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RESUMEN

La reabsorcion radicular fisiologica (RRF) en dientes temporales es un evento progresivo,
que estd mediado fundamentalmente por el foliculo dental del diente sucesor,
comprometiendo fendmenos de degeneracion axonal de tipo Walleriana a nivel de la pulpa
dental. En el presente estudio se ha planteado como hipdtesis de trabajo, que los fenémenos
de degeneracion axonal durante RRF comprometen la activacion de un fenotipo reparativo
en células de Schwann asociado a respuestas vasculares e inflamatorias.

El estudio se realizé en caninos temporales humanos, clasificados en tres etapas de la
reabsorcion radicular (inicial, media y avanzada). Se analizaron los cambios en el fenotipo
de células de Schwann, componentes vasculares y células inmuno-competentes mediante
técnicas de inmunohistoquimica cuantitativa y microscopia confocal.

Los resultados muestran la reprogramacién progresiva de las células de Schwann a fenotipos
reparativos mediante el aumento significativo en la expresion del factor de transcripcion c-
jun y la expresion del receptor p75NTR en células de Schwann durante la RRF. Se
determinaron cambios vasculares a través del aumento significativo de los vasos sanguineos
mediante el marcador CD31 especialmente en la zona de reabsorcion, evidenciando
significativos eventos de angiogénesis, cuantificados a través del marcador CD105 para las
tres etapas definidas del proceso de reabsorcion. Ademas, se evidenciaron fendmenos de
linfangiogénesis determinados por la formacién de una red de terminales linfaticos (PDPN*
y VEGFR3") a nivel sub-odontoblastico en corona y raiz, especialmente aumentada en las
etapas media y avanzada del proceso. Destacar el progresivo incremento de células inmuno-
competentes (HLA*, CD68", CD3", CD15") que definen el microambiente inflamatorio de la
pulpa dental durante el proceso de RRF.

Es relevante destacar el conocimiento alcanzado en el presente trabajo, respecto a la
interrelacién entre la degeneracion axonal, la reprogramacion adaptativa de la célula de
Schwann a un fenotipo reparativo, y los cambios vasculares e inflamatorios observados
durante las distintas etapas de la reabsorcion radicular fisiologica. Los resultados validan el
efecto que tiene el proceso de reabsorcion radicular sobre la capacidad de respuesta y
plasticidad de los componentes neurovasculares de la pulpa dental.

Estudiar la respuesta de los componentes neurovasculares a nivel de la pulpa dental, es
fundamental para comprender como estos procesos permiten un correcto recambio dentario,
la mantencion de una cronologia normal de erupcion y el progresivo declive de la funcién
sensorial asociado a la etapa avanzada de la reabsorcion radicular, permitiendo la exfoliacion
asintomatica del diente temporal. Los resultados obtenidos confirman que los dientes
temporales son un dérgano sensorial, que mantienen su alta plasticidad y capacidad de
reparacion durante la progresion del proceso de reabsorcion radicular fisiologica. Es esencial
entonces lograr la traslacién del conocimiento que resulta de esta investigacién en
procedimientos que impacten y eleven la calidad de la atencidn en la practica odontoldgica.



ABSTRACT

Physiological root resorption (RRF) in primary teeth is a progressive event, which is
fundamentally mediated by the dental follicle of the successor tooth, involving phenomena
of axonal degeneration of the Wallerian type in the dental pulp. In the present study, it has
been hypothesized that the phenomena of axonal degeneration during RRF compromise the
activation of a reparative phenotype in Schwann cells associated with vascular and
inflammatory responses. The study was carried out on primary human canines, classified in
three stages of root resorption (initial, middle and advanced). Changes in the phenotype of
Schwann cells, vascular components and immuno-competent cells were analyzed using
quantitative immunohistochemistry and confocal microscopy techniques.The results show
the progressive reprogramming of Schwann cells into repair phenotypes by significantly
increasing expression of the transcription factor c-jun and p75NTR receptor in Schwann cells
during RRF. Vascular changes were determined through the significant increase in blood
vessels by means of the CD31 marker, especially in the resorption zone. Moreover,
significant angiogenic activity was determined by the CD105 marker for the three defined
stages of the resorption process. In addition, lymphangiogenesis phenomena evidenced by
the formation of a network of lymphatic terminals (PDPN+ and VEGFR3+) at the sub-
odonontoblastic level in the crown and root, especially increased in the middle and advanced
stages of the process. The progressive increase in immuno-competent cells (HLA+, CD68+,
CD3+, CD15+) that define the inflammatory microenvironment of the dental pulp during the
RRF process. It is important to highlight the knowledge reached in the present work,
regarding the interrelationship between axonal degeneration, adaptive reprogramming of the
Schwann cell to a reparative phenotype, and the vascular and inflammatory changes observed
during the different stages of physiological root resorption. The results validate the effect of
the root resorption process on the response capacity and plasticity of the neurovascular
components of the dental pulp. Studying the response of the neurovascular components at
the level of the dental pulp is essential to understand how these processes allow a correct
dental replacement, the maintenance of a normal chronology of eruption and the progressive
decline of the sensory function associated with the advanced stage of root resorption,
allowing the asymptomatic exfoliation of the primary tooth. The results confirm that primary
teeth are a sensory organ, which maintain their high plasticity and repair capacity during the
progression of the physiological root resorption process. It is therefore essential to translate
the knowledge resulting from this research into procedures that impact and enhance the
quality of care in dental practice.



1. INTRODUCCION

Los cambios que ocurren en la pulpa dental durante la reabsorcion radicular fisioldgica (RRF)
en la denticion temporal ain no estan del todo comprendidos. La reabsorcion y exfoliacion
son procesos complejos que involucran eventos programados, asociados a la funcion
coordinada de osteoblastos, osteoclastos, odontoclastos, foliculo dental y células del
ligamento dental (Wise et al., 2002). Aungue, los mecanismos precisos que activan la
reabsorcion radicular no estan del todo comprendidos, se ha propuesto el rol del foliculo
dental y las células del reticulo estrellado en la secrecion de factores de reclutamiento de

monocitos para promover la activacion de odontoclastos (Tyrovola et al., 2008).

Se ha observado que durante este proceso, en la pulpa dental hay una serie de cambios
asociados a la inervacion e infiltrado inflamatorio (Suzuki et al., 2015). De esta manera, se
ha evidenciado una progresiva degeneracion axonal con fragmentacion de neurofilamentos,
activacion de las células de Schwann y su disposicion en bandas de Bingner, eventos

similares a los observados durante degeneracion de tipo Walleriana.

Con respecto a los cambios observados en vasos sanguineos de la pulpa dental, los estudios
son escasos, se ha descrito un aumento de la vascularizacion asociado a RRF (Monteiro et
al., 2009). Cambios en los vasos linfaticos no han sido estudiados durante la reabsorcion
radicular fisiologica. Sin embargo, se ha establecido linfangiogénesis asociadas a procesos
inflamatorios dentro de la pulpa dental humana (Pimenta et al., 2003; Tahmiscija et al., 2012;

Dacic et al., 2013).



Considerando que, la reabsorcion radicular fisioldgica en dientes temporales es un evento
progresivo, que estd mediado fundamentalmente por el foliculo dental del diente sucesor,
comprometiendo fendmenos de degeneracion axonal de tipo Walleriana a nivel de la pulpa
dental, en el presente estudio se ha planteado como hipotesis de trabajo, que los fendmenos
de degeneracion axonal durante RRF comprometen la activacion de un fenotipo reparativo

en células de Schwann asociado a respuestas vasculares e inflamatorias.

