfaticos anormalmente desarrollados para la creacién de terapias

pro y anti-linfangiogénicas efectivas (Stritt, 2021)

3.2 Complejo Pulpo Dentinario

3.2. a Generalidades
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La pulpa dental y la dentina funcionan como una unidad. Los odontoblastos (Figura 1),
secretan la predentina que luego se transformara en dentina y se localizan en la periferia
del tejido pulpar produciendo extensiones hacia la parte interna de la dentina, las que se
denominan procesos odontoblasticos (Trowbridge HO, Kim S, 1998), (Nanci, A. 2018),
(Orchardson and Cadden 2001). La dentina es una de las primeras manifestaciones dentro
de la evolucion de las especies de una matrikz extracelular basada en colageno

mineralizado (Couve, Osorio, and Schmachtenberg 2013).

La dentina no existiria de no ser producida por los odontoblastos y la pulpa dental depende
de la proteccion ofrecida por la dentina y el esmalte en una cavidad rigida aislada del medio
oral (Kritikou, 2021). Asi mismo la dinamica integrada entre la pulpa y la dentina implica
que injurias producidas en la dentina pueden alterar los componentes pulpares, y a su vez
alteraciones de la pulpa pueden alterar la calidad y cantidad de dentina producida (Cohen).
Por todo lo anterior es importante entender ambos tejidos como un complejo en contintia
relacion (Mattuella, 2007), por lo cual se ha denominado su interaccién como Complejo
pulpo dentinario a pesar que sus componentes y su organizacion biolégicamente sean

distintas (Mattuella, 2007), (Kawashima, 2016)

Junto con una abundante red de fibras del nervio trigémino, el Complejo Pulpo-dentinario
constituye un érgano sensorial complejo que detecta y transmite cambios de temperatura,
estimulos mecanicos y de dolor, entendiéndose entonces como una unidad funcional que

actua en comunicacion (Couve, Osorio, and Schmachtenberg 2013).

3.2.b Origen embrioldgico
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La pulpa es un tejido conectivo de origen mesenquimatico y ectomesenquimatico, (Jontell,
1998) (Didilescu, 2013), (Tziafas, 2010), (Nancy, 2018), (Kritikou 2021), (Kerkis 2012). Sin
embargo, los odontoblastos que son las células secretoras de dentina derivan
embriolégicamente desde células de la cresta neural, la que da origen a la papila dental
(Tziafas, 2010, Yu, 2007). La cresta neural es una estructura que evolutivamente emerge

tempranamente durante la evolucién de los vertebrados (Couve, 2013).

Predentina

Microtibuio

% Vesicuia secretora

L ssoma
f B

Centriolo

Figura 1. Esquema de un odontoblasto totalmente desarrollado. RER: Reticulo

endoplasmatico rugoso (Nanci, A. 2018, Ten Cate Oral Histology).

3.2.c Zonas de la pulpa y Odontoblastos

El estrato mas externo de células de la pulpa dental esta compuesto por la capa de
empalizada de odontoblastos. Estas corresponden a células pos-mitéticas especializadas
organizadas en una empalizada celular continua que determina una interfase dentino-
pulpar, donde mantienen la aposicidén de predentina y dentina durante toda la vida de un
diente, proceso denominado dentinogénesis, que determina una funcién secretora de la

pulpa (Goldberg 1993, Couve, 2013, Cooper, 2017). Se le denomina células postmitéticas
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a aquellas que se hiperdiferencian y se salen del ciclo celular, por lo cual no sufren de
mitosis, un ejemplo de ellas, ademas de los odontoblastos son las neuronas (Goldberg,

2008).

Esta capa celular se localiza inmediatamente debajo de la predentina y se compone
principalmente de los cuerpos celulares de los odontoblastos, donde se encuentran ademas
finos capilares y fibras nerviosas, quienes forman un plexo en esta zona (Kritikou, 2021), tal

como se observa en la Figura 2. (Trowbridge HO, Kim S, 1998)
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F Ddontoblasto
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en calulas
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= Fibta narviosa
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Atterola

Figura 2. Representacion esquematica de la capa odontoblastica y la region
subodontoblastica de la pulpa (Extraido de Nanci, A, 2018, Cohen “Los Caminos de la

Pulpa”)

En la porcion coronal de una pulpa joven, los odontoblastos adoptan una forma columnar
alta. El apretado empaquetamiento de estas células delgadas produce la apariencia de una
empalizada (Kritikou, 2021), y de alli deriva nombre. Los odontoblastos varian en altura; en

consecuencia, sus nucleos no estan todos al mismo nivel y estan alineados en una matriz
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escalonada. Esto a menudo produce la apariencia de una capa de tres a cinco células de

espesor en los cortes de microscopia, lo que es un artefacto de imagen (Nanci, A, 2018).

Entre los odontoblastos hay pequeinos espacios intercelulares de aprox imadamente 300 a
400 A° de ancho. La capa de odontoblastos en la pulpa coronal contiene mas células por
unidad de area que en la pulpa radicular. Mientras que los odontoblastos de la pulpa coronal
madura suelen ser cilindricos, los de la porcién media de la pulpa radicular son mas cubicos.
Y en la zona del foramen apical los odontoblastos aparecen como una capa celular
aplanada. Dado que hay menos tubulos dentinarios por unidad de area en la raiz que en la
corona del diente, los cuerpos celulares de los odontoblastos estan menos abarrotados y

pueden extenderse lateralmente (Nanci, A, 2018).
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Figura 3. Odontoblastos de forma cilindrica en pulpa radicular. La zona rica en células

destaca poco en esta zona del diente (Trowbridge HO, Kim S, 1998).

Dentro de la pulpa se pueden observar microscopicamente zonas morfologicas
distinguibles, denominadas en orden de la periferia hacia el centro: capa Odontoblastica,
bajo ella esta la zona pobre o libre de células (Zona de Weil), bajo ella la zona rica en células
o zona de Héehl y en la parte mas interna se encuentra la pulpa central (Figuras 3 y 4)
(Trowbridge HO, Kim S, 1998), (Nanci, A, 2018), (Yu, 2007), Goldberg, 2008)).

39



apa
edontoblastica 'r! A
Zona pobre an células —

T L A [
Zﬂnulcuuno&ll.llu—._'b"‘-'{';i, - iy : L P L
L=y L) » . ey - ' g
- - et " . rs' . = & e . (L - g { s ?
N AN L . ol T . o W als % ‘-‘\.
RS e S P R oy i T e e
- ‘;' ) : :_ - :\' :_ ‘. _\ L] .-: J !lv' ';' i % :' i “' ) A "l & 4
. g F _'. B - X - ._| - - ’ 3
Pupacentral— * & =¢ =~ . - pde be N it -
- L3, PR S g
. -

Figura 4. Zonas Morfoldgicas de la pulpa madura (Nanci, A, 2018, Cohen: Los caminos

de la pulpa)

Figura 5. A. Fotomicrografia de bajo poder del complejo dentino pulpar. B. A mayor
aumento se observa la zona libre de células de Weil bajo la capa Odontoblastica, asi como

la zona rica en células cerca del centro de la pulpa (Nanci, A. 2018).
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Entre un odontoblasto y otro hay tres tipos de uniones de célula a célula especializadas:.
los desmosomas (0 macula adherente) ubicados en la parte apical de los cuerpos celulares

de los odontoblastos los que los unen mecanicamente (Yu, 2007, (Nanci, A. 2018).

Numerosas uniones comunicantes (nexos) proporcionan vias a través de las cuales pueden
circular impulsos eléctricos entre los odontoblastos (Yu, 2007). Estas uniones son mas
numerosas durante la formacién de la dentina primaria. También se han observado uniones
comunicantes y desmosomas uniendo odontoblastos a las prolongaciones de fibroblastos

que se encuentran en el area subodontoblastica (Avales- Vasquez, 2022).

Figura 6. Microfotografia electronica en donde se observan las uniones tipo hendiduras
(flechas) entre Odontoblastos en un molar de raton. B: Ampliacion de imagen de una unién

en hendidura tipica (Trowbridge HO, Kim S, 1998)

Las uniones estrechas (zonula occludens) se encuentran principalmente en la parte apical
de los odontoblastos de dientes jovenes. Estas estructuras cierran el espacio intercelular.
Y al parecer determinarian una permeabilidad de la capa de odontoblastos al restringir el
paso de moléculas, iones y fluidos (Nanci, A. 2018), lo que constituye una barrera defensiva
(Couve, 2013). El complejo de unién distal es un firme enlace entre los cuerpos celulares

lo que aisla la predentina del compartimiento de la pulpa., Las fibras de Von Korff ubicadas
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en espacios intercelulares.de los OD pasan por el complejo distal, ubicandose en la

predentina (Goldberg, 1995)

Como ya se mencioné las estrechas uniones entre odontoblastos constituyen una barrera
de permeabilidad selectiva, que regula el movimiento de fluidos y solutos (incluidos los
nutrientes) entre la pulpa y los tubulos dentinarios. En dientes sanos, dicha barrera es
permeable al agua y pequeinos iones pero impermeables a iones metalicos mas grandes

(Orchardson, 2001).

Es asi como se puede evidenciar que la empalizada de odontoblastos constituye un primera
linea de defensa celular del complejo pulpodentinario, formando una barrera fisica, pero
también participando en la activacion de respuestas inmunes bien coordinadas (Farges and

Keller, 2009).

Figura 7. A. Vista de Baja Magnificacion de Odontoblastos con microscopia electrénica. Se
observa la morfologia de los Odontoblastos que se ordenan como una empalizada, los

cuales extienden sus procesos odontoblasticos (Odp) a través de la predentina dentro de
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la dentina, se observan Vasos Sanguineos (BV) entre las células. B. Microfotografia de
transmision electrénica en donde se observan los compartimientos supranucleares de los
odontoblastos, Complejo de Golgi (Golgi), Reticulo endoplasmatico rugoso (Rer) y

mitocondrias (M). (Trowbridge HO, Kim S, 1998).

La sintesis de la matriz de la predentina se produce en los cuerpos celulares de los
odontoblastos, mientras que sélo la secrecion y la reabsorcion ocurren en distintos niveles
del proceso odontoblastico. Las fibras producidas en el cuerpo celular del OD son
transportadas hacia el frente de mineralizacién, donde se secretan proteinas no
colagénicas. Los componentes de la matriz se mineralizan y es transformada en dentina

intertubular (Goldberg, 1995).

Respecto a la secrecion de colageno por los odontoblastos, estos secretan mayormente
colageno tipo |, representando éste al menos el 97% de la matriz colagena de la predentina.
El tipo V ha sido identificado en dentina por inmunohistoquimica. Mientras que en la pulpa,
el colageno Tipo | constituye el 56,4%, el Tipo Il un 41%, y el Tipo V un 2%. (Goldberg,

1995)

Es importante sefialar que el odontoblasto como célula postmitética tiene un curso de vida
en relaciéon a la edad fisiologica del diente, lo que ha sido demostrado en su funcion
secretora y defensiva a través del tiempo, determinando cambios morfolégicos
evidenciables bajo microscopia (Figura 7) como en la distribucion de sus componentes

celulares (Couve and Schmachtenber, 2011).
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Figura 8. Cambios morfoldgicos celulares segun estado secretor de los Odontoblastos.
Estado secretor, maduro y envejecido, relacionado con ciclo de vida de dientes.
Representacion esquematico del ciclo de vida de odontoblastos humanos (Couve and

Schmachtenber, 2011).

Los Odontoblastos estan relacionados con la respuesta inmune de la pulpa al liberar
citoquinas frente a determinados estimulos asociados a la presencia de caries en el tejido
dentinario, por ejemplo durante la inflamacion neurogénica, los Odontoblastos liberaran
TGF (Factor de crecimiento transformador Beta) y VEGR entre otras citoquinas. El TGF
puede atraer Células dendriticas inmaduras (Figura 9 y 12) presentes en la pulpa quienen
expresan complejo de histocompatibilidad y son cruciales en la deteccién de antigenos,
como también el VEGR, tendra un efecto vascular en la angiogénesis (Hahn a y Liewehr,
2007). Esto resulta interesante, ya que tal como se explicd previamente las CD viajan e

intermedian funciones con el sistema linfatico en piel por lo que es de suponer que si es
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que existen Vasos linfaticos y linfangiogénesis en pulpa dental, las CD podrian viajar y

actuar similar a como actuan en otros érganos.

Ademas los Odontoblastos con capaces de expresar Receptores Tipo Toll (Toll like
receptors), que es una molécula capaz de reconocer patrones moleculares asociados con
patégenos como el LPS y el LTA y a través de este desencadenar respuestas inmunes e
inflamatorias con el fin de eliminar los agentes bacterianos y reparar posteriormente las

zonas de injuria (Cooper, 2017).

3.2.d Otros componentes celulares de la Pulpa dental

Los Fibroblastos (Figuras 9 y 10) son las células que se encuentran en mayor cantidad en
la pulpa dental (Avales- Vasquez, 2022) , (Nanci, A. 2018) y se sitian mayormente en la
parte coronal, donde son parte de la zona rica en células que se observa

microscépicamente como una capa bajo la zona libre de células.

Su funcion principal es formar y mantener la matriz pulpar, que consiste mayormente de
colageno, proteoglicanos, fibronectina y glicoproteinas (Kritikou, 2021). Sin embargo, su
actividad dentro de la pulpa dental es muy relevante, no siendo pasivo su actuar, tal como
estudié Avalez- Vasquez en una revisién de la literratura reciente del afio 2022, los
fibroblastos tienen una partcipacion en la regeneracion del complejo pulpodentinario activa,
participando en distintos roles al tener la capacidad de liberar neuropétidos que activan la
inflamacion neurogénica, ademas de estimular la difrenciacion de Macrofagos tipo 1y tipo
2 durante la inflamacion y reparacion de la zona de injuria pulpar, ademas de actuar como
precursores de miofibroblastos durante la reparaciién pulpar en los sitios de injuria
permituendo la reorganizacién de la matriz con cierta elasticidad (Avalez- Vasquez, 2022),
es asi como se entiende que el fibbroblasto tiene un importante rol en el proceso de

inflamacién y resolucion de esta.
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La apariencia histologica de los fibroblastos refleja su estadio funcional. La morfologia de
de ellos cambia segun su estado secretor, por ejemplo, en pulpas jovenes estos se
encuentran activamente secretando matriz extracelular, por lo tanto sus organelos celulares

se encuentran mas desarrollados.