Por lo anterior, el propdsito del presente estudio es determinar la activacion de células de
Schwann y cambios vasculares e inflamatorios en la pulpa dental relacionados a fenémenos
de degeneracion axonal durante el proceso de reabsorcion radicular fisiologica en dientes
temporales. El estudio se ha enfocado en caracterizar mediante inmunohistoquimica
comparativa y microscopia confocal los cambios en las células de Schwann, de los
componentes vasculares y las células inmuno-competentes durante tres etapas definidas de

la reabsorcion radicular.



2. MARCO TEORICO

2.1 REABSORCION RADICULAR FISIOLOGICA EN DENTICION TEMPORAL

Durante el desarrollo de los dientes temporales, se inicia su proceso de erupcion desde el
alveolo, alcanzando la posicion funcional de oclusion (Wise et al., 2002). EI movimiento de
los dientes durante la erupcion consiste en la preparacion de una via de erupcion a través del
hueso y tejidos blandos. Esta via se genera con la reabsorcion de hueso, la reabsorcion
radicular de los dientes temporales y remocién de tejidos blandos incluyendo el paso a través
del epitelio (Marks y Schroeder, 1996). Asi la erupcién y exfoliacién son procesos complejos
que involucran eventos programados y la funcién coordinada de osteoblastos, osteoclastos,

odontoclastos, foliculo dental y células del ligamento dental (Wise et al., 2002).

La reabsorcion radicular es un proceso que resulta en la pérdida del tejido mineralizado. Es
un fendmeno con una etiologia multifactorial que concierne tanto al hueso, siendo necesario
un adecuado proceso de remodelado 6seo, como a los tejidos duros del diente. En el caso de
la reabsorcion fisiolGgica, ésta ocurre s6lo en la denticion temporal (Majewska-beska y

Szczepanska, 2012).

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

fuerzas oclusales (Obersztyn, 1963).



Por otra parte, cabe destacar que la duracion del proceso de reabsorcion radicular fisiologica

es de 5 afios aproximadamente (Figura 1).
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Figura 1: Linea de tiempo ciclo vital dientes temporales (caninos). Procesos de formacion y
reabsorcion radicular (Adaptado de: Koch et al., 2011; Moorrees et al., 1963).

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

clave en el proceso de crecimiento y desarrollo.
Dentro de los procesos y células implicados en el proceso de reabsorcion estan:

Osteoclasto y remodelacién 6sea:

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

Tyrovola et al., 2008).

Otro factor importante en la regulacién del proceso es M-CSF, un factor de crecimiento
producido por fibroblastos, células endoteliales, macr6fagos y monocitos, uno de los
mecanismos de accion de M-CSF es la sobre-regulacion de RANK vy la disminucion de OPG,

promoviendo la formacion, fusién, diferenciacion, activacion y sobrevivencia de

4



osteoclastos. La diferenciacion de osteoclastos también esté estimulada por citoquinas (TNF-
a, IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-11 y IL-17) (Harokopakis-Hajishengallis, 2007). Se puede concluir
que OPG, RANKL y RANK forman una red clave en la regulacion del metabolismo 6seo y

la biologia del osteoclasto (Tyrovola et al., 2008).

Foliculo Dental:

Originado del mesenquima de la cresta neural, el foliculo dental es un saco de tejido

conectivo laxo que rodea al 6rgano de esmalte de cada diente (Wise et al., 2002).

La importancia del foliculo dental en el proceso de erupcion se demostré en estudios en
perros, en los que se removio el foliculo de premolares y no hubo erupcion (Cahill y Marks,
1980). Ademaés dejando el foliculo intacto, removiendo el diente e insertando una réplica

artificial, resulto en la erupcion del diente artificial (Marks y Cahill, 1984).

Estos estudios eliminan las teorias previas de erupcion, debido a que posibles tejidos

propulsivos como la pulpa y las raices estaban ausentes (Wise et al., 2002).

La reabsorcion de los dientes temporales es méas avanzada en las areas adyacentes al foliculo

dental, y los periodos de reabsorcidn se alternan con periodos de reparacion (Furseth, 1968).

Por otra parte, factores citotroficos liberados por el foliculo dental y el reticulo estrellado,
como el péptido relacionado con la hormona paratiroidea (PTHrP), interleuquina-lo y el
factor de crecimiento transformante B1 estimulan la expresion de RANKL durante el proceso
de erupcién, lo que en consecuencia conduce a una reabsorcion radicular fisiologica de los

dientes temporales y una exitosa erupcion de los dientes definitivos (Tyrovola et al., 2008).

Asi el foliculo dental del diente permanente y el tejido conectivo adyacente a la raiz del diente

temporal podrian jugar un papel importante en el desarrollo y la activacion de odontoclastos

5



antes y en el momento especifico del inicio de la reabsorcion radicular fisioldgica (Sahara,

2001).

Odontoclastos:

Las células responsables de la reabsorcion del tejido dental son los odontoclastos, que liberan
enzimas hidroliticas que desmineralizan los cristales de apatita del tejido dental y
subsecuentemente degradan proteinas de dentina por accion de la catepsina K y MMP-9

(Sasaki et al., 1988; Harokopakis-Hajishengallis, 2007).

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

(Wang y McCauley, 2011).

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

fisiolégica y patoldgica (Harokopakis-Hajishengallis, 2007).

Ligamento Periodontal:

Dos proteinas de la matriz extracelular asociadas a la adhesion y activacion de odontoclastos,

sialoproteina Gsea y osteopontina, se han encontrado mayormente expresadas en el ligamento



periodontal de dientes temporales. Lo que sugiere una expresion diferente de las proteinas de
la matriz extracelular entre ambas denticiones, lo que podria actuar como sefializacion
selectiva para la adhesion del odontoclasto y por consiguiente de la reabsorcion radicular de

los dientes temporales (Lee et al., 2004).

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

RANK en la membrana del odontoclasto (Fukushima et al., 2003).

Asi RANKL es expresado en fibroblastos del ligamento y osteoblastos en el lado comprimido
del ligamento, donde pareciera que la osteoclastogenesis se da en respuesta a un estrés

mecénico (Kanzaki et al., 2002).

Las constantes fuerzas masticatorias debilitan el ligamento periodontal de los dientes
temporales lo que puede causar necrosis del ligamento lo que genera produccion local de
citoquinas, bajo la influencia de las citoquinas los macr6fagos y monocitos son reclutados

(Kanzaki et al., 2002).

Por otra parte, la reabsorcion radicular de los molares inferiores temporales sin sucesores
definitivos comienza mas tarde que la reabsorcion fisioldgica de molares con sucesores. En
los molares temporales sin gérmenes deifnitivos, odontoclastos y células inmunes estaban
presentes principalmente en la pulpa apical en el inicio de reabsorcion radicular. Esto sugiere

que la pulpa dental de los molares temporales, asi como las células inmunes, pueden



desempefiar un papel importante en la reabsorcién radicular en molares temporales sin

gérmenes de dientes definitivos (Lin et al., 2012).

Cementoblastos:

En la fase activa de la reabsorcion radicular, se observan mayor cantidad de odontoclastos,
cementoblastos, fibroblastos, macréfagos, neutrofilos, y muchos vasos sanguineos. Los
cementoblastos estuvieron presentes en la reabsorcion de la superficie de la dentina
adyacente a odontoclastos y, en muchos casos, estas células se comunicaban entre si a través

de las uniones gap (Sasaki et al., 1990; Sahara, 2001).

Epitelio Gingival:

Se sugiere que la union dentogingival, asi como epitelio gingival, desempefian papeles
importantes en el proceso de exfoliacidn de los dientes temporales humanos. Después de la
reabsorcion radicular, la union dentogingival migra a lo largo del interior de la superficie de
reabsorcion y finalmente alcanza la superficie de la pulpa coronal. Al mismo tiempo, el
epitelio gingival también prolifera y migra bajo la corona del diente en la superficie que

recubre la erupcién del diente de sucesion (Sahara et al., 1993).



2.2 INERVACION DE LA PULPA DENTAL: AXONES Y GLIA

2.2.1 Axones

La pulpa dental se origina a partir de células derivadas de la cresta neural durante el desarrollo
temprano créneo-facial (Chai et al., 2000). La pulpa de dientes temporales tiene un alto
potencial para la reparacion, lo que sugiere la presencia de células multipotenciales capaces

de diferenciarse en diversos tipos de células (Miura et al., 2003).

Cabe destacar que el patron de inervacion se establece tempranamente durante el desarrollo
del germen dentario. Asi el crecimiento nervioso sensorial dental y su patrén es un proceso
gradual que esta intimamente ligado a morfogénesis dental. Tanto el factor de crecimiento
nervioso (NGF) como la semaforina 3A (Sema3A) tienen funciones esenciales durante el
desarrollo de la inervacién y son reiteradamente requeridos en diferentes etapas de este

proceso (Fried et al., 2000; Luukko y Kettunen, 2014).

Por otra parte, el dolor es un fendmeno subjetivo, que involucra respuestas sensoriales
fisioldgicas, aspectos emocionales, conceptuales y motivacionales del comportamiento,
siendo la existencia de neuronas periféricas sensoriales nociceptivas esencial para conformar
la base para el dolor y de las sensaciones dolorosas, que son provocadas por activacion de
nervios intradentales. La transmision de la informacion sensorial consiste en una cascada de
eventos, por lo que el control del dolor dental debe basarse en una comprensién del origen
de las sefiales de dolor y la compleja modulacion que puede tener lugar a nivel local y en

niveles superiores (Luukko et al., 2011).

De esta manera, neuronas detectan cambios en el ambiente ya sean nocivos 0 no nocivos y

transmiten la informacion sensorial a través de impulsos eléctricos. Las respuestas



sensoriales de la dentina son transmitidas por fibras nerviosas que inervan el complejo

dentino-pulpar, siendo el diente un érgano sensorial Unico (Chung et al., 2013).

Los haces nerviosos gque entran en la pulpa de los dientes se componen principalmente de
aferentes sensoriales del nervio trigémino y ramas simpaticas del ganglio cervical superior.

Cada haz contiene axones mielinicos (fibras A) y no-mielinicos (fibras C) (Torneck, 1994).

Fibras A mielinicas: de diametro 1 a 6 pm en ¢l caso de las fibras Ad y 6 a 12 um en el caso
de las fibras AP. Son de conduccion rapida, con una velocidad de 12 to 30 m/s y se asocian

a dolor agudo y localizado (Torneck, 1994; Bender, 2000).

Fibras C amielinicas: de didmetro 0.4 a 1.2 pm. Son de conduccion lenta, con una velocidad

de 0.5 to 2 m/s y se asocian a dolor sordo y difuso (Torneck, 1994; Bender, 2000).

Asi el diente esta inervado por un gran numero de axones mielinicos y no-mielinicos. El
namero de axones que entran en un premolar humano puede alcanzar 2,000 o més, y cada

axon se puede ramificar para formar multiples puntos de inervacion (Luukko et al., 2011).

Ambos tipos de axones mielinicos y no-mielinicos forman una red axonal a nivel

subodontoblastico denominado como plexo de Raschkow (Avery y Chiego, 2006).

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

1984).
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Los caninos temporales humanos totalmente desarrollados tienen significativamente mas
axones mielinicos que los caninos permanentes, pero el nimero de axones no-mielinicos es

similar (Johnsen y Johns, 1978).

Con respecto a la inervacion en dientes temporales como se indicé anteriormente tanto fibras
mielinicas como no mielinicas entran por el foramen apical como ramificacion del nervio
alveolar. Estos nervios se extienden como haces que acompafian paralelamente los vasos

sanguineos, recorriendo el diente de manera axial (Bernick, 1952).

2.2.2 Glia: Células de Schwann

Las células de Schwann se originan a partir de células que migran de la cresta neural, son
reconocidas como unas de las células més complejas del sistema nervioso periférico (SNP).
Evidencian un alto grado de plasticidad, siendo capaces de transformarse rapidamente

durante el desarrollo y en respuesta a lesiones de axones periféricos (Jessen & Mirsky, 2008).

Durante el desarrollo, las células de Schwann se asocian con haces de axones a medida que
se extienden en la periferia, apoyan el crecimiento axonal durante esta fase, generando una

variedad de factores de crecimiento (Kidd et al., 2013).

Son las células gliales del SNP, mielinizando los axones. La vaina de mielina sirve como
aislamiento disminuyendo de ese modo la capacitancia de la membrana del axon y

aumentando la velocidad de conduccion (Ydens et al., 2013).

Con respecto a los estados de diferenciacion de células de Schwann durante el desarrollo, en
una primera etapa la célula de Schwann migra y rodea el haz de axones, segrega un axon de
mayor diametro y luego se divide. Una célula derivada de esta division, mieliniza el axon

segregado, mientras que la otra célula permanece asociada con el haz de axones en desarrollo.
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Esta segregacion del axdn y division celular continlia hasta que el axon es mielinizado o es
parte del soporte de axones no-mielinizados formando las denominadas fibras de Remak

(Figura 2) (Jessen & Mirsky, 2008; Kidd et al., 2013).
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Figura 2: Estados de diferenciacion de células de Schwann durante el desarrollo. A:
migracion célula de Schwann, B: rodea el haz de axones, C: segregacion de un axon, D-E:
célula asociada al haz de axones no-mielinicos, fibra de Remak, F-G: célula mieliniza el axén
segregado (Kidd et al., 2013).

Como se detallard en la préxima seccion; después de una lesion, las células mielinizantes
degradan su mielina, se desdiferencian y se activan en células con un fenotipo reparativo,
adquiriendo capacidades propias para guiar el proceso de regeneracion (Jessen & Mirsky,

2016).

De esta manera, la caracteristica mas notable de las células de Schwann es que no so6lo se
diferencian en una célula altamente especializada productora de mielina, sino que también
pueden revertir el proceso de diferenciacion y transformarse en una célula no-mielinizante
capaz de remielinizar axones (Arthur-Farraj et al 2012; Kidd et al., 2013; Jessen & Mirsky

2016).

En la pulpa dental se ha observado una sofisticada organizacion de las células de Schwann,

que forman parte de una red multicelular neuroinmune en asociacion con fibras nerviosas,

12



vasos sanguineos y células dendriticas (Farahani et al., 2011; Couve et al., 2018). Ademas se
ha evidenciado su alta plasticidad fenotipica, durante procesos esenciales del ciclo vital de
dientes temporales y definitivos como la reabsorcion radicular fisioldgica (Suzuki et al.,

2015) y el envejecimiento (Couve et al., 2018).

Al mismo tiempo, la presencia de las células de Schwann como un componente celular en la
interfase dentino-pulpar demuestra que su asociacion con los terminales nerviosos
sensoriales y los componentes del sistema inmunitario, forma parte de una barrera
multicelular integrada para la defensa contra patdgenos y la reparacion de la dentina (Couve

etal., 2018).

2.3 DANO DE NERVIOS PERIFERICOS

2.3.1 Degeneracion Walleriana y células de Schwann

Como fue descrito originalmente por Waller en 1850, al observar los nervios hipogloso y
glosofaringeo en rana, luego de dafiar mediante seccionamiento, la degeneracién de nervios
periféricos muestra una marcada produccién de varicosidades axonales a lo largo del mufion

distal de nervios periféricos (Waller, 1850).