Figura 9.. Apariencia de los fibroblastos de la pulpa dental vistos bajo microscopia de luz

((Nanci, A. 2018, Ten Cate Oral Biology))

K .I "."' “*"‘
. I,- '\1
¥
Ay _. X
I*'ﬂl:'._arj;- i

Figura 10. Pulpa de un incisivo de rata vista con microscoia éptica de luz. La poblacion

celular es densa, heterogénea, mayormente constituida por fibroblastos (Trowbridge HO,

Kim S, 1998).
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Otro componente celular muy importante de la pulpa son las células ectomesenquimales
no diferenciadas y representan el pool desde el cual las células del tejido conectivo pulpar
derivan, como por ejemplo los fibroblastos (Golberg 1995), (Orchadson, 2001). Estas
células pueden encontrarse en la zona rica en células o en el centro de la pulpa, en este
caso se encontraran cercanas a vasos sanguineos. Bajo el microscopio optico, las células
mesenquimales no diferenciadas se observan como células poliédricas grandes que
poseen un nucleo central grande, ligeramente tefiido. Estas células muestran abundante
citoplasma y extensiones citoplasmaticas periféricas. En las pulpas mas viejas, el nimero
de células mesenquimatosas indiferenciadas disminuye, junto con el numero de otras
células en el nucleo de la pulpa. Esta reduccion, junto con otros factores de envejecimiento,

reduce el potencial regenerativo de la pulpa (Nanci, A. 2018)

Se ha investigado que estas células podrian diferenciarse en células similares a
odontoblastos (Odontoblast-like) los cuales pueden secretar un tejido dentinoide en
determinadas circunstancias de injuria pulpar (Zialef, 1995), sin embargo, no son realmente
odontoblastos entendiendo el origen (Kritikou, 2021) ya que tanto la diferenciacion de estos
como de los ameloblastos esta dada por la interaccidn entre el epitelio externo del esmalte
y la papila dental mesenquimal en etapas tempranas de la formacion de un germen dental

(Didilescu, 2018).

La otra poblacion celular que se puede aislar desde la pulpa son las células madre
mesenquimales (Kritikou 2021, Didilescu, 2018). Estas células madre posnatales tienen la
capacidad de autorrenovarse y en condiciones ambientales apropiadas, pueden
diferenciarse en determinados linajes celulares, lo que representa una funcion regenerativa
de la pulpa, la que se activa en determinadas situaciones (Kerkis, 2012, Ten Cate), tales
como la liberacion de sustancia P por fibras nerviosas tipo C no mielinizadas y algunas

fibras tipo A-delta (Emilia, 2015), sustancia que corresponde a un neuropétido que se ha
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visto puede estimular la diferenciacion de estas células a un linaje de células similares a
odontoblastos para la producciéon de dentina terciaria o reparativa y el cual se expresa en

la inflamacién neurogénica (Didilescu, 2018).

3.2.f. Poblaciones celulares del sistema inmune y respuesta defensivas de la pulpa

En el centro de la pulpa se encuentran poblaciones celulares relacionadas con el sistema
inmune, entendiendo por lo tanto, que la pulpa dental tiene la potencialidad de desarrollar
una funcién defensiva no sélo fisicamente como barrera, sino a través de la presencia de
elementos celulares del sistema inmune como en su relacién con él (Jontell, 1998, Nanci,

A. 2018, Farges and Keller, 2009 ).

Estudios de inmunohistoquimica y morfolégicos han provisto evidencia de que la pulpa
dental contiene poblaciones celulares inmunocompetentes que residen alli o que son
reclutadas. Estas células se comunican para permitir responder frente a la invasion
bacteriana y frente a estimulos nocivos. Es si como frente a alguna injuria, se establecen

vias de respuesta especificas del complejo pulpodentinario (Jontell 1998).

En la pulpa central se pueden observar macréfagos, los cuales se distiinguen como células
ovaladas grandes o, a veces, alargadas que, bajo el microscopio 6ptico, exhiben un nucleo
tefiido de oscuro. Como en otros tejidos, los macréfagos participan en la eliminacion de
células muertas, y su mayor presencia indica recambios de fibroblastos de la pulpa dental
(Jontell, 1998). En pulpas sanas se observan con frecuencia linfocitos T, siendo los
linfocitos B escasos. También se pueden observar algunos leucocitos (neutrofilos y

eosindfilos), que aumentan sustancialmente durante procesos infecciosos (Nanci, A. 2018).

En la pulpa dental a diferencia de otros tejidos no se ha observado la presencia de
mastocitos como poblacién residente, esta linea celular usualmente participa en reacciones

liberadoras de histamina en reacciones de hipersensibilidad, Jontell hipotetiza que su
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ausencia protegeria a la pulpa de las potentes sustancias vasoactivas que liberan los

mastocitos, lo que afectaria considerablemente la presién tisular (Jontell, 1998).

Otra poblacion celular de alta importancia inmunocompetente son las Células dendriticas

que se encuentran presente en la Pulpa dental (Jontell, 1998).

Las células dendriticas CD (presentadoras de antigeno) derivan de la médula 6seay se
encuentran dentro y alrededor de la capa de odontoblastos en dientes no erupcionados y
en dientes erupcionados debajo de la capa de odontoblastos como células residentes
(Nanci, A. 2018). Su funcidon es muy relevante para lo cual tienen una estrecha relacién
con los elementos vasculares y nerviosos, siendo su funcion similar a la de las células de
Langerhans encontradas en epitelio, ya que capturan y presentan antigenos a las células T
activando la respuesta inmune en ndédulos linfaticos (Jontell, 1998, Angeli, 2006, Kritikou,
2021). Estas células participan en la inmunovigilancia y aumentan en numero en los dientes
cariados, donde se infiltran en la capa de odontoblastos y pueden proyectar sus procesos

hacia los tubulos (Nanci, A. 2018).

Las CD tienen la capacidad de ser células presentadoras de antigenos debido a que
expresan moléculas del complejo de histocompatibilidad mayor Clase Il (CHM) las que
permiten que los linfocitos T maduren y reconozcan los antigenos localmente (los linfocitos

B constitutivamente también expresan moléculas del CHM II) (Jontell, 1998, Cooper, 2017).
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Figura 11. Células dendriticas en la capa odontoblastica (Bergengoltz) (Extraido de Ten

Cate, Nanci, A. 2018)

Como ya se menciond previamente, los complejos de unién intercelular entre odontoblastos
forman una barrera que constituye la primera linea de defensa contra patdgenos. La
posicion mas periférica de los odontoblastos dentro de la pulpa permite la deteccién de
componentes bacterianos producidos por el proceso de caries de forma temprana y
desencadenando una respuesta inmunitaria innata rapida, principalmente mediante la
secrecion de citoquinas que facilitan las reacciones inmunitarias y la reparacion de la

dentina (Couve, 2013, Farges and Keller, 2009).

Los odontoblastos responden a los receptores tipo Toll que reconocen componentes
bacterianos, activando la produccion de citoquinas a través de una cascada de sefializacion
intracelular (Kritikou, 2021) lo que corresponde a una respuesta coordinada defensiva, por

lo cual también les compete una importante funcién defensiva mancomunada.
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Figura 12. Diagrama extraido de Hahn and Liewehr, 2007, donde se grafica la respuesta
inmune innata de defensa de los odontoblastos frente a la invasion provocada por caries

al liberar citoquinas que activan respuestas inmunes.

Las citoquinas secretadas por los odontoblastos se encuentran representadas en diagrama
de la Figura 12. Se ha propuesto una funcion fagocitica por OD no demostrada. A través de
distintos mediadores el OD participaria de una respuesta mancomunada con el sistema
inmune, al aumentar la permeabilidad vascular, recrutamiento de CD y Linfocitos T, entre

otros (Hahn amd Liewehr, 2007)
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Figura 13. Células dendriticas que expresan moléculas del complejo molecular MHC-II, las
que actuan como células presentadoras de antigenos Accion esencial para inducir la

respuesta inmune dependiente de Linfocitos T (Referencia)
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Las células dendriticas tipicamente engullen los antigenos que encuentran tales como
productos microbianos como el lipopolisacarido (LPS). En 6rganos provistos por sistema
linfaticos, estas CD viajan y llegan a los nédulos linfaticos donde presentan los antigenos a
Células linfocitos T Naive (inmaduros), quienes se transforman en linfocitos maduros que
viajan al sitio de infeccion, para este proceso se requiere la liberacion de mediadores
inflamatorios que promueven el trafico de las células dendriticas, mediadores que se

producen durante procesos inflamatorios (Jontel, 1998).

Senales que estimulan este importante proceso de trafico dendritico son por ejemplo
algunos mediadores inflamatorios como las Citoquinas IL-1 alfa y TNF-alfa, las que activan
la expresion de receptores de citoquinas quimiotacticas como CCRY7, promoviendo la

migracion de las CD hacia los nddulos linfaticos (Angeli, 2006).

En la literatura no se evidencia en pulpa dental estudios que demuestren este trafico a
través de linfaticos, pero se presume este trafico se haria a través de esta vasculatura como
en otros organos (Jontell, 1998). En este proceso células dendriticas inmaduras cambian
su fenotipo a CD maduras, las que tienen una mayor capacidad de estimular los linfocitos
T en nddulos linfaticos, activando su transformacion a linfocitos T de memoria (Angeli,

2006).
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Figura 14. Microfotografia electrénica de la Interaccién entre una célula dendritica y un
linfocito. Se observa el contacto célula a célula. (Trowbridge HO, Kim S. Pulp development,

structure and function. In: Cohen S, Burns RC, eds. Pathways of the Pulp).

The activated T-cells leave Connective tissue

the lymph node and start Odontoblasts
to scan periferal tissue
such as the pulp. The
individual is now immune

or sensitized depending
on the type of antigen.
The dendritic cell can now
present antigen directly in
the pulp for the memory T-
cells and thus initiate
inflammation.

The dendritic cell present peptide
fragments in conjunction with class Il

molecules for antigen-specific T-cells
in regional lymph nodes.

Figura 15. Diagrama que Muestra las Interacciones entre células dendriticas y células
linfocitos T en la induccién de respuesta inmune primaria en pulpa dental humana. Las

células dendriticas han sido tefiidas por inmunohistoquimica con anticuerpos anti HLA-DR.
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Barra de 20 um. Se diagrama cémo funcionaria el sistema inmune en la respuesta de
linfocitos de T de memoria activados por CD presentadoras de antigenos en ganglios

linfaticos (Jontell 1998)

De esta forma y segun la figura del diagrama, las CD pueden presentar ahora directamente
los antigenos detectados en el tejido de origen a Linfocitos T de memoria que se encuentran
localmente, haciendo mas eficiente la respuesta inmune, gatillandose la fase efectora de la

respuesta inmune (Angeli, 2006) (Trowbridge HO, Kim S, 1998).

3.2.g Inervacion Pulpar

Las fibras nerviosas entran a los dientes a través de agujeros apicales en forma de
ramilletes. Probablemente fue Arwil quien demostré por primera vez la ultraestructura de
los axones mielinizados y no mielinizados en dientes humanos. Se cree que los axones
pasan a través del conducto radicular y arborizan coronalmente para formar el plexo

subodontoblastico de Rashkow (Nair, 1995)

Figura 16. Microfotografia de trasmision electronica de un haz de fibras nerviosas que

contiene axones mielinizados (AN) y no mielinizados (CN), (Nair, 1995) También se
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observan las células de Schwann alrededor de axones (SC) y fibroblastos (Fi).

Magnificacion x6800 (Nair, 1995)

La inervacion dentinaria juega un rol importante en el papel sensorial del complejo
pulpodentinario, se ha visto que axones dejan el plexo de Rashkow pasando entre los
odontoblastos (Orchadon, 2001) y perdiendo la envoltura de mielina al viajar a la dentina
mas interna como axones no mielinizados, siendo mayor su numero en los cuernos

pulpares que en el apice dental (Nair, 1995)

Junto a la capacidad somatosensorial que esta determinada por la inervacién de la pulpa
dental, también en ella se encuentran fibras nerviosas del tipo simpaticas y parasimpatcas
que permiten una regulaciéon rapida y mancomunada del flujo sanguineo, estas fibras se

encuentran cercanas a vasos sanguineos (Caviedes and Bucheli, 2016).

Se ha demostrado que fibras nerviosas peptidérgicas regulan la microcirculacion, median
en la inflamacién y estarian estrechamente asociadas con areas de formacion de dentina
terciaria. Por lo tanto, ademas del crucial rol en la sefalizacion de alarma nociceptiva frente
a noxas, los axones sensoriales de los dientes de mamiferos también pueden estar
involucrados en la regulacion de funciones fisioldgicas como en la regulacion de la

circulacion sanguinea (Orchadson, 2001).

Estudios han demostrado esta relacion donde se observaron aumentos significativos en la
inervacion nerviosa y un aumento de la concentracion de neuropéptidos después de la
lesion pulpar. Se detectaron concentraciones significativamente aumentadas de
neuropéptidos en muestras de pulpitis dolorosa comparadas a muestras asintomaticas

(Hahn and Liewher 2007).
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4. Planteamiento del Problema

No es claro aun el papel de los vasos linfaticos durante los procesos infllamatorios pulpares
y a la luz de las funciones del sistema linfatico en el cuerpo, parece importante entender y
validar la presencia del sistema linfatico dentro del 6rgano pulpodentinario, asi como
comprender si presenta caracterizaciones particulares dado los requerimientos especiales

de una cavidad rigida inextensible como lo es la cavidad pulpar.

Junto a lo anterior se observa como relevante investigar la evidencia sobre procesos de
linfangiogénesis en pulpa dental y si esta se ha relacionado con procesos inflamatorios

pulpares y/o con su resolucion.
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5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cual es el estado actual de la informacién relacionada con vasos linfaticos y

procesos de linfangiogénesis en pulpa dental?
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar el estado actual de la informacion disponible relacionada con vasos linfaticos y
procesos de linfangiogénesis en pulpa dental mediante una revision sistematizada de la

literatura.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar la microestructura del sistema linfatico.

2. ldentificar diferencias entre vasos sanguineos y linfaticos a nivel de microestructura.

3. Describir origen embrionario de vasculatura linfatica

4. Describir la vasculatura de la pulpa dental

5. Caracterizar la evidencia en relacion a estudios enfocados a estudiar la presencia
de vasos linfaticos en la pulpa dental

6. Explorar la evidencia existente sobre procesos de linfangiogénesis en pulpa dental
en estado de inflamacion, a partir de estudios de microestructura e

inmunohistoquimica.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Tipo de estudio

Revision Narrativa con Metodologia Sistematica de la Literatura cientifica.