Un dafio como la axotomia o compresion de un nervio periférico conduce a la degeneracion
del segmento distal del nervio, este proceso se conoce como Degeneracion Walleriana (WD).
Durante este proceso se transforma el microambiente normalmente hostil al crecimiento de
los nervios, en un terreno de apoyo al crecimiento, y dota al sistema nervioso periférico de

su notable y caracteristico potencial regenerativo (Arthur-Farraj et al 2012).

En roedores luego de un dafio, los nervios periféricos pueden regenerarse con una tasa de 1-

3 mm por dia, este alto potencial de regeneracion se atribuye a las propiedades Unicas de las
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células gliales del sistema nervioso periférico, las células de Schwann (Figlia, 2018; Jessen

& Mirsky, 2016).

Debido a que las células de Schwann durante este proceso regenerativo, estan especializadas
para la reparacion y difieren de otras células de su linaje, se denominan células de Schwann
reparativas. Este fenotipo reparativo de la célula de Schwann es diferente a la célula de
Schwann inmadura, ya que muestran un perfil de expresion molecular distinto (aumento de
glial cell line-derived neutrophic factor (GDNF), oligodendrocyte transcription 1 (Oligl),
Sonic hedgehog (Shh) y artemina; los que son controlados por c-jun) (Jessen & Mirsky,
2016). La célula de Schwann reparativa morfolégicamente se caracteriza por ser alargada,
esto da como resultado células que son aproximadamente 2 a 3 veces mas largas que las
células mielinizantes y Remak, a partir de las cuales se han originado. Por lo que, las células
de mielinizantes y Remak dan paso a células alargadas que forman bandas de Bungner en los
nervios lesionados y luego dichas células pueden volver a transformarse en células
mielinizantes (Gomez-Sanchez et al., 2017). De esta manera guian la regeneracién axonal
permitiendo que los axones alcancen sus areas blanco, gracias a la formacién de las bandas

de Blngner (Jessen & Mirsky, 2016).

Por lo tanto, si bien la funcién principal de las células de Schwann es la produccion de mielina
alrededor de los axones periféricos, después de un dafio, estas células pierden rapidamente
su estado diferenciado y se convierten en el centro de una respuesta compleja (Figlia, 2018):

(1) Degradacién de mielina a través de la autofagia:

La degradacion de la mielina dafiada es esencial, ya que los desechos de mielina actdan como
barrera para la regeneracion axonal. El inicio de la degradacion de mielina depende de la
activacion de la fosfolipasa A2 (PLA2). Asi PLA2 estd aumentada en células de Schwann y
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macrofagos luego del dafio y permanece de esta manera hasta 2 semanas después (Gaudet et

al., 2011).

Un evento importante en el inicio de la fragmentacion de la mielina es la destruccion de la
unién en las incisiones de Schmidt-Lanterman. Esta remodelacién de la membrana parece
requerir una funcion de enzimas lisosomicas. La Proteina-1 asociada a lisosomas (LAMP-1),
un marcador lisosomal, aumenta drasticamente en los nervios lesionados y se localiza
inicialmente en las incisiones durante la fragmentacion de la mielina. Después de la lesion
del nervio periférico, la autofagia se activa dentro del primer dia en las células de Schwann.
Por lo tanto, es muy probable que la activacion de la autofagia y de lisosomas, sea un
mecanismo de las células de Schwann para llevar a cabo la desmielinizacion (Tricaud & Park,

2017).

La desmielinizacion representa una reprogramacion profunda de la célula de Schwann
mielinizada. Este paso de la reprogramacion celular comienza en el ndcleo alrededor de 4 h
después de la lesion del nervio. El evento mejor caracterizado en este paso es la activacion
del factor de transcripcion c-jun. Este factor es un componente clave del complejo de
transcripcion AP-1. Durante la degeneracion Walleriana, c-Jun esta fuertemente regulado
positivamente 4 h después de la lesion del nervio con una activacion maxima a las 12 h

(Tricaud & Park, 2017).

De esta manera se ha observado que la eliminacién de c-Jun en las células de Schwann
produce una degradacion mas lenta de la mielina, un crecimiento mas lento del axon y una
mayor pérdida de neuronas después de la lesion nerviosa. Por el contrario, la sobreexpresion
de c-Jun en las células de Schwann da como resultado un aclaramiento de mielina mas rapido,
pero afecta la remielinizacion posterior (Fazal et al., 2017).
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(2) Reclutamiento de macréfagos:

Por otra parte, se ha observado que las células de Schwann expresan receptores Toll-like
(TLR) como TLR1 que luego de una axotomia estan aumentados, este patron de expresion
de TLRs sugiere que la célula de Schwann tiene un rol centinela en el sistema nervioso
periférico. En este sentido, se ha evidenciado que ligandos TLR enddgenos, que se liberan
de los axones que se desintegran, se unen los a los TLRs encontrados en las células de
Schwann vy las células inmunes (por ejemplo, macréfagos) que conducen a la activacion de
cascadas inflamatorias que son esenciales para promover la regeneracion de los axones

(Gaudet et al., 2011).

Luego de una semana de la lesion, las células inmunitarias reclutadas, especialmente los
macrofagos, asumen un papel principal en la eliminacién de desechos y la produccion de
factores de crecimiento en la proxima etapa de la degeneracion Walleriana. Las células de
Schwann en el nervio distal sintetizan las citoquinas proinflamatorias TNF-a. ¢ interleucina
(IL)-1a en 5 hrs, y luego a las 24hrs IL-1b. Del mismo modo, la expresion de IL-6 y LIF
(factor inhibidor de leucemia) se incrementa dentro de las 3 horas de PNI; el tratamiento con
IL-6 de células de Schwann aumenta la expresion de MCP-1 (proteina quimiotactica de
monocitos-1, MCP-1/CCL2). El TNF-a también provoca la produccion de MCP-1 vy la
metaloproteinasa de matriz (MMP) -9; ambos necesarios para la acumulacion de macrofagos

inducida por el dafio (Gaudet et al., 2011).

Esta acumulacién de macrofagos, por un lado, contribuye a la degeneracion Walleriana al
eliminar los restos de mielina, y por otro lado, su heterogeneidad da lugar a un fenotipo

antiinflamatorio (M2), promoviendo la regeneracion del nervio periférico (Chen et al., 2015).
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Por tanto, los macrofagos son rdpidamente reclutados al segmento distal y eliminan la gran
mayoria de los restos de mielina. Asi la respuesta inflamatoria se inicia por la desintegracion
axonal en el segmento distal del nervio: esto genera una permeabilizacion de la barrera
neurovascular y activa a las células de Schwann cercanas y los macrofagos residentes (Stoll

y Muller, 1999; Gaudet et al., 2011).

(3) Secrecion de factores neurotréficos:

Como se expuso anteriormente la célula de Schwann se desdiferencia en un fenotipo
reparativo diferente al de una célula de Schwann inmadura. Este fenotipo reparativo expresa
un aumento de factores y receptores neurotroficos como: brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), glial cell line-derived neutrophic factor (GDNF), neurotrophin-3 (NT3), nerve
growth factor (NGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), p75NTR, Sonic hedgehog

(Shh) y artemina (Meyer et al., 1992; revisado en Jessen & Mirsky, 2016).

Ademas se ha observado que en ausencia de c-jun en las células de Schwann hay deficiencia
en el proceso de regeneracién axonal y un aumento de la muerte neuronal. Por lo que, luego
de un dafio axonal, la activacion de c-jun en la glia es esencial para la expresion de factores
neurotréficos importantes en el crecimiento del axdn dafiado (Arthur-Farraj et al 2012;

Fontana et al., 2012)

De esta manera la célula de Schwann tiene un rol activo en la regeneracion axonal luego del
dafio a través de la expresion de factores y receptores neurotréficos que permiten el

crecimiento y supervivencia neuronal.
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(4) Remielinizacién de axones regenerados:

Las células de Schwann se desdiferencian, regulan positivamente genes implicados en
promover el crecimiento de axones, la supervivencia neuronal y la invasion de macrofagos,
y activar mecanismos para romper sus vainas de mielina y transformar morfoldgicamente en
células con procesos largos y paralelos. Esto les permite formar pistas de regeneracion
ininterrumpidas (Bandas de Blingner) que guian a los axones de regreso a sus objetivos. Para
completar el proceso de reparacion, las células de Schwann envuelven los axones
regenerados y se transforman de nuevo para generar células mielinicas y no mielinizantes

(Remak) (Stoll y Muller, 1999; Arthur-Farraj et al 2012).

Este proceso en el que las células de Schwann reparativas vuelven a ser células mielinizantes,
se acompafia de un acortamiento notable de su morfologia en 7 veces aproximadamente

(Gomez-Sanchez et al., 2017).

Como se indico en la seccion anterior las células de Schwann secretan factores neurotroficos
0 expresan receptores de estos factores en respuesta al dafio axonal. En este sentido la
expresion de receptores del factor de crecimiento nervioso (NGFR) como p75 esta
sobreregulada en los nervios dafiados, teniendo correlacién con la remielinizacién del axén
comprometido (Song et al., 2006; Tomita et al., 2007). De esta manera la célula de Schwann
juega un rol importante en la plasticidad de los axones terminales a través de la expresion de

receptores como p75 (Couve et al., 2018).
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2.3.2 Reabsorcion Radicular Fisiologica e inervacion pulpar

Durante la reabsorcion radicular fisiologica, la inervacion pulpar de dientes temporales
presenta marcados cambios degenerativos. Hay un alto nimero de axones mielinicos y no-
mielinicos en los dientes temporales, los que durante la reabsorcion radicular se degeneran
(Johnsen y Johns, 1978). Por lo que se observan varicosidades, lo que se acepta como signo
definitivo de degeneracion axonal. En general, los cambios degenerativos comprometen

principalmente axones de alrededor de 1 0 mas de diametro (Mohiuddin, 1950).

Los cambios degenerativos en fibras nerviosas mielinicas ocurren temprano en el proceso de
reabsorcion radicular. Se han reportado cambios degenerativos similares en fibras nerviosas
durante la degeneracion Walleriana. Por tanto, los dientes temporales parecen ser un buen

modelo para la observacion de la degeneracion nerviosa fisioldgica (Karlsson et al., 1974).

Por otra parte la degeneracion no se propaga a las fibras madre de los troncos nerviosos
dentales o los grandes haces de fibras que se dividen dentro de los maxilares. Asi los axones
involucrados en la inervacion del diente temporal se retiran y emiten brotes emergentes al
diente permanente de reemplazo. Por lo tanto, un axon puede transitoriamente inervar tanto

una pulpa de un diente temporal y la de su sucesor permanente (Brenan, 1986).

Cabe sefialar entonces que esta temprana degeneracion terminal en los nervios de los dientes
temporales probablemente puede explicar la ausencia de dolor cuando se exfolian
(Mohiuddin, 1950; Bernick, 1952). Las sefiales moleculares que regulan la de- y regeneracion
de los axones de la pulpa durante el desarrollo de este importante evento siguen siendo

desconocidos. Es probable que la degeneracidn axonal pulpar se produce por liberacion de
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factores moleculares liberados por las células de la pulpa durante la reabsorcién radicular, tal

vez en respuesta a cambios inflamatorios locales (Fried et al., 2000).

De esta manera, se han evidenciado cambios en la inervacion durante el proceso de
reabsorcion, se ha observado que la disposicion de fibras nerviosas disminuye (Monteiro et
al., 2009), con una marcada desorganizacion y progresiva fragmentacion de neurofilamentos,
a nivel del plexo de Raschkow. Ademas la fragmentacion y degradacion de la mielina es una
caracteristica comunmente observada durante todo el proceso de reabsorcion a nivel de haces

axonales (Suzuki et al., 2015).

Por otra parte, durante las diferentes etapas del proceso de reabsorcion radicular se evidencia
una reaccion de las células gliales. Si bien las células de Schwann en la etapa inicial se
localizaron en relacién a axones con neurofilamentos bien preservados, es importante
destacar que en etapa media se observé una fuerte inmunoreaccion para GFAP en las células
de Schwann, lo que demuestra su activacién, de forma similar a las bandas de Blingner
observadas en procesos de degeneracion Walleriana. En la etapa final del proceso de
reabsorcion radicular, las células de Schwann se evidencian mas irregulares y con menor
grado de diferenciacion. Lo que se ha descrito después de una lesion, en donde las células
mielinizantes degradan su mielina y se desdiferencian, readquiriendo las capacidades de
desarrollo temprano. Por otro lado, en esta etapa destaca la inmunoreactividad HLA-positiva
de las células de Schwann, donde mediante doblemarcaje se observa que co-localizan con los
marcadores S-100 y HLA (Suzuki et al., 2015). Es probable que los diferentes eventos estan
interconectados de manera que la erupcion de un diente permanente provoca la reabsorcion
y exfoliacion del diente temporal correspondiente, con los cambios neuronales que ocurren

en respuesta a esta re-organizacion (Fried et al., 2000).
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2.4 COMPONENTES VASCULARES

2.4.1 Vasos sanguineos y angiogénesis

El recubrimiento interno de los vasos sanguineos esta formado por células endoteliales, que
surgen de la misma célula precursora que las células hematopoyéticas, el hemangioblasto
(Choi et al., 1998). Por consiguiente, la integridad estructural y funcional de la célula
endotelial es esencial en el mantenimiento de la pared del vaso y la funcion circulatoria

(Sumpio et al., 2002).

De esta manera, las paredes de los vasos estdn compuestas por células endoteliales y células
peri-endoteliales o murales (pericitos, células de masculo liso, fibroblastos), que estan
integradas en una matriz extracelular. Durante el desarrollo, el sistema vascular alcanza un
nivel de organizacion compleja, gracias a procesos de vasculogénesis y angiogénesis que
involucran eventos de formacion, estabilizacion, ramificacion, remodelacién, poda y
especializacion. Por tanto, los vasos logran madurar en estructuras especializadas: capilares,

arteriolas, vénulas, arterias y venas (Greif, 2012; Jain, 2003).

Los vasos sanguineos mas grandes son las arterias y las venas, que tienen una pared gruesa
y resistente de tejido conjuntivo y capas de células musculares lisas. La pared interna esta
revestida por una lamina Unica extremadamente delgada de células endoteliales, el endotelio,

separada de las capas externas circundantes por una lamina basal (Alberts et al., 2014).

Las arteriolas precapilares estan completamente investidas de células musculares lisas
vasculares que forman su propia membrana basal y estan dispuestas circunferencialmente,
estrechamente empaquetadas y estrechamente asociadas con el endotelio. Tanto arteriolas
como vénulas tienen una mayor cobertura de células murales en comparacién con los

capilares (Jain, 2003).
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Los capilares, los vasos mas abundantes en nuestro cuerpo, debido a la estructura de su pared
y su gran relacion superficie-volumen, forman el sitio principal de intercambio de nutrientes
entre la sangre y el tejido. Consisten en células endoteliales rodeadas por membrana basal y

una capa escasa de pericitos (Jain, 2003).
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Figura 3: Composicion de la pared de vasos sanguineos: capilar, arteriola y vénula (Jain,

2003).