7.2 Criterios de Inclusién y Exclusién

Criterios de Inclusion:

- Estudios escritos solo en Espanol o Inglés
- Los articulos seleccionados debieron incluir informacién referente a Sistema
linfatico, estructura, funciéon y su relacion con procesos de inflamacion y procesos

de linfangiogénesis en pulpa dental.

Criterios de Exclusion:

- Estudios publicados en Idiomas distintos al Inglés o espariol

- Estudios que trataran en especifico sobre un érgano o sistema: Sistema nervioso,
sistema digestivo, rifidén, higado, etc, que no fuese cabeza/cuello o complejo
pulpodentinario.

- Estudios que no fuesen descargables por acceso UV.

- Estudios en que su principal objetivo fuese la descripcion de técnicas quirurgicas

- Estudios especificos sobre terapia pulpar cuyo principal motivo e indexado fuera

técnicas regenerativas de Terapia Pulpar.

No se restringieron las busquedas a s6lo especie humana. En determinadas busquedas
donde los resultados fueron muy amplios superando la capacidad de la revision manual, se
limitd estratégicamente el resultado arrojado a revisiones sistematicas, Reviews y se

aplicaron filtros de afos de publicacion, lo que se describe con exactitud en cada subtema.
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7.3 Variables a investigar

Se investigaron las siguientes variables por separado, determinando en ellas las palabras
clave para su busqueda segun si estas correspondian a Términos MESH (PubMed). Se
dividieron las variables a investigar en subtemas que se describen en detalle en cada
apartado. La metodologia de la eleccién de los términos como palabra clave usada se

describe con mayor detalle en cada subtema también.

- Anatomia del Sistema Linfatico

- Microestructura del sistema linfatico

- Capilares Linfaticos

- Funcién del sistema linfatico

- Inflamacion

- Complejo Pulpodentinario

- Pulpa y sus componentes Vasculares (Microvessels)

- Linfangiogénesis

Para responder al Objetivo de la Investigacion se construyeron enunciados con las
Variables Capilares linfaticos y Pulpa Dental, lo que se describe en detalle en el apartado
correspondiente, ademas se realizé Busqueda en motor PubMed con las palabras claves

Vasos linfaticos y procesos de linfangiogénesis en Pulpa dental.

7.4. Palabras claves y operadores booleanos utilizados
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Las palabras claves se determinaron explorando las definiciones de sus términos MESH en
PubMed para todos los términos utilizados descritos anteriormente como Variables. En la
construccion de cada enunciado con las palabras claves se utilizaron operadores
Booleanos AND y NOT dependiendo de la busqueda, las cuales se describen por subtema
en cada apartado, el uso de los operadores permitieron linkear las variables y conceptos
elegidos de manera de acotar o aumentar los resultados de las busquedas segun el nUmero

de resultados y el analisis cualitativo de lo atingente de los resultados que eran arrojados.

Se realizaron busquedas de la literatura cientifica en las principales fuentes de informacién
de evidencia como Medline (via Pubmed) y Cochrane Library (Anexo 1), usando los
términos de busqueda mencionados para cada subtema, dichas busquedas se ingresaron
en el rango de tiempo que comprende entre Agosto a Diciembre 2022. Los articulos
seleccionados debieron incluir informacion referente a Sistema linfatico, estructura, funcién
y su relacién con procesos de inflamacion y procesos de linfangiogénesis Ademas se
realizé una busqueda de articulos que se refirieran a la Anatomia y funcién del complejo
pulpo dentinario y una busqueda final de articulos referentes a Vasos linfaticos y procesos

de linfangiogénesis en pulpa dental.

Todos los articulos seleccionados a partir de las busquedas descritas a continuacion se
descargaron en carpetas por subtema y fueron subidas a PaperPile para el trabajo de

referencia y lectura.
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7.5 Estrategia de Busqueda por Subtema
7.5.1 Anatomia y funcién de sistema linfatico

7.5.2 Busqueda en motor PubMed

Anatomia y microestructura del Sistema Linfatico
Se realizé una busqueda avanzada en motor Pubmed con los siguientes términos como

palabras claves: términos MeSH: “lymphatic”, “Lymphatic Capillaries” and “anatomy” con
descriptores booleanos (AND). se restringié dicha busqueda a Libros, documentos,
revisiones y revisiones sistematicas, sin restriccion de afnos de publicacion generandose n=

29 resultados.

De estos 29 articulos resultantes fueron revisados manualmente, de los cuales se
obtuvieron finalmente 15 referencias de Pubmed, numero resultando luego de leer los
Abstracts disponibles o los titulos en caso que los abstracs no estuviesen disponibles en
PubMed o en la Revista de publicacion. Se descartaron aquellos titulos que correspondian
a Sistema linfatico de érganos en especifico o que trataran sobre técnicas quirlurgicas de
abordaje de 6rganos linfaticos en especifico, que no incluyan cabeza y/o cuello, asi como

aquellos articulos que estuviesen en otros idiomas que no fuesen inglés, ni espafiol.

7.5.3 Busqueda en Motor PubMed

Anatomia vascular linfatica, microvasculatura linfatica, microestructura y su funcion
Se realiz6 una busqueda avanzada en motor Pubmed a partir del término MeSH: lymphatic
vessels sélo en titulo/abstract: con lo que se obtuvieron 7077 resultados. Esta busqueda
se filtr6 hasta encontrar 100 resultados agregando el término “physiology” en
titulo/abstract, con el operador Booleano “AND” junto a lo anterior se llevo la busqueda a
filtrar excluyendo resultados en donde el tema de titulo/abstract nombrara sistemas u

organos en especifico (Sistema nervioso, sistema digestivo, riidn, higado) y se limit6 la
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busqueda a Revisiones sistematicas con filtro de hasta 10 afos atras, dado el gran

volumen de referencias arrojadas.

Se listaron los resultados de los titulos de n= 100 papers encontrados, de los cuales al
revisar los titulos manualmente con la Dra. Kiyoko Suzuki, se seleccionan n= 33 articulos

atingentes para su revision para esta trabajo de Investigacion.

Junto a los textos encontrados se ocuparon libros de Fisiologia médica y de Anatomia como
referencia Bibliografica dado la tematica de la busqueda, existian limitantes en la obtencién
de informacion en extenso descriptiva de anatomia y fisiologia encontrandose dicha

informacion en textos que se obtuvieron por descarga o por acceso a Biblioteca UV.

7.5.4. Busqueda en motor PubMed

Sistema Linfatico y relacion con la inflamaciéon

Se realiz6 una busqueda avanzada en motor Pubmed con los siguientes términos: Se

buscaron los términos MeSH : “infammation”, “lymphatic”, “Lymphatic Capillaries”.

Se comenzé por definir los términos MeSH, a utilizar para la busqueda para el término
inflamacién y los subtemas (SubHeadings) relacionados a la busqueda para enfocar
resultados en temas atingentes al tema de capitulo dado lo amplio del concepto inflamacién,
para lo cual se accedido a la pagina web de National Institute Of Health (NIH) y se
determinaron las definiciones de Términos MeSH a buscar, obteniéndose el siguiente
resultado para la definicion de Inflamacién: “Proceso patoldgico caracterizado por lesion
o destruccién de tejidos causada por una variedad de reacciones citolégicas y quimicas.
Por lo general, se manifiesta por signos tipicos de dolor, calor, enrojecimiento, hinchazén y

pérdida de funcion”.
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Se desglosaron los subtemas indexados por PubMed y se eligieron aquellos con relacién
al tema buscado, los cuales se destacan en negrita a continuacion: Subheadings para el
término MeSH “Inflammation” para ser utilizados en la construccidon del enunciado de
busqueda: “anatomy and histology”, “immunology”, “injuries”, “pathology”,

“‘physiology” y “physiopathology”

Al realizar la busqueda de este termino MESH con los subtemas respectivos se encontraron

264.182 resultados (Resultados Busqueda #12 Imagen de Anexo con Captura de Pantalla):

A continuacién, se origind una busqueda del resultado #12 con el Término MeSH
“Capillaries Lymphatic”, correspondiente al resultado #16 (10854 articulos), utilizando el
operador Booleano AND se buscd enunciado que unié los dos términos MESH vya
mencionados para este apartado (#12 AND #16 en Imagen adjunta en Anexo). De esta
busqueda se originaron 253 Resultados, de los cuales al ser filtrados en Review,

Systematic Reviews y Documentos/Libros, generaron un resultado de 68 articulos.

A continuacion se listaron los 68 articulos obtenidos, de los cuales se filtraron
manualmente hasta llegar a 32 articulos a revisar. Se seleccionaron los articulos segun
titulo que se encontraban en idiomas inglés o espanol y se dejaron para lectura completa
los articulos cuyos abstracts fueran pertinentes a la revision narrativa y al subtema de vasos

linfaticos y su rol en la inflamacion.

7.5.5 Busqueda en motor PubMed

Complejo Dentino-Pulpar o Pulpo-dentinario

Se busco el término MesH para complejo dentino pulpar. Se encontré el término “Dental
Pulp” como término MESH (Anexo muestra detalles del alcance de término en Captura de

Pantalla con descrpcién del término en PubMed), Sin embargo se realizé otra busqueda
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con el término “Complejo dentino pulpar” en inglés: Dentin Pulp Complex, busquedas que
se sumaron por separado para extraer la mayor cantidad de articulos cientificos atingentes,
sin restriccion de fecha.

Se acotd la busqueda a articulos publicados en Inglés y cuyo investigacion en caso de
estudios experimentales fuesen realizados en humanos (criterios de exclusién: estudios en
otras especies)..

Para la busqueda de “Dental Pulp” como término Mesh se encontraron 717 articulos con
variadas tematicas en donde se encuentran indexados por término Mesh articulos de
tratamiento, endodoncia y técnicas de bioingenieria, por lo cual se acotaron los resultados
realizando la busqueda “Dental Pulp” en Titulo (Title), eliminando los resultados que
incluyeran “orthodontic”, “periodontal” y “scaffolds” en el titulo, debido a que no es atingente
a la busqueda, obteniéndose de resultado el nimero de 104 articulos cientificos.

En Anexos en Imagen se detalla el proceso de busqueda en Motor PubMed del término

MeSH “Dental Pulp” orientado a generalidades anatdmicas, funcionales e histolégicas del

complejo pulpo dentinario.

De la lista de los 104 articulos encontrados bajo los criterios de busqueda ya descritos y
explicados en detalle, y despues de ser revisados los Titulos manualmente se identificaron
n=37 para su lectura, eliminando aquellos estudios que se enfocaran en terapia de técnica
regenerativa, bioingenieria celular a través de células pulpares, técnicas reenerativas a
través de stem cells o estudios de terapias a través de células madres pulpares, ademas
se eliminaron estudios que fuesen reflexiones de publicaciones anteriores, ya que dichas

tematicas se distancian del tema a investigar.

Se complement? la literatura encontrada con Bibliografia de los libros de Histologia Oral de

Ten Cate de Antonio Nancy,, “Las vias de la Pulpa “ y “Oral Biology de Orban’s.
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7.5.6. Busqueda en motor PubMed

Pulpa y sus Componentes Vasculares

Para la Busqueda de Pulpa y sus componentes vasculares se determin6 el uso de los
siguientes Términos MeSH: “Dental Pulp” y “Microvessels”, usando el operador Booleano
AND.

El numero de Resultados para la Busqueda de Microvasculatura en pulpa dental en Motor
PubMed segun criterios descritos y construccion enunciado mencionado fue n=62 (Detalles

busqueda en Anexo 6)

Luego de generados los 62 resultados para la busqueda descrita, se eligieron de estos
manualmente los titulos de los articulos cientificos atingentes para desarrollar el capitulo
de vasculatura en pulpa dental. Algunos de los resultados obtenidos incluyen experimentos
en pulpas dentales de animales los cuales fueron excluidos para su lectura, quedando un
n = 34 articulos cientificos para revisar en cuanto a microvasculatura o microcirculacion
en pulpa dental de humanos, por lo que en este apartado se limité el estudio investigaciones

O revisiones en especie humana.

7.5.7. Basqueda en motor PubMed
Pregunta de investigacioén

Vasos linfaticos y procesos de linfangiogénesis en Pulpa dental

A continuacion de seleccionar el término MeSH a utilizar para la Busqueda Bibliografica de
Vasos linfaticos , se desarrollé un enunciado para el Motor de busqueda PubMed, el cual
contuvo el enunciado “Lymphatic Vessels’(MeSH Term) AND “Dental Pulp” (MeSH Term).
Utilizandose el Operador Booleano “AND”, de manera que el motor buscara todos los

articulos que hubiesen sido indexados con ambos términos MESH.
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Se realizo listado de Resultados para la Busqueda ya definida, encontrandose un nimero
de 14 resultados arrojados con ese enunciado, de los cuales se excluyeron 3 por estar en
otros idiomas que no fueran Inglés ni Espafiol, dando un total de 11 articulos para su lectura.
Revisados manualmente sus Abstracts se determiné que todos eran atingentes para su
lectura y revisién. En Anexo se grafica la busqueda en Imagen para detalles de la

construccion de la busqueda en PubMed con Captura de pantalla.

7.5.8 Busqueda Linfangiogénesis en Pulpa Dental

En esta busqueda se utilizaron los Términos MeSH o palabras claves Linfangiogénesis y
pulpa dental en Inglés: “Lymphangiogenesis “ y “ Dental Pulp”. Se construyé el enunciado
con el operados Booleano AND para buscar “Lymphangiogenesis “ AND “ Dental Pulp”
arrojando Pubmed todos los articulos que contuvieran y hubiesen sido indexados con
términos Mesh a la fecha de la bisqueda. Se encontraron n= 4 resultados, listado que

se encuentra en el anexo (Anexo).

Se incluyeron todos los resultados dado el niumero acotado de articulos encontrados y
titulos pertinentes a la busqueda, todos se encontraban en inglés y pudieron ser

descargados para su lectura.

8. RESULTADOS

8.1y 8.2 Caracterizacion de la microestructura del sistema linfatico y diferencias

entre vasos sanguineos y linfaticos

La microestructura de los vasos linfaticos a nivel de vasos iniciales es relevante ya que se
relaciona de manera directa con sus funciones a través de todas sus caracteristicas
morfolégicas. Es asi como las células endoteliales linfaticas (Cels) presentan una forma
caracteristica de hoja de roble (Figura 1), las cuales al superponerse de manera holgada

permiten la entrada de moléculas grandes tales como linfocitos, bacterias, proteinas y
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grasas dentro del lumen endotelial (Galanternik, 2016) (Breslin, 2019) conformando de esta
forma un sistema de circulacion abierto a diferencia del sistema sanguineo, el cual es un

circuito cerrado.

Los linfaticos corresponden a un sistema de transporte de una sola via para fluidos, los
cuales se recolectan desde el tejido intersticial hacia el torrente sanguineo, a través de una

red de vasos iniciales ciegos, formados por células endoteliales superpuestas.

1)
et

Figura 1. Forma de Hoja de Roble de las células endoteliales de los capilares linfaticos
iniciales (Tinciéon en plata de células de vasos linfaticos iniciales de utero de raton, OJ:

“Open junction”, Escala: 45um) (Breslin, 2019).

El lumen de los vasos linfaticos iniciales es de 30 a 50 um (Duenne, 2000) y las uniones
de células endoteliales linfaticas tienen caracteristicas estructurales unicas que reflejan las
demandas especificas del sistema linfatico ya nombradas como la permeabilidad a grandes
moléculas. A diferencia de los capilares linfaticos, los capilares sanguineos pueden tener

un diametro de 3-4 um hasta 40 um (Norrmén, Tammela, Petrova, Alitalo 2011).

Uniones discontinuas en forma de botén (“botton like”) (Figura 2) (Lutter, 2013, Kazenwadel,
2016. ChenY, 2016, Betterman, 2016, Breslin, 2019, Morfoisse, 2019, Petrova, 2020) dotan

a los vasos linfaticos iniciales de una alta permeabilidad para permitir la entrada de liquido
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intersticial, macromoléculas, lipidos y células del sistema inmunoldgico al interior de los
capilares, a diferencia de los vasos linfaticos colectores, los que tienen un diametro superior
y que presentan uniones de cremallera continua (“zipper like”) que fortalecen la barrera
vascular para permitir el transporte linfatico, ademas de una membrana basal continua, una
pared de musculo liso contractil y valvulas que evitan el flujo retrogrado (Scallan 2016,

Zhang 2020).

Entre las proteinas expresadas en las uniones intercelulares en forma de botdn y proteinas
de membrana de Vasos linfaticos iniciales, las mas importantes son PECAM y LYVE-1
informacion importante para entender estudios de inmunohistoquimica (Baluk y col., 2007)

(Figura 2).

Buttons ——

Adherens junction proteins: -
VE-cadherin; B-catenin; p120-catenin | -

Tight junction proteins:
Claudin-5; Occludin; ZO-1; JAM-A; ESAM W !

Membrane Proteins Between Buttons — -
PECAM-1; LYVE-1 * R

Lymphatic Capillaries

Zippers \

Adherens junction proteins:
VE-cadherin; B-catenin; p120-catenin

Tight junction proteins:
Claudin-5; Occludin; ZO-1; JAM-A; ESAM

Collecting Vessel

=—— Smooth Muscle

Figura 2. Microestructura de las uniones “Botton-Like” entre células endoteliales linfaticas
y uniones “Zipper Like” que unen a las células de vasos colectores linfaticos (VCL). Se
observa la membrana basal y capa de musculo liso de los VCL. Se grafican las proteinas
expresadas en las uniones intercelulares y proteinas de membrana (PECAM / LYVE-1)

(Baluk y col., 2007).
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A diferencia de los linfaticos iniciales, los capilares sanguineos presentan una membrana
basal continua rodeada de pericitos o células murales y una pared de musculo liso mas
gruesa en arterias que en venas (Figura 3), ademas frecuentemente en su lumen se
observan eritrocitos, los cuales tienen un diametro de 7 um aproximado o de 2,5 um mirados
de costado (Norrmén, Tammela, Petrova, Alitalo 2011). Estas caracteristicas son de
relevancia para entender los estudios investigados y para diferenciar bajo microscopia

Optica capilares linfaticos de sanguineos.
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Figura 3. Esquema con las diferencias entre Capilares Sanguineos y Capilares Linfaticos

(Norrmén, Tammela, Petrova, Alitalo 2011).

Las células endoteliales linfaticas de los capilares iniciales se encuentran ancladas a la
matriz extracelular circundante por pequefios filamentos de fibrilina (4-10 nm) y emilina 1
(Lutter and Makinen, 2014) que unen la superficie de las células endoteliales linfaticas a la

matriz extracelular circundante (Figura 4) y actian para abrir la luz o lumen linfatico en
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respuesta al aumento de la presién intersticial (Betterman, 2016) los pequefios filamentos
se insertan en la membrana plasmatica de la célula endotelial (Alitalo, 2005). En el caso de
la glicoproteina emilina 1 ha sido demostrado su rol en la formacién y desarrollo de los
filamentos de anclaje en periodos embrionarios en vasos linfaticos iniciales (Chen Y, 2016),
la cual puede ser un marcador para estudios futuros de linfangiogénesis embrionaria.

Lymphatic capillary BM
Col IV

Collecting vessel BM
Fibronectin
Col IV

j Interstitial matrix

Collagens
Proleoglycans
Hyaluronan

Anchoring filament
Emilin-1
Valve leaflet ECM core
Laminin-aS
Fibronectin (ENIA)
Col IV

Figura 4. Matriz extracelular de los vasos linfaticos y sus componentes moleculares (Lutter
S, 2000). Se esquematiza la disposicion de la matriz extracelular que circunda los vasos

linfaticos desde el capilar linfatico al vaso colector.

Los vasos colectores y los troncos linfaticos presentan una estructura anatémica similar a
las venas, aunque sus tres capas, intima, media y adventicia, son mas delgadas y tienen
una separacién menos evidente que las observadas en el sistema venoso. Poseen valvulas
semilunares mas numerosas e histolégicamente similares a las valvulas de las venas,

formadas por pliegues de endotelio, musculo liso y tejido conectivo (Andrade, 2007).

En la confluencia del sistema linfatico al torrente sanguineo a nivel de la vena subclavia
(Figura 4) existe una valvula de gran tamafio que evita el flujo retrégrado desde el sistema

sanguineo al sistema linfatico (Alitalo, 2005).
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Figura 5. Esquema de Organizacién de la vasculatura linfatica, flujo desde linfaticos
iniciales hacia ndédulos y retorno a vena subclavia, posicion de los linfaticos en piel y

diferencias entre CE de capilares sanguineos y linfaticos (Alitalo, 2005).

El movimiento de la linfa en un sentido es permitido por los potenciales de accién en el
musculo liso que se encuentran en los vasos linfaticos colectores, los cuales provocan
contracciones fasicas de los vasos como se muestra en la Figura 6 (Guyton y Hall, 2005,
Scallan, 2016). Las valvulas bicuspides intraluminales que se encuentran dentro de los
vasos linfaticos colectores evitan el reflujo de la linfa, permitiendo un flujo unidireccional

(Breslin, 2018).
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Figura 6. Propiedades contractiles de vasos linfaticos colectores cubiertos por una capa de

musculo liso (Scallan, 2019).

A pesar de las diferencias estructurales y funcionales del endotelio linfatico versus el
sistema sanguineo ya mencionadas, se han observado patrones de figuras geométricas
similares por inmunohistoquimica en distintas fases embrionarias y en distintos tejidos,
conformando figuras tipo panales de abeja (Chen et al., 2014)., como se observa en la

Figura 7.

Lymphatic vessels in the embryonic skin Blood vessels in the retina

A

Figura 7. Disposicion similar de vasculatura linfatica y sanguinea obtenidas con métodos
de inmunohistoquimica en distintas fases embrionarias, se observan disposiciones
similares a un panal de abejas de ambos endotelios, en distintos tejidos. A)

Inmunohistoquimica en la piel periférica de embriones dia 15.5 anticuerpos contra Prox1
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(rojo) y Vegfr3 (verde) especificos de LEC B) Vasos sanguineos en la retina de cria de ratén

de 10 dias inmunotefiida con PECAM1 (Chen et al., 2014).

8.3 Describir origen embrionario de vasculatura linfatica

Con respecto al origen embrionario de las células linfaticas a principios de 1900 Florence
Sabin (Norrmén, Tammela, Petrova, Alitalo 2011) sugirié que los vasos linfaticos se originan
desde las venas embrionarias, brotando y migrando para generar un plexo vascular linfatico

interconectado (Van de Pavert, 2013), (Galantarnik, 2016).

Estudios posteriores en ratones y peces cebra, que utilizan el rastreo de los linajes
genéticos y técnicas de imagenes en vivo, han confirmado que las células progenitoras
endoteliales linfaticas positivas para la proteina Prox1 (factor prospero Homeobox 1: sello
distintivo de todas las células endoteliales linfaticas) surgen en el endotelio venoso y
posteriormente, brotan y migran desde las venas embrionarias para generar un plexo
vascular linfatico inicial, llamados sacos linfaticos los que luego dan origen a vasos

primordiales como el ducto toracico (Betterman, 2016, Galantarnik, 2016).

Entender la especificidad de las células endoteliales linfaticas a la Proteina Prox 1 es
importante cuando se investigan a nivel de inmunofluorescencia o inmunohistoquimica o si

se quiere determinar la presencia de Vasos linfaticos en tejidos.

A su vez se ha descrito que los nédulos y vasos linfaticos se generarian en el mismo marco
temporal y de manera similar durante el desarrollo embrionario desde las venas
embrionarias (Van de Pavert, 2013). Ademas del origen desde la vena cardinal embrionaria
también se ha sugerido a partir de estudios por métodos histolégicos que podrian haber
otras fuentes para su formacién como células mesenquimales progenitoras, que se

condensarian para la formacion de vasos linfaticos en distintos tejidos, sin embargo se
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desconoce si serian una fuente secundaria o mas tardia de células endoteliales linfaticas

(Galanternik, 2016).

La formacion de los vasos linfaticos comienza alrededor del dia embrionario 9 (entre 9 a
10) después del coito (E10) en embriones de ratén, en los que se observa una
reprogramacion de células endoteliales sanguineas desde la vena cardinal a células
endoteliales linfaticas (CEL) (Galanternik, 2016). De manera polarizada, un subconjunto de
células endoteliales en la vena cardinal comienzan a expresar factores de transcripcion para
generar Prox1. Después de la reprogramacion, las LEC brotan de la vena cardinal (Van de
Pavert, 2013). La expresién de Prox1 en las células endoteliales venosas o sanguineas
determina en modelos de raton que aquellas que continian expresando este factor de

transcripcion, se reprogramen a células endoteliales linfaticas Galanternik, 2016).

Es importante mencionar que los estudios donde se investiga el origen embrionario de las
células linfaticas han sido realizados su mayoria en ratones, sin embargo, recientemente
se estan realizando estudios que utilizan otras especies como los peces cebra (Galanternik,
2016, Chen H, 2014), al respecto, su uso plantea preocupaciones acerca de las
interpretaciones funcionalmente significativas sobre los vasos linfaticos de los mamiferos.
Es posible que los vasos linfaticos del pez cebra y de los mamiferos sean funcionalmente
similares pero morfolégicamente unicos en su desarrollo. Por ejemplo, la podoplanina
(Pdpn) glicoproteina de mucina tipo O que se expresa en las células endoteliales linfaticas
humanas (Yanfan Pan, 2015) se encuentra ausente en el pez cebra (Chen et al., 2014),

proteina que se utiliza como marcador en estudios de inmunoreaccion para vasos linfaticos.

La Glicoproteina podoplanina (PDPN) se expresa en diversos tipos celulares, tales como
las células endoteliales linfaticas (CEL), en el sistema sanguineo y en células reticulares

fibroblasticas (CRF) de los ganglios linfaticos (Pan and Xia, 2015). A pesar de lo anterior,
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las células endoteliales linfaticas iniciales son negativas para la proteina Podoplanina
(Pdpn), la que comienza a expresarse después de que dichas células se incorporan a las
estructuras linfaticas lumenizadas, lo que protege al embridon contra la coagulacién
inapropiada dentro de la vasculatura sanguinea (Pollman, 2013), (Galanternik, 2016). Este
mecanismo permitiria iniciar y mantener la separacion de los vasos sanguineos de los
linfaticos. En el sistema vascular, la expresion normal de Pdpn en la superficie de las LEC
requiere activacion de Pdpn por el factor de transcripcion Prox1 (necesario para la
diferenciacion desde las células venosas cardinales a CELs) y modificacion de PDPN con
O-glicanos derivados del nucleo (Pan and Xia, 2015). Es por esto que la inmunorreacion
a Prox-1 es utilizado en estudios de inmunohistoquimica para detectar endotelio

Linfatico.

En el desarrollo embrionario se ha demostrado que para la formacion y maduracion de las
valvulas y los vasos linfaticos es necesario el flujo oscilatorio de linfa con presiones de

cizalla bajas (Betterman, 2016).

En ratones con flujo de linfa aberrante dado la entrada de sangre a los vasos linfaticos
durante su formacion, se ha demostrado que el flujo es un importante estimulo para el
desarrollo de las valvulas y la remodelaciéon/maduracion de la vasculatura linfatica,
importante de comprender para fendmenos de linfangiogénesis o neolinfangiogénesis

(Betterman, 2016).

8.2 Describir la vasculatura de la pulpa dental

76



La investigacion de tanto los vasos sanguineos como de los vasos linfaticos intrapulpares
se ve dificultada en su estudio por las caracteristicas anatémicas de los dientes, ya que la
pulpa se encuentra contenida en una cavidad rigida, inextensible, a la cual se llega por
métodos indirectos de estudio (Bernick and Patek, 1969), (Bernick, 1977), (Berggreen et
al., 2009), (Pimenta, Sa and Gomez, 2003) (Marchetti and Poggi, 2002; Pimenta, Sa and
Gomez, 2003) (Gerli et al., 2010) (Martin, Gawsse and Staszyk, 2010), (Berggreen, Wiig

and Virtej, 2020) , (Wisniewska et al., 2022).

Figura 8. Fijacion en Resina de un molar de especie canina, donde se muestra la

vascularizacion sanguinea (Ten Cate Histologia Oral, Novena Edicion, Nancy A, 2007).

En los textos de Histologia Oral de Ten Cate se describe la vascularizacion sanguinea de
la pulpa dental con claridad (Figura 8). Los vasos sanguineos entran y salen de la pulpa
dental a través de los foramenes apical y accesorios. Uno o dos vasos de tamano arteriolar
(de alrededor de 150 pym) entran en la zona del foramen apical junto con los haces de fibras
nerviosas sensoriales y simpaticas. Una vez que las arteriolas entran en la pulpa, se
produce un aumento en el calibre de la luz con una reduccién en el espesor de la pared del

vaso (Nancy A, 2007).
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Las arteriolas ocupan una posicién central dentro de la pulpa y a medida que pasan a través
de la porcion radicular de la pulpa, emiten ramas laterales mas pequefias que se extienden
hacia y se ramifican en el zona sub-odontoblastica (Figura 8 y 9). Lo que ha sido graficado
desde estudios en pulpa humana (Dahl and Major, 1973) y también demostrado a mediados
del siglo XX en molares de otras especies como ratas y hamsters (Klingsberg, Cancellaro

and Butcher, 1959) (Corpron, Avery y Lee, 1973).