Los pericitos son células presentes en intervalos a lo largo de las paredes de capilares y
venulas poscapilares. Extienden procesos citoplasmaticos a lo largo de la superficie del tubo
endotelial. Estos procesos generalmente abarcan varias células endoteliales y ocasionalmente
se unen a ramas capilares vecinas. Los pericitos estan envueltos en una membrana basal que
es continua con la membrana basal endotelial. Por lo tanto, los pericitos maduros estan dentro

de una membrana basal en capilares y vénulas, una caracteristica que hace posible identificar
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sus procesos citoplasmaticos mediante electromomicroscopia de transmision en secciones
ultrafinas (Armulik et al., 2011; Attwell et al., 2016). Los pericitos permiten mantener la
estabilidad del vaso, modular la permeabilidad vascular y regular el flujo sanguineo a traves
de su funcion contractil. Debido a su heterogeneidad morfolégica y funcional es que se ha

sugerido definir distintas sub-clases de pericitos (Attwell et al., 2016).

Si bien hay varios marcadores conocidos de pericitos, estos no se encuentran tnicamente en
los pericitos y con frecuencia se expresan dinamicamente (Armulik et al., 2011). El uso de
una combinacion de marcadores de exclusion para otros tipos de células y la expresion
positiva de marcadores de pericitos conocidos ha permitido una comprension mas profunda
de estas células (Wong et al., 2015). Por ejemplo, el analisis inmunohistoquimico de muestras
humanas ha revelado que la expresion de NG2 y aSMA en pericitos varia segun el tipo de
vaso que rodean. Los pericitos que rodean los capilares son NG2 +/ aSMA-, en las vénulas
NG2- / aSMA + y en las arteriolas NG2 +/ aSMA +, con expresion de CD146 y PDGFRf

en todas las muestras (Crisan et al., 2012).

Como se ha sefialado anteriormente las células endoteliales son esenciales en la
conformacién y funcionalidad vascular. La célula endotelial participa en todos los aspectos
de la homeostasis, pero también en los procesos fisiol6gicos o patoldgicos, como la

trombosis, la inflamacion o la remodelacion de la pared vascular (Michiels, 2003).

Las células endoteliales embrionarias tempranas migran, proliferan y se diferencian para
formar los primeros rudimentos de los vasos sanguineos, en un proceso llamado
vasculogénesis. El crecimiento posterior y la ramificacion de los vasos en todo el cuerpo se
produce principalmente por la proliferacion y el movimiento de las células endoteliales de
estos primeros vasos, en un proceso llamado angiogénesis (Alberts et al., 2014).
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En ambos procesos (vasculogenesis y angiogénesis), el factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF) es un factor clave en la proliferacion y migracion de células endoteliales.
VEGF es expresado por células hipoxicas y de esta forma activa la angiogénesis en las zonas

hipoxicas (Carmeliet & Tessier-Lavigne 2005; Larrivee et al 2009).

Durante el crecimiento angiogénico, algunas células endoteliales dentro de la pared del vaso
capilar se seleccionan para la proliferacion. Estas células endoteliales se conocen como
células tip, que tienen un patron de expresion genética diferente al de las células del tallo o
stalk, y por ello son capaces de guiar este proceso. Las células tip son células especializadas
y con motilidad que extienden prolongaciones (filopodios) capaces de censar factores de
crecimiento, matriz extracelular y otras sefiales atractivas o repulsivas en el tejido que las
rodean (Adams & Eichmann 2010). Laexistencia de una célulatip y células stalk es esencial,
ya que si todas las células proliferaran indiscriminadamente, la seccién afectada de la red

vascular podria desintegrarse y comprometer la perfusion tisular (Adams & Alitalo, 2007).
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Figura 4: Esquema pasos del proceso de angiogénesis: vaso inactivo, inicio de brote,
proliferacion del vaso y anastomosis (Duran et al., 2018).
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De esta manera, la proliferacion esta controlada por el equilibrio entre las sefiales pro-
angiogénicas (+), como factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factores que
promueven la inactividad (-), como el contacto pericito-célula endotelial, ciertas moléculas

de matriz extracelular (MEC) o inhibidores de VEGF (Adams & Alitalo, 2007).

Las ceélulas tip responden a VEGF-A guiando la migracion, que funciona como una sefial
quimio atractiva que promueve la extension polarizada de los filopodios; y la respuesta
proliferativa a VEGF-A ocurre en las células stalk. Estas dos respuestas celulares estan

mediadas por la actividad agonista de VEGF-A en el receptor VEGF2 (Gerhardt et al., 2003).

Los receptores Notch y su ligando Delta-like-4 (DLL4) son esenciales para la proliferacion.
La sefializacion DII4-Notchl entre las células endoteliales sirve para restringir la formacion
de ceélula tip en respuesta a VEGF, estableciendo asi la relacion adecuada entre célula tip y
las células stalk requeridas para los patrones de ramificacion (Hellstrém et al., 2007). Para
lograr este proceso, VEGF interactla con VEGFR2, expresado en la superficie de las células
endoteliales de los vasos preexistentes. Con la estimulacion de VEGF, la expresion de DII4
se incrementa en las células tip. A su vez, el ligando DII4 activa la sefalizacion de Notch en
las células stalk, suprimiendo consecuentemente el fenotipo de la célula tip (Blanco &

Gerhardt, 2013).

Por otra parte, como la angiogénesis estd regulada por cambios en la tension de 02, y las
células endoteliales y las células peri-endoteliales constituyen la primera linea de interfaz
con la sangre, no es sorprendente que estas células estén equipadas con mecanismos para
detectar diferencias en el suministro de O2. Un ejemplo de mecanismos de deteccion de O2,

es que las células vasculares expresan sensores de O2 que interacttan con la familia del factor
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de transcripcion inducible por hipoxia (HIF), que a su vez retransmite las adaptaciones a los

cambios en la tensién de O2 (Fraisl et al., 2009).

De acuerdo con el importante papel de la hipoxia en el proceso, una gran cantidad de genes
implicados en diferentes etapas de la angiogénesis responden a la hipoxia. Se ha enfatizado
la importancia de HIF (particularmente HIF-1a) en la regulacion de genes implicados en la
angiogenesis. HIF-1 es un factor de transcripcion con estructura de heterodimero que media
la actividad inducible por la hipoxia (Pugh & Ratcliffe, 2003). De esta manera, HIF-1 juega
un papel esencial en la activacion de la expresion de VEGF en células hipdxicas (Forsythe et

al., 1996).

2.4.2 Vasos Linfaticos y Linfangiogénesis

Los vasos linfaticos estdn disefiados para cumplir funciones especializadas como:
homeostasis de fluidos, absorcion de lipidos y trafico de células inmunes (Betterman &
Harvey, 2016). De esta manera, el sistema linfatico proporciona un sistema de drenaje para
el liquido (linfa) que se filtra de los vasos sanguineos, asi como una ruta de salida para los
glébulos blancos que han migrado de los vasos sanguineos a los tejidos. Los linfaticos forman
un sistema de ramificacion de afluentes, que en Gltima instancia descargan en un solo vaso
linfatico grande, el conducto toracico, que se abre hacia la vena subclavia, cerca del corazon.
Al igual que los vasos sanguineos, los linfaticos estan revestidos con células endoteliales

(Alberts et al., 2014).