Figura 9. Capilar de capa subodontoblastica visto en microscopia electrénica. Se observan
las caracteristicas tipicas de endotelio capilar sanguineo, ademas de fenestraciones del
endotelio adyacente a Odontoblasto de diente de ratén. (Corpron, Avery y Lee, 1973) Mag.*

32.000
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Figura 10. Microscopia de luz de zona subodontoblastica de pulpa dental humana, donde
se observan claramente la presencia de capilares sanguineos (flechas) bajo los

odontoblastos a través de microscopia optica (Dahl and Majér, 1973).

El nimero de ramas emitidas de esta manera, aumenta a medida que las arteriolas pasan
coronalmente de modo que en la regién coronal de la pulpa, se dividen y subdividen para
formar un sistema de capilares extenso. Ocasionalmente, se observa un bucle en U en
las arteriolas pulpares y se cree que esta configuracién anatémica esta relacionada
con la regulacion del flujo sanguineo. La porcion principal del lecho capilar se encuentra
en la zona subodontoblastica (Figura 10) (Dahl and Majér, 1973), pero algunos capilares
terminales se extenderian hacia arriba entre los odontoblastos para lindar con la predentina

(Figura 8) (Corpron, 1973).

Situados en la periferia de la capilares a intervalos aleatorios se encuentran los pericitos,
que forman una capa circunferencial discontinua sobre la pared endotelial, los cuales se
cree tendrian capacidad contractil lo que permitiria reducir el tamano del lumen arteriolar.
También se han identificado anastomosis arteriovenosas en la pulpa dental que tendrian

relacion con el control del flujo sanguineo intrapulpar y la presencia de fenestraciones en
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los capilares de la pulpa dental es una observacién frecuente (Rapp et al., 1977) (Ten Cate

Oral Histology)

Figura 11. Micrografia Electronica de union arteriovenosa en pulpa dental. A: Arteria, V:

Vena (Ten Cate Oral Histology, Novena Edicion, 2007).

Figura 12. Capilar al lado de un odontoblasto cerca de la Predentina (x8000, reproduccion

en 83%. (Corpron, Avery y Lee, 1973)
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8.3. Caracterizar la evidencia en relacion a estudios sobre vasos linfaticos en

la pulpa dental.

Se ha descrito que los métodos mas especificos para visualizar y evaluar la presencia y
funcién de los vasos linfaticos en el cuerpo son aquellos realizados a través de
Linfocintigrafia por medio de radioisétopos (medio no estandarizado) y la linfografia de
fluorescencia (aplicable solo para visualizar vasos linfaticos superficiales). Ambos métodos
no se han aplicado todavia en pulpa dental dado la dificultad de acceder a testear los vasos
linfaticos que estarian contenidos dentro de los dientes en la cavidad rigida que determina

la dentina y esmalte circundante a la pulpa (Wisniewska et al., 2022)

La presencia de vasos linfaticos en la pulpa dental ha sido investigada desde el Siglo XIX
en variadas especies de animales (especies de felinos, perros y ratones) y en dientes
humanos y sigue siendo un tema de investigacién recurrente a la fecha dada la importancia
del drenaje de la pulpa dental durante situaciones de inflamacion dada las caracteristicas
rigidas de los tejidos que contienen a la pulpa (Bernick and Patek, 1969; Bernick, 1977)
(Dahl and Majoér, 1973), (Heyeraas, 1989), (Marchetti et al., 1992), (Poggi et al., 1995),
(Matsumoto et al., 1997), (Marchetti and Poggi, 2002), (Oehmke, 2003), (Rodd 2003),
(Pimenta 2005), (Berggreen 2008), (Martin 2010), (Wisniewska et al., 2021) (Wisniewska et

al., 2022).

Estudios sobre vasos linfaticos en pulpa dental con microscopia de luz, que datan de
mediados de siglo XX, determinaron su presencia en base a las caracteristicas morfolégicas
de los vasos linfaticos: las cuales se describen como vasos de paredes delgadas con

formas irregulares con ausencia de eritrocitos en la luz del vaso (Bernick 1969, 1977).

En el afio 1969, Bernick y colaboradores, observaron vasos linfaticos en dientes de perro
con microscopia o6ptica, los capilares linfaticos fueron diferenciados de los capilares
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sanguineas segun criterios morfoldgicos conocidos por estudios en otros tejidos vy
mencionadas previamente; tales como la caracteristica de estar revestidos por una sola
capa de células endoteliales, ademas de estar rodeados de fibroblastos dispersos y finas
fibras de colageno. Sus lumenes estaban libres de glébulos rojos, observandose un linfocito
ocasionalmente (Figuras 12 y 13). Ademas en su curso a través de la pulpa los supuestos
vasos linfaticos observados, tenian una apariencia de perlas irregulares como resultado de
dilataciones y constricciones y ocasionalmente tenian valvulas presentes, registro que

concuerda con lo observado en otros tejidos en vasos linfaticos.

Figura 12. Seccién de pulpa de diente de perro. Por método de microscopia optica: Bernick
y cols, describieron Vasos linfaticos (L), acompafiados de vénulas (a) y una arteriola (b) Los
vasos linfaticos eran de paredes delgadas y con bordes externos irregulares. Se observa
ausencia de células sanguineas (eritrocitos) en sus limenes. Magnificacion de 250X en 1a

(izquierda), y de 200X en 1b (derecha). (Bernick and Patek, 1969).
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Figura 13. Seccion lateral de pulpa de incisivo de perro. En este estudio se observaron
capilares linfaticos adyacentes a la capa odontoblastica. Tincion de Verhoeff's Hierro
hematoxilina. Originalx250. V: Vena, LC: Vasos Linfaticos, O: Capa de Odontoblastos.

(Bernick, 1969).

Bernick ademas propone una grafica en que reconstruye a través de cortes de secciones
gruesas de dientes de perro tefiidos con hierro- hematoxilina para mostrar el recorrido de
los vasos linfaticos dentro de la pulpa dental y en el ligamento periodontal, ya que en este
estudio se realiz6 una diseccion craneal de los perros y se observaron cortes tanto del

hueso alveolar, ligamento periodontal y pulpa (Figura 14).

Figura 14. Dibujo llustrativo presentado en Estudio de Bernick de 1969 que grafica lo

observado respecto a vasos linfaticos en pulpa dental de perros. La ilustracion se basa en
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la reconstruccion de cortes de dientes de perros para mostrar el recorrido de los vasos

linfaticos dentro de la pulpa y en el ligamento periodontal.

Dahl en 1973 estudié la microvasculatura de la pulpa dental en dientes de nifios de entre
10 a 13 afios con microscopia de luz y electronica. Ademas de los vasos sanguineos
(capilares sanguineos, arteriolas y vénulas) se observaron vasos que podrian ser
compatibles por sus caracteristicas morfoldégicas con los vasos linfaticos lo cual va en
relacion con lo encontrado en estudios en especies de gato y perro previamente, estos
vasos eran de lumenes pequenos, tenian ausencia de gldébulos rojos en su interior, con
endotelio discontinuo y con uniones intercelulares que se mantenian en algunos sitios
abiertas para permitir la comunicacion directa con el tejido conectivo circundante, ademas
con microscopia electronica se observo una carencia de desarrollo de la membrana basal
(Figuras 15y 16). Todas estas caracteristicas morfoldgicas permitieron a Dahl et al, sefalar
que los vasos observados y descritos en pulpa dental humana de nifios corresponderian a

vasos linfaticos.

Figura 15. Dahl, 1973. A la izquierda Microscopia de luz de la parte central de la pulpa
donde se observan: A1, arteriola. V, vénula y A2 una pequefa arteriola, junto a haces de

fibras nerviosas que se posicionan adyacentes a arteriolas X500. Imagen central superior:
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corte longitudinal de arteriola (A) en pulpa donde se observan paredes musculares y pared
de adventicia. Imagen central inferior (3): corte longitudinal de una vénula en pulpa, se
observa una pared endotelial con membrana basal continua pero mas delgada que la pared

endotelial de la arteriola.

Figura 16. Vaso linfatico en Pulpa dental humana, donde se observa la membrana basal

discontinua (flecha) Microscopia electrénica. X9000. (Dahl 1973).

En el aflo 1989, Heyeraas y cols., en un estudio publicado en una revista de endodoncia
estudiaron los posibles mecanismos intrapulpares que sirven para mantener un volumen de
liquido intersticial pulpar relativamente constante, es decir, mecanismos de prevencion del
edema. Estos estudios realizados a través de imagenes radiograficas de isétopos
fluorescentes en pulpas dentales de gato buscaban la presencia de estructuras que
pudieran filtrar el liquido extravasado, encontrandose estructuras que soélo por funcién

podrian ser compatibles con vasos linfaticos (Heyeraas, 1989). Este estudio complementa
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lo encontrado anteriormente, ya que se utilizé una técnica indirecta para captar la presencia
de drenaje del liquido extracelular, pero no se puede asumir que dichas estructuras sean

vasos linfaticos.

Dado que la observacion por microscopia de luz y por microscopio electronico permite la
identificacion morfologica de estructuras, pero no es especifica para detectar las células
de los vasos linfaticos, es que ultimamente se ha estudiado mas la vasculatura linfatica por
medio de métodos inmunohistoquimicos que utilizan anticuerpos marcados contra

antigenos especificos de proteinas presentes en vasos linfaticos.

Saway Cols., ya en el afo 1998, estudiaron por otro método la presencia de vasos linfaticos
en la pulpa dental de terceros molares humanos, los cuales habian sido extraidos por estar
impactados. Descubrieron por inmunohistoquimica a través de inmunoglobulinas M de ratén
anti ducto toracico humano (mAb-D) y suero de ratéon anti Laminina humana (anti-L)
presente en la membrana basal de células endoteliales sanguineas, la presencia de tincién
para vasos linfaticos en pulpa dental humana colocalizandose estructuras endoteliales con
limenes positivas para mAb-D y negativas para Anti —L (Figura 17), por lo cual segun estos
resultados descriptivos no cuantitativos se afirma la presencia de estructuras compatibles
con Capilares linfaticos en pulpa dental humana con un método especifico para

diferenciarlos de vasos sanguineos.
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Figura 17. Inmuno-histoquimica resultado estudio de Sawa de 1998, Se observan
estructuras luminares que reaccionan por inmunohistoquimica positivamente a Anti-ducto

toracico humano

Marchetti y cols, en el afo 2002, publicaron un estudio en donde se compara la
microestructura de los vasos linfaticos encontrados en distintas zonas de la cavidad oral de
humanos: encia, mucosa de la cara interna de mejilla y en la pulpa dental de dientes sanos
y de dientes con procesos cariosos importantes, lo que les permitid realizar un trabajo

comparativo a través de microscopia de transmisién electronica y optica.

Los autores sefalan identificar la presencia de capilares linfaticos en pulpa dental; al
observar las muestras con microscopia de transmisién electrénica; se detectaron
complejas uniones intercelulares entre las células endoteliales de los linfaticos en la pulpa
dental (Figura 18 y 19), no observandose esta caracteristica para las células endoteliales
de los vasos linfaticos de la cara interna de la mejilla ni de la encia, donde las caracteristicas

de los vasos linfaticos ademas se presentaba menos compleja (Figura 19), a saber tenian
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paredes endoteliales delgadas y lumenes laxos y aperturas hacia la matriz extracelular

simples tipo fenestraciones.

Figura 18. Pulpa dental humana. Microscopia electrénica de la compleja pared de un
capilar linfatico (L) en pulpa dental humana. Canales intercelulares son contenidos dentro
de la pared endotelial linfatica (*), abriéndose (C) hacia el Lumen del capilar o hacia el

intersticio de la pulpa. (Flechas). Marchetti et al, 2002.




Figura 19. Imagenes numeradas del 1-3: Vasos Linfaticos de la Pulpa dental humana (L),
siempre se observaron con lUmenes abiertos y paredes mas gruesas (dada la presencia de
canales intercelulares entre CELs) comparativamente en relacion a linfaticos del cara
interna de mejilla, paredes endoteliales muy finas (4) y linfaticos de la mucosa masticatoria
sana (5) e inflamada (6), donde se observa lumen capilar colapsado y paredes endoteliales

muy finas. Marchetti, 2002.

Los vasos linfaticos pulpares estarian conectados directamente con las fibras de colageno
circundantes, lo que garantiza que los vasos linfaticos resistan la presion intersticial y
permanezcan abiertos. En consecuencia y segun (Oehmke, Knolle and Oehmke, 2003), la
existencia y funcion adecuada de los vasos linfaticos pulpares parece depender de la
disposicion del tejido conectivo local segun lo hipotetizado en sus investigaciones. Segun
sus analisis, las distintas configuraciones del tejido conjuntivo podrian favorecer la aparicion
de vasos linfaticos o la formacion de vias de drenaje linfatico extravasculares, como
hendiduras tisulares. Esta suposicion esta respaldada por la observaciéon de que en su
estudio las hendiduras tisulares se encontraron exclusivamente en la pulpa coronal de
premolares y molares humanos, mientras que los vasos linfaticos estaban presentes en la
region apical observados bajo microscopia 6ptica y electronica (Figura 20) (Oehmke, Knolle

and Oehmke, 2003).
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Figura 20. Microfotografia electronica de pequefio vaso Linfatico en la zona de transicion
entre pulpa coronal y apical humana, en donde se observa el nucleo de la célula endotelial
protruyendo a través del lumen del vaso. (Flecha a: célula del tejido conectivo, Flecha C:
extensiones celulares, Flecha D: interdigitaciones de la célula endotelial. D: Lamina basal

se observa parcialmente presente), (Oehmke, Knolle and Oehmke, 2003)

Dentro de este contexto, el drenaje del tejido pulpar a través de vasos sanguineos o
capilares linfaticos, que se forman temporalmente en respuesta a estimulos inflamatorios,
se ha considerado como una opcioén posible pero fisioldgicamente desfavorable para la
eliminacion normal de exceso de liquido. Los resultados presentados en este estudio
sugieren vias extravasculares para el drenaje linfatico del tejido pulpar a través de

hendiduras tisulares (Oehmke et al. 2003).

En la Tabla 1 extraida de Winiewska, 2022 (Bergreen 2005, Winiewska, 2021), se enlistan
los anticuerpos con especificidad que permiten un marcaje especifico del endotelio linfatico
v/s otras estructuras como capilares sanguineos, lo cual presenta una ventaja de

especificidad y complementaridad frente a los estudios de microscopia 6ptica.
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Antibody Specificity

VEGF-C Vascular endothelial growth factor C
VEGF-D Vascular endothelial growth factor D
VEGFR-2 Vascular endothelial growth factor receptor 2
VEGFR-3 Vascular endothelial growth factor receptor 3
Prox1 Prospero homeobox protein 1
LYVE-I Lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1
D2-40 Podoplanin and O-linked sialoglycoprotein expressed on

lymphatic endothelial cells

Tabla 1. Marcadores de inmunohistoquimica para Vasos Linfaticos y su especificidad

(Wisniewska et al., 2021).

Estos nuevos métodos de estudio pretenden dar una respuesta mas definitiva frente a la

existencia o no de vasos linfaticos en dientes humanos y de animales (Winiewska, 2021)

Winiewska en el ano 2021 realiza una revision de la literatura cientifica respecto a la
evidencia en torno a la presencia de vasos linfaticos en pulpas de distintas especies
animales y humanos, publicando una tabla la cual se extrae en donde enlista todos los
estudios realizados por este método al afio 2021, lo que se muestra en la Tabla 2.
Generando el resultado que de 7 de los estudios realizados con inmunohistoquimica a esa
fecha, 5 de ellos determinaron la existencia de Vasos Linfaticos en pulpa dental, 2 de los
cuales se realizaron en dientes humanos (Sawa, 1998 y Pimenta 2003). El estudio de
Pimenta se describe posteriormente con mayor detalle, encontrandose inmunorreaccion a
VEGFR-3 en dientes con procesos cariosos, es decir, probablemente con proceso

inflamatorio iniciado.
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TABLA 2.

(Modificada de Winiewska 2021) (IHQ: Inmunohistoquimica)

Estudios de Microscopia a través de IHQ que investigaron Vasos Linfaticos en Pulpa

vWF

Autor An Método Marcador Especie Resultado
o

Sawa 199 Microscopia de Luz/IHQ mAb-D, anti —-L Humano +
8

Pimenta 200 Microscopia de Luz/IHQ Anti-VEGFR-3, anti-CD31 | Humano +
3

Berggreen 200 Microscopia de | Anti-LYVE-1, Ratas/Rato +
9 Luz/IHQ/Microscopia de | anti-VEGFR-3 n

Fluorescencia

Masuyama 200 Microscopia de Luz/IHQ anti-LYVE-1 Ratas +
9

Gerli 201 Microscopia de Luz/Microscopia | Anti-LYVE-1, anti- | Humano -
0 electrénica, Western Blotting e IHQ | VEGFR, D2-40, Prox-1

Martin 201 Microscopia de Luz/IHQ Anti-LYVE-1, anti-Prox-1 Perro -
0

Takahashi 201 Microscopia de Luz/IHQ Anti-VEGF.C, anti-VEGF- | Rata +
2 D,anti-VEGRF-3, anti-

Dentro de los estudios con buena metodologia explicada en sus materiales y métodos en

donde no se encontrd presencia de vasos linfaticos por inmunohistoquimica esta el de

Martin y colaboradores del afo 2010 quienes estudiaron la presencia de vasos linfaticos en

preparaciones para inmunohistoquimica en maxilares completos (incluyendo dientes,

mucosa, encia y hueso ) de 19 perros ( 2145 cortes ) con controles positivos de ganglios

linfaticos extraidos de los mismos sujetos de estudio, encontrando ausencia absoluta de

inmunoreaccioén a Prox-1 (marcador caracteristica del epitelio endotelial linfatico) en todas

las mas de 2 mil secciones de cortes de dientes (Figura 21).
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Figura 21. Histomicrografia de tejido oral con tincion anti Prox-1 (inmunotincién de
diamoniobenzamida tetrahidrocloruro (BDA) y azul de toluidina), Flechas negras . Ge

epitelio ginival, ne epitelio nasal, d: dentina, ol Capa de Odontoblastos. (Martin, 2010).

En la figura 21 se observan los resultados de la inmunotincién en pulpa dental, epitelio
gingival y ganglios linfaticos de perro realizados por Martin y cols.. el afio 2010. Las células
linfaticas endoteliales se tifiieron segun muestran las flechas negras versus la fata de tincién
de células endoteliales sanguineas (flechas azules). En la zona subgingival (D) de cortes
se observan reaccion inmunohistoquimica a endotelio linfatico, asi como en el epitelio nasal
(E), pero no en la pulpa dental (F) donde s6lo se observan células endoteliales sanguineas
(flechas azules), evidenciandose ausencia de inmunorreaccion a Prox-1, es decir, ausencia

de capilares linfaticos en pulpa dental de perro versus control.

En esta misma linea de estudios donde no se encontrd presencia de estructuras
compatibles a capilares linfaticos, Gerli et al en el afio 2010 investigaron la presencia de
vasos linfaticos en premolares humanos sanos de pacientes de edades entre 10 a 30 afios,

y tampoco encontraron presencia de linfaticos por microscopia electronica de transmision,
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ni por microscopia de luz. En sus resultados todos los vasos examinados tenian una
membrana basal evidente y continua, la cual es una caracteristica tipica de los capilares
sanguineos y no de los vasos linfaticos, junto con la frecuente observacion de pericitos
alrededor de los capilares encontrados Ademas no se observé inmunorreaccién en pulpa
dental para los marcadores de LYVE-1, D2-40, VEGFR-3, PROX-1 pero si se observé dicha
reaccion para la piel que se utilizé como tejido de control (Gerli et al., 2010) (Figura 22). La
importancia de este estudio se enmarca en la cantidad de inmuno marcadores utilizados,

siendo todos negativos para linfaticos.
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VEGFR-3

Figura 22. Inmunoreaccién de piel (columna de la izquierda) e inmunoreaccion de pulpa
dental humana (Columna de la derecha) con marcadores linfaticos D2-40 (A, B), LYVE 1
(CY D), VEGFR-3 (E-F) y Prox-1 (G y H). Se observa una inmunorreaccién intensa (flechas)
en la piel pero no en la pulpa dental de dientes humanos sanos en este estudio (Gerli et al.,

2010).
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8.4. Evidencia sobre procesos de linfangiogénesis en pulpa dental en estado de

inflamacion

Ultimamente ha cobrado interés el estudio de los procesos de linfangiogénesis en la pulpa
como un medio de responder la pregunta a qué sucede con la resolucion de la inflamacion

intrapulpar después de injurias pulpares (Yoshiba et al., 2021), (Wisniewska et al., 2022).

Anteriormente los estudios de Marchetti et al. Del afio 1978 habrian documentado las
diferentes caracteristicas ultraestructurales de la pared endotelial de los vasos linfaticos en
condiciones normales y edematosas en distintos tejidos no pulpares, encontrandose
pequefas adaptaciones estructurales que ocurren en la microvasculatura linfatica debido a
cambios funcionales de las condiciones del tejido intersticial como edema (Marchetti, 1978,

1990).

En los estados inflamados y edematosos, el aumento de la presiéon del liquido intersticial
requeriria de un drenaje mas rapido del intersticio: las uniones abiertas de capilares
satisfacerian esta necesidad funcional (Marchetti et al., 1988). La reduccion del nimero de
uniones intercelulares intrincadas y la desaparicion de los canales intraparietales
observadas en este estudio se explicarian por la distension de las células endoteliales

debido a la expansion de la luz del vaso.

En este ambito para el estudio de la linfangiogénesis en pulpa dental, se ha ocupado la
inmunohistoquimica como medio para determinar su relacion con posibles estados
inflamatorios en dientes con caries. Pimenta et al en el afnio 2003, estudiaron la presencia
de linfaticos en muestras pulpares de dientes humanos con caries e identificaron linfaticos
por medio de marcadores endoteliales de VEGFR-3+ (Receptor de factor de crecimiento
endotelial-3), pero no se proporcioné una descripcidon detallada de la localizacion de los

linfaticos en cuanto al sitio de la pulpa donde fueron encontrados, proporcionando como
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producto de este estudio una sola imagen derivada del estudio de linfaticos (tincion marrén)

que se encuentra en Figura 22.

Los autores sugieren que procesos de linfangiogénesis se podrian haber estado
produciendo en pulpas inflamadas ya que encontré una mayor cantidad de vasos
positivos para VEGFR-3+ en pulpas de dientes cariados que presentaron mayor cantidad
de infiltrado inflamatorio mononuclear en comparacién con dientes no cariados, sanos,

diferencias estadisticamente significativa (Pimenta, 2003).

Sin embargo, se postulé que dicho aumento en la expresion de VEGFR- 3 podria haberse
debido a una sobreexpresion de este marcador de células endoteliales linfaticas dado la
regulacion de su expresion durante la inflamacion ( aumento) y no porque hubiese mayor

numero de vasos linfaticos nuevos (Pimenta, 2005).

e & B TN
ﬂ‘ "‘.‘.‘w ' \ :
- - ‘ ’l\ 8 \\ \I
‘? B pr * QN\M}‘
." oy i_'.{u % B " i\ .
L FUAY LN e XN
4 ‘\ 3 ap \\

Figura 23. Imagen de Microfotografia: vasos linfaticos en Pulpa dental humana en diente
con lesién de caries extensa. Se observa la inmunorreaccion por anticuerpo contra VERGR-
3: (Receptor de factor de crecimiento endotelial-3) (color marrén).  Amplificacion 400X

(Pimenta, 2003).

Continuando con los resultados de investigaciones sobre vasos linfaticos e inflamacién

realizadas a través de métodos de inmunohistoquimica, es interesante el estudio realizado
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por Berggreen y cols, quienes el afio 2008 investigaron la reaccion capilar a perforaciones
pulpares realizadas en dientes de ratones, donde se buscaba observar vasos linfaticos
por inmunoreaccion para LYVE-1 (Receptor Hialurénico de endotelio linfatico: altamente
expresado en capilares linfaticos de adultos) y VEGFR-3, asociando esta cantidad de

reaccion con procesos linfangiogénicos (Berggreen, 2008).

Las perforaciones pulpares se realizaron y se observaron en un periodo de 1 semana
después de la exposicion de la pulpa con el objetivo de inducir linfangiogénesis (Figura 23),
los autores senalan que previamente en otros estudios se habria demostrado el brote de
vasos linfaticos en curacion de heridas de la piel luego de ese periodo de tiempo, por lo
que al infringir una injuria en los dientes buscaban observar proceso inflamatorio y el papel

de los vasos linfaticos en la resolucion de la inflamacion .

En algunos estudios se propone una evaluacion objetiva de la linfangiogénesis a través de
la cuantificacion de la expresion de factores de transcripcion, como la Prox-1, la cual se ha
encontrado involucrada en la regulacion de la diferenciacion de vasos linfaticos precursores
iniciales como se explicd en este texto al hablar de la embriogénesis de las células
endoteliales linfaticas. La diferenciacién de células endoteliales también esta influenciada
entre otros por: VEGF-C, VEGF-D, angiopoietina-2 ligando transmembrana, efrina-B2,
proteina receptora de neuropilina-2 y ligando de podoplanina (Alitalo, 2015) (Winiewska

2021, 2022)
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Figura 24. Respuesta de reparacion a una herida pulpar en dientes de ratones después de

1 semana de exposicion pulpar. Se observan delgados vasos linfaticos positivos a VEGFR-
3 en pulpas inflamadas en la zona bajo la exposicion pulpar (A.B) Inmunofluorescencia por
co-localizacion de reaccion a Anticuerpos contra LYVE-1 y F4/80 en las paredes de los
vasos (Flecha). Co-localizacion de células cercanas a zona de exposicidn pulpar positivas

a anticuerpos CD11c . (Berggreen, 2008).

En la grafica de la Figura 23 se puede observar que en dientes de ratones con exposicion

pulpar se configura una fina red de vasos linfaticos encontrada en el area inflamada bajo
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la exposicion. Se encontrd un doble marcaje para LYVE-1 y para anticuerpos F4/80 en parte
de la pared de estos nuevos vasos (Figuras 23 y 24), los investigadores de este estudio
hipotetizaron que este doble marcaje podria corresponder a células progenitoras de la linea

hematopoyética.

Figura 25. Imagen de Identificacion de células positivas para LYVE-1 en pulpa de raton
expuesta por una semana al medio oral, estas células se colocalizan con otras reacciones
inmunohistoquimicas (F4/80), por lo cual los autores del estudio hipotetizan que dichas

células podrian corresponder a células progenitoras hematopoyéticas (Berggreen, 2008).

En el estudio realizado por Yoshiba en el afio 2021 se investigé la distribucion de isomorfos

de cadenas de laminina en la pulpa dental de dientes humanos y los mecanismos
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subyacentes que afectarian el fenotipo de células macréfagos circundantes a vasos
presumiblemente linfaticos. En este estudio se diferenciaron los patrones de
inmunofluorescencia para vasos sanguineos (quienes expresaban laminina a4 y ab),
células de Schwann (que expresaron laminina a2) encontrandose inesperadamente que los
vasos linfaticos fueron marcados por reaccion a laminina a3 o laminina-332, ya que esta se

colocalizé con LYVE-1 en delgados capilares.

Se concluyd que la laminina-332 es presumiblemente la isoforma de laminina de vasos
linfaticos pulpares, lo que puede abrir una nueva via de estudio a través de
inmunohistoquimica en estudios de vasos linfaticos en el futuro (Yoshiba, 2021). Ademas
se concluyd que las células LYVE-1 positivas detectadas en el estudio se consideraron

macrdéfagos.
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Figura 26. Tincién de inmunofluorescencia doble del receptor de acido hialurénico
endotelial de los vasos linfaticos 1 (LYVE-1) y cadenas a3 de laminina, ambos se
colocalizaron en este estudio en delgados vasos linfaticos (Figuras Ea-Ef). Se muestra la
tincion inmunohistoquimica de LYVE1 (Eg) y las cadenas a3 de laminina (Eh—Ej). La flecha

indica un vaso linfatico (Eg) positivo para LYVE1 (marrén) (Yoshiba et al., 2021)

Winiewska el afo 2022 estudié y comparo la presencia de vasos linfaticos entre dientes

sanos y dientes con caries, con una metodologia descrita en detalle observaron vy

compararon la vasculatura de dientes sanos versus dientes con procesos patoldgicos bajo

microscopia de luz, histoquimica e inmunohistoquimica por inmunorreaccion a distintos

marcadores: Anti-Prox 1, Anti-VEGFR-3, Anti-LYVE1, Anti-PDPN y el control Anti-Colageno
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IV cuantificando la reaccién comparativamente. Este novedoso estudio detalla el N de cada
grupo de dientes estudiados y comparados con una muestra total de 20 dientes humanos
sanos y 40 dientes con caries en distintas progresiones. En sus resultados los autores
sugieren una correlacion moderada entre la inflamacion pulpar y la formacion de nuevos

vasos, incluidos los vasos linfaticos.