El fluido intersticial formado a partir de la extravasacion de soluto y fluido de los capilares
sanguineos, ingresa a los capilares linfaticos de 10-60 um de diametro, que consisten en una

capa endotelial y una membrana basal. Las uniones especializadas, discontinuas, entre las
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células endoteliales de los capilares linfaticos representan sitios de entrada de fluido y células
inmune. Estos capilares transportan la linfa hacia los vasos linfaticos de mayor tamafio. Los
vasos linfaticos recolectores de 50-200 um de diametro estan compuestos por células
endoteliales, una membrana basal, pericitos y valvulas endoteliales, que evitan el flujo
linfatico retrogrado, tienen uniones continuas célula-célula. La expansion del volumen del
liquido intersticial ejerce tension radial sobre los filamentos de anclaje unidos a las células
endoteliales lo que aumenta el volumen luminal (Scallan et al., 2010; Alitalo et al., 2005;

Coso et al., 2014).

Células endoteliales

Fluido intersticial entrando
al capilar linfatico

Direccién ".\
del flujo

Figura 5: Esquema de la estructura del capilar linfatico (Patton & Thibodeau, 2013).

Durante el periodo embrionario, la formacion de vasos linfaticos es iniciada por la expresion
del factor de transcripcion homeobox Prox-1 en un subconjunto de células endoteliales de la
vena cardinal. Las células endoteliales linfaticas que expresan Prox-1 migran y establecen el
saco linfatico primario que posteriormente es remodelado en una delicada red de vasos
linfaticos. Células endoteliales linfaticas maduras expresan marcadores tales como Prox-1,
receptor VEGF-3, receptor hialurénico endotelial de vasos linfaticos LYVE-1 y podoplanina
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(mucoproteina transmembrana expresada selectivamente en el endotelio linfatico), que se

utilizan con frecuencia para identificar vasos linfaticos (Kim et al., 2012).

Las funciones especializadas del sistema linfatico sugieren diferencias en la composicion

molecular del endotelio vascular linfatico y sanguineo (Podgrabinska et al., 2002).

Con respecto a lo anterior, se han observado distintos patrones de expresion de marcadores
vasculares en vasos linfaticos y sanguineos. LYVE-1 distingue inequivocamente el endotelio
linfatico del endotelio de vasos sanguineos. Se detecté CD31 en todos los vasos, aunque los
niveles de expresion fueron menores en el endotelio LYVE-1+. Los capilares sanguineos
también se marcaron fuertemente para CD34, que estaba completamente ausente de los vasos
LYVE-1+. Laexpresion de actina del masculo liso (SMAa), un marcador de células murales,
se limitd a capilares sanguineos y no se detectd en asociacion con vasos LYVE-1+

(Podgrabinska et al., 2002).

Ademas se evidencié que VEGF es un factor de supervivencia potente para las células
endoteliales vasculares sanguineas y linfaticas, que promueve la formacion de una extensa
red vascular. Por otra parte, VEGF-C indujo selectivamente la supervivencia y la formacion
de células endoteliales linfaticas (Podgrabinska et al., 2002). Esto se ha observado durante el
desarrollo del sistema linfatico, donde la salida de las células progenitoras endoteliales
linfaticas de las venas cardinales depende del eje de sefializacion de VEGF-C/VEGFR3, que
es una via clave para regular el crecimiento y la morfogénesis de los vasos linfaticos

(Betterman & Harvey, 2016).

Por otra parte, la linfangiogénesis es el desarrollo de la vasculatura linfatica inicial, el

crecimiento de nuevos vasos y la hiperplasia de las estructuras existentes (Abouelkheir et al.,
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2017). Se genera en entornos de inflamacion que van desde el microambiente tumoral a la
infeccion y la enfermedad autoinmune. Si bien la mayoria de los casos incluyen infeccion, la
promocion de la linfangiogénesis se ha relacionado con una mayor resolucion de edema
tisular y una activacion més rapida y efectiva de la inmunidad adaptativa. Se ha relacionado
también el aumento de linfangiogénesis a afecciones inflamatorias crénicas (Betterman &

Harvey, 2016).

El mecanismo de sefializacién predominante y consistente para la linfangiogénesis es la
activacion del receptor VEGF (VEGFR) -3 por sus ligandos VEGF-C y VEGF-D. Los niveles
séricos de VEGF-C y VEGF-D son elevados durante la inflamacion, confirmando ademas un
papel de conduccion en la inflamacion asociada a linfangiogénesis (Abouelkheir et al., 2017).
VEGF-C y VEGF-D también se unen a neuropilin-2 (Nrp 2), un receptor de semaforinas en

el sistema nervioso que también se expresa en los capilares linfaticos (Alitalo et al., 2005).

Mudiltiples tipos de células pueden participar o ayudar en la linfangiogénesis como una fuente
de factores de crecimiento linfatico que inducen la proliferacién de las células endoteliales
linfaticas. En este sentido, los macréfagos son una fuente importante de los factores de
crecimiento pro linfangiogénicos como VEGF-A, VEGF-C y VEGF-D, asi como las
metaloproteinasas de matriz MMP-2 y MMP-9 (Harvey & Gordon, 2012; Betterman &

Harvey, 2016).

Por otra parte, se ha indicado un potencial regulador fisioldgico en la linfangiogénesis, el
flujo de fluido intersticial. En el mecanismo que se ha propuesto, los canales de fluido se
forman dentro del medio extracelular, y luego las células endoteliales linfaticas migran a lo
largo de estos canales para organizarse en una red linfatica funcional (Boardman & Swartz,
2003).
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2.5 COMPONENTES VASCULARES EN LA PULPA DENTAL

Vasos sanguineos y Angiogénesis

La pulpa dental tiene una extensa red vascular cuya primera funcién es mantener la
homeostasis a través del transporte de nutrientes, hormonas, gases y la remocién de productos
de desecho. La microcirculacion pulpar es un sistema dinamico que regula el flujo sanguineo
y linfatico en respuesta a eventos metabdlicos (Ikeda & Suda, 2012). Los vasos sanguineos
entran y salen de la pulpa dental por medio del foramen apical y accesorios. Una a dos
arteriolas ingresan al foramen apical, con los haces nerviosos sensoriales y simpaticos. Los
vasos que salen de la pulpa dental estan estrechamente relacionados con las arteriolas y los

haces nerviosos que ingresan al foramen apical (Nanci, 2013).

Una vez que las arteriolas entran en la pulpa, se produce un aumento en el calibre del lumen
y por consiguiente, una reduccion en el grosor de la pared del vaso. Las arteriolas ocupan
una posicion central dentro de la pulpa, algunas forman bucles en forma de U que pueden
participar en la regulacion del flujo sanguineo pulpar. (Kim, 1985). Durante su curso en una
direccion principalmente oclusal dan lugar a un gran nimero de ramas que pasan hacia el
plexo capilar subodontoblastico (Kramer, 1960). EI namero de ramificaciones emitidas de
esta manera aumenta a medida que las arteriolas pasan coronalmente, de modo que, en la
region coronal de la pulpa, se observan numerosos capilares que se dividen y se subdividen
para formar una extensa red capilar vascular (Saunders, 1957; Kramer, 1960; Rodd &
Boissonade, 2005; Nanci, 2013). El plexo capilar es principalmente subodontoblastico, pero

una pequerfia cantidad de asas capilares penetran en la capa de odontoblastos (Kramer, 1960).

Esta distribucion del plexo capilar parece estar relacionada con la distribucion de los

odontoblastos, ya que en ausencia de odontoblastos hay ausencia del plexo capilar periférico
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(Kramer, 1960). Asi, en pulpa dental de dientes de roedores se ha observado que los cambios
en los capilares periféricos estan estrechamente relacionados con la actividad secretora de los

odontoblastos (Yoshida & Ohshima, 1996).