Se concluyé que a medida que aumenta la inflamacion, el tamano del lecho vascular que
permite la circulacion los fluidos corporales, la sangre y la linfa también aumentaron. Sin
embargo, los estudios microscépicos e inmunohistoquimicos no demostraron de manera
concluyente si estos vasos forman sistemas dentro de la pulpa que facilitan el drenaje de

la cavidad dental (Figura 26 y 27).

Figura 27. Imagen de diente humano en microscopia 6ptica, tincion H/E. DP: Pulpa dental,

CV: Capilar sanguineo. Magnificacion*200. (Winiewska, 2022)

En la Figura 26 se muestra una imagen de microscopia de luz de un molar humano con
caries donde se observa claramente el proceso de angiogénesis asociando al proceso

inflamatorio producido por la invasiéon bacteriana en dientes con caries.
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Figura 28. Imagen de microscopia de luz, Molar humano. Se observa Angiogénesis
asociada a proceso inflamatorio en dientes con caries. Tincion de Hematoxilina eosina.

Magnificacion 200x (Winiewska, 2022).
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9. DISCUSION

A la luz de los resultados y contrastados con el marco tedrico, se observa que la
investigacion sobre vasculatura linfatica es mas acotada que la investigacion que se ha
desarrollado en circulacién sanguinea, asi como también de la microestructura de ambas
circulaciones, lo cual también se correlaciona y se refleja con la evidencia encontrada en
Pulpa dental, la cual se encuentra mas claramente establecida e investigada para vasos
sanguineos que para vasculatura linfatica (Nanci, A. (2018) “Dentin-Pulp Complex,” en

Histlogia Oral de Ten Cate ).

Las causa de esta diferencia se deberia a las dificultades del estudio de los vasos linfaticos
dada su translucidez blanquecina caracteristica y lo dificil de realizar estudios de
observacién en vivo (Galanternik, 2016), eso en otros 6érganos y no en pulpa dental. En el
complejo pulpodentinario se suma la complejidad del estudio por encontrarse en una
cavidad rigida y por compartir caracteristicas morfoldégicas con vasos sanguineos como
venas, lo cual ha llevado histéricamente a investigadores a afirmar que los vasos
encontrados en estudios clasicos como Bernick (1977) fueran venas colapsadas y no
linfaticos. Por lo cual los estudios actuales se basan en reacciones inmunohistoquimicas

con marcadores ya conocidos para células endoteliales linfaticas.

En base a la evidencia encontrada se puede decir que los estudios cientificos son dispares
en cuanto a los resultados encontrados frente a la pregunta de investigacion, lo que difiere
con lo mencionado en la literatura clasica investigada donde se da por hecho la existencia
de vasos linfaticos en pulpa dental, ya que se acepta que habria una circulacion linfatica
que drenaria desde los apices dentales hacia los nédulos linfaticos mas cercanos como

submandibulares y sublinguales ( Guyton, Rouviere ) y se basan las afirmaciones en
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estudios clasicos de microscopia 6ptica como los de Bernick de 1969 y 1977 (Nanci, A.

2018).

Ademas en textos de Biologia oral que podrian denominarse Literatura clasica, como el
libro de Orban’s de Histologia y Biologia Oral se describe y se afirma claramente la
presencia de sistemas de drenaje linfatico por vasos linfaticos colectores que saldrian
desde los apices dentales hacia los ganglios linfaticos hacia donde drenaria la linfa
proveniente de los dientes maxilares y mandibulares, encias y lengua, sin embargo, los
estudios cientificos encontrados en esta revision difieren entre ellos en sus resultados sobre
la existencia de vasos linfaticos en pulpa dental. Aunque es interesante mencionar que las
metodologias vy las especies estudiadas difieren en todos los estudios revisados, por lo

cual, no son comparables.

Los estudios publicados que datan de la década de los 70°, se inician aceptando la
existencia de endotelio linfatico en pulpa dental de perro visto con técnicas de microscopia
Optica, caracterizandolos a través de su morfologia tipica lo que fue descrito en el marco
téorico de esta Investigacion: estructuras anatémicas de epitelio discontinuo, ausencia de
pericitos y de membrana basal, ademas de la ausencia de eritrocitos (Bernick, 1969, 1970).
Es interesante sefalar que la mayoria de los estudios de la época, si bien utilizan la
microscopia Optica para la determinacion de la presencia de Vasos linfaticos, la mayoria es
mas bien descriptivo y no cuantitativo, ademas de carecer en general del N en estudio y del
numero de dientes utilizados para cada estudio, por lo cual, representarian un acercamiento
e determinar la presencia de Capilares linfaticos segun sus caracteristicas morfoldgicas
observadas en otros tejidos y por diferenciacién con las caracteristicas del endotelio

sanguineo.
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En este sentido, Dahl el afio 1973 profundizo el estudio realizado por Bernick el aio 1969,
observando caracteristicas morfologicas de ultraestructura propias de capilares linfaticos a
través de microscopia electrénica como lo es la ausencia de membrana basal de vasos que
contenian todas las otras caracteristicas morfolégicas ya descritas en muestras de pulpas
dentales de nifios. A su vez, los estudios de Heyeraas de 1989, concuerdan con el hecho
de que existiria algun tipo de estructuras que drenarian el liquido extravasado a nivel apical
en pulpas dentales de gato, lo que se identificé por medio de imagenes radiograficas de
isétopos fluorescentes, encontrandose estructuras que por funcién podrian ser compatibles
con vasos linfaticos y que concuerdan con la literatura clasica y con estudios de microscopia

Optica en torno a la existencia de vias de drenaje desde la pulpa (Heyeraas, 1989).

En cuanto a los estudios realizados por inmunohistoquimica, en los cuales se busca
identificar el endotelio linfatico dado su inmunorreaccion, existen resultados dispares y
metodologias distintas dificiles de comparar. Pimenta et al en el ano 2003, estudiaron la
presencia de linfaticos en muestras pulpares de dientes humanos con caries e identificaron
linfaticos por medio de marcadores endoteliales de VEGFR-3+ (Receptor de factor de
crecimiento endotelial-3), pero no se proporciond una descripcion detallada de la
localizacion de los linfaticos en cuanto al sitio del diente donde fueron encontrados,
proporcionando como producto de este estudio sélo una imagen. Este resultado contrasta
al encontrado por Gerli el afio 2010 en donde solo se estudiaron pulpas de premolares
extraidos por indicacion de ortodoncia que estuviesen sanos, sin procesos cariosos, donde
no se observd inmunorreaccion en pulpa dental para los marcadores de LYVE-1, D2-40,
VEGFR-3, PROX-1 pero si se observo dicha reaccion para la piel que se utilizé como tejido
de control (Gerli et al., 2010) . En ambos estudios se utilizd6 VEGFR-3 para determinar

presencia de vasos linfaticos, difiriendo entre ambos, el tipo de muestra utilizada y que dio
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una luz a sugerir el estudiar comparativamente la presencia de endotelio linfatico en

condiciones fisioldgicas distintas dentro de la pulpa dental .

Un estudio publicado el afio 2010 que se destaca metodolégicamente entre aquellos que
no encontraron capilares linfaticos en pulpa dental (Martin, Gasse and Staszyk, 2010) y que
se realizd en pulpa dental de perros, mostré ausencia absoluta de reaccién de
inmunohistoquimica para Prox-1 (Homeobox Prospero 1) en la pulpa dental de todos los
dientes examinados, pero si se observé inmunorreaccion de tejidos linfaticos de mucosa y
en tejido linfoide de control, cuyos resultados contradicen otros estudios anteriores
realizados so6lo con microscopia de luz y electrénica, los cuales, debido a la técnica utilizada
no son especificos para detectar células endoteliales linfaticas (CELs). En consecuencia en
dicho estudio la ausencia de Prox-1 sugirio la ausencia de endotelio vascular linfatico en
las muestras investigadas de pulpa dental, ademas es interesante el uso de un grupo control
positivo (ganglios linfaticos), y la comparacion entre tejidos, ya que en este estudio se presto
especial atencion a los tejidos de control intraseccionales, es decir, encia y mucosa nasal,
para verificar la inmunotincion, encontrandose endotelio linfatico en estos ultimos tejidos.
En base a este estudio, podria a la fecha y en la literatura clasica haberse asumido drenaje
desde los dientes hacia vasos colectores linfaticos, dado que en este estudio se demuestra
la existencia de vasos linfaticos en mucosa, en encia y tejidos circundantes a los dientes

que drenan hacia los nédulos linfaticos proximos de cabeza y cuello.

Considerar para los estudios de Martin, del 2010 y Gerli del mismo afno, que se ha
demostrado que las células endoteliales linfaticas expresan el factor de transcripcion
PROX-1 en su superficie, ademas de LYVE -1 , Podoplanina (PDPN) y moléculas de
adhesion como la Integrina Alfa-2 (Berggreen 2008, Martin, 2010, Winiewska 2021, 2022).,

por lo tanto la ausencia de la reaccion en el estudio de Gerli en el afio 2010 podria estar
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relacionada con el hecho de que se utilizaron de muestra dientes humanos sanos, extraidos

por indicacién de ortodoncia, no afectados por procesos inflamatorios .

Al revisar los estudios sobre embriologia del Sistema linfatico y entendiendo sus
marcadores, se sugiere tomar en cuenta que la Podoplanina no podria estar presente en
células endoteliales aun no luminizadas cuando se estudie la linfangiogénesis o
neovasculogénesis en distintos tejidos, es importante tener en cuenta que las células
endoteliales linfaticas iniciales son negativas para la proteina Podoplanina (Pdpn), la
que comienza a expresarse después de que dichas células se incorporan a las estructuras
linfaticas lumenizadas, por lo cual si se investiga la linfaniogénesis a través de la inmuno
histoquimica la PDPN sélo marcaria las estructuras ya convertidas en vasos (Pollman,

2013), (Galanternik, 2016).

Sobre procesos linfangiogénicos, la literatura carece de evidencia concluyente de que se
puedan formar vasos linfaticos en la pulpa dental (Winiewska 2021). Se esperaria
extrapolando lo que sucede en otros tejidos, que la linfangiogénesis ocurriria en una pulpa
inflamada. Si se define la linfangiogénesis como el desarrollo de vasos linfaticos a partir de
los ya existentes, tal mecanismo solo es posible cuando los vasos linfaticos estan presentes
en los dientes sanos, por lo cual sigue siendo importante definir esto, y la luz de lo

investigado, los estudios no son completamente concluyentes.

Resulta muy interesante analizar los resultados obtenidos por Berggreen el afio 2008
donde se colocalizaron células positivas para LYVE-1 y para F4/80 en pulpa de ratén
expuesta por una semana al medio oral, por lo cual los autores del estudio hipotetizan que
dichas células podrian corresponder a células progenitoras hematopoyéticas, lo cual va va
en concordancia con los aspectos de la inflamacion estudiados en el marco tedrico, donde

macréfagos y otras células inmunitarias tienen roles que interactuan con el endotelio
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linfatico durante la inflamacién. La circulacion linfatica es el modo clave para el transporte
de antigenos y células inmunitarias de los tejidos periféricos a los ganglios linfaticos. Las
interacciones entre las células endoteliales linfaticas y los leucocitos ademas controlarian
la migracién de células inmunitarias a los tejidos periféricos, pero su accion especifica aun

no es clara en estados de inflamacion (Winiewska 2022)

La linfangiogénesis inducida por inflamaciéon es un concepto ampliamente aceptado; sin
embargo, los mecanismos intrinsecos relacionados con la interaccién entre las células
inflamatorias y las células endoteliales linfaticas no se entienden completamente. Se ha
determinado que macrofagos, monocitos y neutrofilos estaban involucrados en la
linfangiogénesis inducida por inflamacion en dientes con caries, observandose su presencia
en pulpas de molares con caries profundas (Winiewska, 2022), lo cual esta en concordancia

con lo encontrado previamente por Berggreen el afio 2008.

La comprension de los mecanismos de angiogénesis y linfangiogénesis durante estos
procesos puede ser beneficiosa para el desarrollo de terapias, sin embargo, al momento
se necesita mas investigacion sobre los procesos de inflamacién y linfangiogénesis en
pulpa dental humana tal como lo demostrd la revision de los estudios publicados que
buscaban por distintos medios comprobar la existencia de vasos linfaticos en pulpa dental
de distintas especies (Wisniewska et al., 2021), Los estudios y resultados sugieren una
correlacion moderada entre la inflamacién de la pulpa y la formacion de nuevos vasos,

incluidos los vasos linfaticos, pero incluyendo la angiogénesis (Wisniewska et al., 2022).
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10. CONCLUSIONES/COMENTARIOS FINALES

La pulpa dental es un tejido muy vascularizado que se situa en un entorno de baja
distensibilidad, dicha nula capacidad de distension dada sus caracteristicas anatémicas,
aumentara la presion tisular en situaciones de aumento de la filtracién capilar como lo son
los procesos inflamatorios. Por lo tanto, la existencia de un sistema linfatico permitiria el
transporte de liquido asi como de proteinas filtradas, las que juegan un papel importante en
procesos de inflamacion pulpar de las cuales aquellas de alto peso molecular no pueden
ser reabsorbidas hacia los vasos sanguineos, entendiendo las diferencias
microestructurales del endotelio linfatico versus el endotelio sanguineo estudiados, se
entiende que no cumplen las mismas funciones, en cuanto a la recaptacion de fluidos,
macromoléculas y células. Ligando microestructura con funcién de una manera légica tanto
para vasos sanguineos como para vasos linfaticos, la identificacion de la microestructura
de vasos linfaticos es de vital importancia para entender los estudios revisados en esta

investigacion.

La recaptacion de fluidos extravasados en el 6rgano dentario pulpar es de gran importancia
en términos del mantenimiento de la homeostasis de la pulpa dental y de todos los tejidos
y células circundantes, tales como los haces de fibras nerviosas, los odontoblastos,
fibroblastos y otras poblaciones celulares contenidos en ella. Es asi como la existencia de

un sistema linfatico proporcionaria un medio alternativo de recirculacién del liquido
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intercelular al tiempo que se convierte en un elemento defensivo frente a posibles
infecciones bacterianas asociadas a procesos patoldgicos de la cavidad oral, pero los
estudios revisados no son concluyentes en torno a definir totalmente la presencia de vasos
linfaticos en pulpa dental, dado su heterogenicidad en metodologias (Tabla 2) (Winiewska,
2021) no es posible hacer una comparacion mas exhaustiva, siendo aqui descrita una
revision narrativa y cualitativa de la evidencia. Encontrandose aun controversial definir la
existencia de vasos linfaticos en dientes sanos, a pesar que la Literatura clasica ya ha
definido la presencia de vasculatura linfatica basados solamente en estudios clasicos de

microscopia optica.

Por otro lado, teniendo en consideracién que la linfangiogénesis como proceso solo se
desarrollaria en estados embrionarios o0 en estados patolégicos como la inflamacion, su
estudio en la pulpa dental debe considerar esto, lo que se encuentra a la par con lo que
actualmente se ha venido investigando, en donde se ha intentado correlacionar estados
inflamatorios de la pulpa con mayor presencia de vasos linfaticos (Winiewska, 2022). Uno
de los estudios evidencié una respuesta de reparacién a una herida pulpar en dientes de
ratones después de 1 semana de exposicién pulpar, se observaron delgados vasos
linfaticos positivos a VEGFR-3 en pulpas inflamadas en la zona bajo la exposicion pulpar
(Berggreen y cols, 2008). A pesar de lo anterior, y segun la evidencia investigada los
procesos regenerativos mediados por procesos de linfangiogénesis son un tema aun no

concluyente y en desarrollo.

Interesante para futuras investigaciones es el hallazgo de Yoshiba en el afio 2021,
concluyendo que la laminina-332 es presumiblemente una isoforma para detectar vasos
linfaticos pulpares (Yoshiba 2021). lo que puede abrir una nueva via del estudio a través de
inmunohistoquimica, ya que en general los marcadores celulares de vasos linfaticos que se

han investigado corresponden a LYVE-1, VEGFR-3 y Podoplanina. (Winiewska 2021),

112



(Wolf et al.,, 2019). Debido a que aun las investigaciones no son completamente
concluyentes y tienen resultados dispares frente a la existencia de vasos linfaticos en pulpa
dental y las investigaciones respecto a la activacion de vias linfangiogénicas intrapulpares
estan iniciandose, se propone continuar con estudios de inmunohistoquimica especificos
para endotelio linfatico en humanos en distintos estados fisiolégicos de dientes sanos a

caries en distintas progresiones.

Se sugiere detallar el proceso para la realizacién de exodoncia de dientes con caries para
las investigaciones de linfangiogénesis 0 neovasculogénesis, dado que el uso de anestesia
con vasoconstrictor produce cambios transitorios en la irrigacion pulpar, que podrian no ser
relevantes, pero la rigurosidad en estos detalles permite mejor estandarizacién y por ende
comprension de resultados. Ademas podria ser interesante detallar la historia de dolor de

los pacientes cuyos molares fueron extraidos con caries.

Lo anterior dado que es interesante pensar en que la respuesta pulpar de
neovasculogénesis o linfangiogénesis pueda ser distinta en cuanto las lesiones producidas
sean por exposiciéon pulpar intencional (estudios en animales), trauma, procesos cariosos
en humanos o degenerativos como la reabsorcion radicular por exfoliacion de diente
temporal. La diversidad de estudios, diversidad en formas de adquisicion de muestras de
dientes y metodologia en la manipulacién de ellas es muy heterogénea dentro de los
estudios que investigan la presencia de vasos linfaticos en pulpa dental por lo que son
dificiles de comparar. Hay pocos estudios que sefalan e intentan relacionar estados
inflamatorios asociando esto a la historia de dolor que ha presentado el paciente
previamente, ademas muchos estudios no mencionan las condiciones en que se realizaron
las exodoncia de los dientes (estudios en humanos: anestesia general, local, tipo de
anestesia, dosis), en cuanto se ha demostrado que el uso de anestesia con vasoconstrictor

aplicada a dientes incisivos centrales producen diferencias en el flujo sanguineo pulpar de
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los dientes lo que se ha medido por flujometria con uso de técnicas doppler de ultrasonido
(Yoon et al., 2012), si bien el uso de vasoconstrictor para realizar una exodoncia no
necesariamente afectaria los procesos de linfangiogénesis a investigar de dientes con
procesos inflamatorios ya establecidos, sin embargo no deja de ser interesante detallar
estos antecedentes al ser estudiada la vasculatura en dientes humanos extraidos por

distintos motivos.

Resultaria interesante y en la linea de lo investigado por Winiewska el afio 2022, describir
a los vasos linfaticos estructuralmente comparando distintas fases inflamatorias, tal cual
como se estudid en el marco tedrico, durante el proceso de inflamacion, inicialmente los
vasos linfaticos experimentan un agrandamiento pronunciado en el tejido afectado vy
muestran una mayor fuga o extravasacion de liquido extracelular, lo que indicaria una

funcionalidad reducida inicial (Schwager, 2019) previa a la resolucién de ella.

Queda aun pendiente saber el papel de los vasos linfaticos y de los procesos de
linfangiogénesis en procesos reparativos dentro de la pulpa dental, lo que pudiera tener una
implicancia clinica, pensando en terapias pulpares como las pulpotomias donde se produce
exposicion pulpar y donde se espera la reparacion del tejido por debajo del tejido injuriado

e inflamado que se ha retirado.
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11. ANEXOS

11.1 Basqueda en Motor Cochrane Library

Para esta busqueda se procedié a ingresar al motor de la base de datos encontrado en

cochranelibrary.com: advanced search.

La libreria Cochrane Library (ISSN 1465-1858) es una coleccion de base de datos que
contienen diferentes tipos de evidencia de alta calidad e independiente para ayudar a la

decision de tratamiento en salud.

Términos Mesh buscados:

1.- Lymphatic vessels (capillaries)
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1, Surgical interventions for the prevention or treatment of lymphoedema after breast cancer
treatment

Silja P Markkula, Nelson Leung, Victoria B Allen, Dominic Furniss

Intervention
Review
19 February 2019

Trials: 37 : Resultados no atingentes con busqueda requerida: Anatomia y funciéon dado
naturaleza de Articulos trials y titulos se descartan los articulos.
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2.- Lymph cell: Resultados:0
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11.2 ANEXOS MOTOR BUSQUEDA PUBMED

11.2. 1 Busqueda Anatomia y Microestructura del Sistema Linfatico

Imagen Detalles de la Busqueda Anatomia y Microestructura del Sistema Linfatico n=29

resultado (Captura de pantalla de busqueda en Motor PubMed). Construccion de

enunciados, resultados y filtros utilizados.
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11.2.2 Témrino Mesh para Vasos Linfaticos: “ Lymphatic Vessels” y su definicién segun

NIH..
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11.2.3 Busqueda: Anatomia vascular linfatica, microvasculatura linfatica, microestructura 'y

su funcién (Captura de Pantalla de busqueda y resultados en PubMed)
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11.2.4 Busqueda: Sistema Linfatico e Inflamacion

History and Search Details

Search Actions Details
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11.2.5 Busqueda de Termino MESH Inflamacion en Motor PubMed (Captura de Pantalla de

Biblioteca virtual NIH)
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Summary = 20 per page =
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Search results

items: 110 20 of 25

Page [1 ._dz Ned s Lawt»»>
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11.2.6 Definicién del Término MESH Dental Pulp (Captura de Pantalla de Biblioteca virtual
NIH)

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Infarmation

MeSH MaSH ~ | dental pulp |

Create alet  Limits  Advanced Help

summary ~ 20 per page « Send to: ~
PubMed Search Builder =

Search results
Items: 10

[ Dental Pulp
b
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the dentin, and having formative, nutritive, senscry, and protective functions. (Jablonski, Dictionary of Dentistry, 1992} Search PubMed
YoulllT Tutorial
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11.2.7 Resultados de Busqueda “Dental Pulp” segun lo descrito en las Figura de Captura

de pantalla de Busqueda Avanzada (Busqueda #23 n =104) Se agrega operador Booleano

NOT.
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#4 1as » Search: (#1) NOT ("theraphy")

#3 e > Search: "dental pulp"[MeSH Major Topic]

#2 e > Search: #1

Showing 1 to 23 of 23 entries
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11.2.8 Definicion de Término MeSH elegido para la Busqueda de Vasculatura en pulpa

dental: “Microvessels”.(NIH: National Library of Medicine.)

National Library of Medicine

National Center for Biotechnolo

MeSH MeSH ~ | I microvessels|

Full =

Microvessels

Create alert  Limits

Advanced

The finer blood vessels of the vasculature that are generally less than 100 microns in internal diameter.

‘Year introduced: 2008

Pubhied search builder options.
Subheadings:

abnormalities
snalysis
anatomy and histology
blood supply

[ :chemistr',’
complications

O eytology
diagnosis

[ diagnostic imaging
drug effects

[ :embryolcgy

Restrict to MeSH Major Topic.

O enzymology

epidemiclogy

] efiology
growth and development

immunology

injuries

innervation

) metabaiism

methods

] microbiology

parasitology

Do not include MaSH terms found below this term in the MeSH hierarchy.

O pathology

pharmacology

U physiology

physiopathalogy
radiation effects

 statistics and numerical data

surgery

) therapy

transplantation

] ultrastructure

wirology
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PubMed Search Builder =

[ Add to search builder |[AND W
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Related information
PubMed

PubMed - Major Topic

Clinical Queries

NLM MeSH Browser

"microvessels”[MesH Terms] OR
microvessels[Text wWord]




11.2.9 Busqueda de Microvasculatura en Pulpa Dental #7= 62. Construccién enunciado de

Busqueda (Advanced Research).

History and Search Details ok, Download [ Delete
Search Actions Details Query Results Time
#7 e > Search: (#2) NOT (“regeneration”™) NOT "orthodontic” Filters: English, 62 0917103
Humans
#5 e > Search: (#2) NOT (“regeneration”) Filters: English, Humans 70 09:10:00
#5 e > Search: (#2) NOT ("regeneration”) Filters: English 125 09:0%01
4 b > Search: "regeneration” Filters: English 201,812 09:08:30
#3 e > Search: (#2) NOT ("stem cells”) Filters: English 124 090716
22 e > Search: ("Microvessels”[MeSH Terms]) AND ("dental pulp”[Me5H 134 09:05:34
Terms]) Filters: English
#1 e > Search: ("Microvessels"[MeSH Terms]) AMD ("dental pulp”[Me5H 168 00:04:41
Terms])

Showing 1to 7 of 7 entries
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11.2.10 Busqueda en Motor PubMed para el tema: Vasos Linfaticos en Pulpa Dental n=14

con enunciado segun Términos MESH y Operador Booleano AND.

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

PubMed Advanced Search Builder Pu bQEd gov
User Guide
Add terms to the query box

All Fields s Enter a search term

Show Index

Query box

Enter / edit your search query here Search v

History and Search Details &‘ Download Delete
Search Actions Details Query Results Time

#2 e > Search: (“dental pulp”[MeSH Terms]) AND (#1) 14 13:35:02

#1 e > Search: "Lymphatic Vessels”[Mesh] Sort by: Most Recent 10,991  13:25:26

Showing 1 to 2 of 2 entries
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11.2.11 Resultados Busqueda PubMed: “ Lymphangiogenesis “ AND “ Dental Pulp”.

National Library of Medicine

National Center for Biotachnology Information

Pmeed.gm-‘

f Ii‘l‘

2003 2022

[] Abstract
|:| Free full text
[ Full text

[] Books and Documents

[] Clinical Trial

O Meta-Analysis
Randomized Contrelled

U Trial

(#1) AND ("dental pulp*[MeSH Terrns]j

Advanced Create alert Create RSS

Save Emai Send to Sorted by: Best match Display options -ﬁ-‘

4 results Fage 1 of 1

[] Lymphangiogenesis in human dental pulp.
1 Pimenta F), 5& AR, Gemez RS

Cite Int Endod ). 2003 Dec;36(12):853-6. doi 10.1111,5.1365-2591.2003.00728.
PMID: 14641424

[l Characterization of the dental lymphatic system and identification of cells
2 immunopositive to specific lymphatic markers.
Cite  Derggreen E Haug SR, Mkonyi LE Bletsa A
Eur J Oral Sci. 2009 Febr117(1k34-42, doi: 10.1111/.1600-0722.2005.00592.%

PMID: 19196316

[0 Investigating lymphangiogenesis in vitro and in vivo using engineered human
3 lymphatic vessel networks.
Cite  Landau 5, Newman A, Edri 5, Michael |, Ben-Shaul 5, Shandalov Y, Ben-Arye T, Kaur B Zheng MH,
Levenberg 5.
Proc Natl Acad Sc U S A 2021 Aug 311

PRID: 34326257

8(31xe2101931118. doi: 10.1073/pnas.2101931118&.

Free PMC article.

[ Immunchistachemical investigation of lymphatic vessel formation control in
4 mouse tooth development: lymphatic vessel-forming factors and receptors in
cte tooth development in mice.
Takahashi 5, Amibe K, Kon H, Takada 5, Ohno T, Watanabe H,
Tissue Cell. 2012 Jur;44{3):170-81. doir 10.1016/.tice.2012,03.002, Epub 2012 Mar 31

PMID: 22465318

1: Pimenta FJ, Sa AR, Gomez RS. Lymphangiogenesis in human dental pulp. Int Endod J.

2003 Dec;36(12):853-6. doi: 10.1111/.1365-2591.2003.00728.x. PMID: 14641424.

2: Berggreen E, Haug SR, Mkonyi LE, Bletsa A. Characterization of the dental lymphatic

system and identification of cells immunopositive to specific lymphatic markers. Eur J Oral

Sci. 2009 Feb;117(1):34-42. doi: 10.1111/j.1600-0722.2008.00592.x. PMID: 19196316.

3: Landau S, Newman A, Edri S, Michael |, Ben-Shaul S, Shandalov Y, Ben-Arye T, Kaur P,

Zheng MH, Levenberg S. Investigating lymphangiogenesis in vitro and in vivo using
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engineered human lymphatic vessel networks. Proc Natl Acad Sci U S A. 2021 Aug
3;,118(31):€2101931118. doi: 10.1073/pnas.2101931118. PMID: 34326257; PMCID:

PMC8346860.

4: Takahashi S, Ambe K, Kon H, Takada S, Ohno T, Watanabe H. Immunohistochemical
investigation of lymphatic vessel formation control in mouse tooth development: lymphatic

vessel-forming factors and receptors in tooth development in mice. Tissue Cell. 2012

Jun;44(3):170-81. doi: 10.1016/).tice.2012.03.002. Epub 2012 Mar 31. PMID: 22465518
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