De esta manera, la red capilar terminal muestra una jerarquia progresiva continua, es decir,
de arteriolas, con un diametro < 100 um (Provenza, 1958; Kim, 1985) a capilares, con un
diametro <10 um (Harris & Griffin 1971; Kim, 1985) a vénulas, con un diametro <200 pum,

por lo que el diametro de las vénulas es mayor que el didmetro de las arteriolas (Kim, 1985).

Las vénulas tienen paredes mas irregulares y ocupan el area mayor en la porcion central de
la pulpa. Desde el plexo capilar subodontobléstico, el drenaje venoso tiene la forma de un
gran nimero de vasos que se extienden principalmente oblicuamente hacia la parte central
de la pulpa y en direccién apical. A medida que las venas se acercan al foramen apical,

parecen reducirse tanto en nimero como en didmetro (Kramer, 1960; Kim, 1985).

Figura 6: Fotomicrografias que muestran los vasos sanguineos de la pulpa cameral y de
conductos radiculares en un segundo molar temporal humano (Kramer, 1960).

Por otra parte la pulpa dental se caracteriza por presentar anastomosis arteriovenosas y

arteriolas de bucle en forma de U, sefialadas anteriormente (Harris & Griffin, 1971; Kim,
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1985). Al respecto cabe destacar que debido a que la pulpa dental esta casi completamente
encerrada en la dentina rigida e inflexible, no puede producirse una expansion significativa
del tejido, y se cree que en condiciones inflamatorias, los mecanismos que producen
tumefaccion pulpar podrian provocar la estrangulacion de los vasos apicales y una
consecuente necrosis pulpar. De esta manera las anastomosis arteriovenosas pueden tener
una influencia importante en el resultado de episodios que tienden a alterar el flujo sanguineo

en la pulpa (Kramer, 1960).

En la pulpa dental, se pueden identificar 6 segmentos vasculares fundamentales en funcion
de la morfologia de las células peri-endoteliales, como las células de mdsculo liso y los
pericitos. Estos segmentos son arteriolas musculares, arteriolas terminales, arteriolas

precapilares, capilares, vénulas poscapilares, y vénulas (lijima & Zhang, 2002).
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Figura 7: Micrografia electronica de barrido mostrando arteriola muscular (1), arteriola
terminal (2), arteriola precapilar (3), capilar (4), vénula postcapilar (5) y vénula (6) en pulpa
dental de perro (lijima & Zhang, 2002).
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En vasos pequefios, las capas peri-endoteliales consisten en células de musculo liso en
arteriolas, y pericitos en capilares o vénulas. Las células de musculo liso se distinguen de los
pericitos por su orientacion con respecto al eje vascular longitudinal; las células orientadas
circularmente se consideran células de musculo liso, mientras que las orientadas
longitudinalmente son pericitos. Los pericitos son muy escasos en los capilares, mientras que
los de las vénulas son mas numerosos y emiten procesos en todas las direcciones (lijima &

Zhang, 2002).

Por otra parte, la hipoxia inicia la angiogénesis en la pulpa dental dafiada, que se genera
cuando el tejido pulpar esta sujeto a la interrupcién del suministro de oxigeno: crecimiento
del germen dental durante el proceso de desarrollo, crecimiento del germen del diente
modificado después del injerto en vivo; y situaciones patoldgicas encontradas durante
lesiones de pulpa cariadas/post-trauma dental y durante procedimientos terapéuticos

(Rombouts et al., 2017).

Lo anterior se ha observado en células en cultivo, donde la hipoxia aumentd la expresion de
HIF-1alfa y VEGF en células madre de pulpa dental (DPSCs) y fibroblastos de pulpa dental
(HDPF). En medio hipoxico los HDPF (no DPSCs) indujeron la proliferacion y el brote de
células endoteliales en comparacion con el medio de las células normoxicas. Estos datos
demuestran que la hipoxia induce respuestas proangiogénicas y sugieren que el VEGF

participa en la revascularizacion de pulpas dentales hipdxicas (Aranha et al., 2010).
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‘ Hipoxia del tejido pulpar ‘
Expresion Hif-1 @

Transcripcion del factores pro angiogénicosﬁ

(VEGF, FGF-2, PDGF-AB, angiopoetinas)

Homeostasis de oxigeno

Expresion Hif-1 ‘

Transcripcion del factores pro angiogénicosl

‘ Detencion de la angiogénesis ‘

Figura 8: Diagrama conceptual de hipoxia pulpar y el aumento de factores proangiogénicos,
que inducen a angiogénesis (Rombouts et al., 2017).

De esta manera, se ha evidenciado que en condiciones hipdxicas se observa una mayor
secrecion de VEGF en células madre obtenidas de papila apical, en fibroblastos de pulpa

dental y células madre de pulpa dental (Rombouts et al., 2017).

Por otra parte, también se han observado factores proangiogénicos, luego de condiciones de
estrés en cultivo, en las cuales monocapas celulares se sometieron a lesiones mecénicas y
secretaron niveles significativos de PDGF-AB, VEGF y FGF-2. Se demostr6 que PDGF-AB
parece jugar un papel importante porque su nivel mostré el mayor aumento en células

lesionadas mecanicamente (Tran-hung et al., 2008).

Ademas se han obtenido resultados que indican, que cuatro factores de crecimiento
angiogénicos (VEGF, FGF-2, PDGF, TGFp) se liberaron después de la aplicacion de fuerza
ortodoncica y desempefian un papel en la respuesta angiogénica de la pulpa, siendo mas

eficaces en combinacion (Derringer & Linden, 2004). Se ha demostrado que tanto VEGF
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como FGF-2 son esenciales en la revascularizacion, ya que ambos factores angiogénicos
aumentaron la densidad de microvasos pulpares en comparacion con los controles no tratados

(Mullane et al., 2008).

Por lo tanto, las células de la pulpa dental secretan factores de crecimiento angiogénicos que
juegan un papel fundamental en la angiogénesis que precede a la formacién reparadora de
dentina (Tran-hung et al., 2008). La secrecién de dichos factores de modulacion subraya el
importante papel de la capacidad angiogénica de la pulpa durante su propia regeneracion

(Rombouts et al., 2017).

Vasos Linfaticos y Linfangiogénesis

La presencia de vasos linfaticos dentro de la pulpa dental se ha evaluado a través de diferentes
técnicas (inmunohistoquimica, microscopia electronica, tincién de hematoxilina-eosina,
principalmente). Como se indic6 anteriormente la pulpa dental esta rodeada de tejido duro
inextensible, por lo que la presencia de una red vascular que permita la homeostasis de
fluidos, absorcidén de lipidos y trafico de células inmunes, es fundamental para mantener el

equilibrio dentro del tejido pulpar.

Se han observado mediante marcadores LYVE-1 y VEGFR-3 un extenso sistema de vasos
linfaticos en la pulpa dental en ratas y ratones. Para evaluar linfangiogénesis se realizd una
exposicion pulpar, y luego de una semana, se encontrd una red fina de vasos linfaticos desde
el area inflamada hasta la exposicién. Ademas se observo una co-localizacion de anticuerpos
LYVE-1y F4/80 (anticuerpo de macrdfagos en roedores) en el area bajo la exposicion, este
hallazgo podria indicar que los macréfagos contribuyen directamente a la formacion de

nuevos vasos linfaticos (Berggreen et al., 2009).

35



En la pulpa dental de gatos se encontraron vasos linfaticos en todos los dientes que fueron
estudiados. En la mayoria de los dientes los vasos linfaticos estaban presentes en la corona y
en las regiones apicales de la pulpa, en la zona subodontoblastica 0 més centralmente en la
pulpa: pero no se encontrd ninguno en la capa odontoblastica o en los cuernos pulpares

(Bishop y Malhotra, 1990).

Con respecto a la distribucion de los vasos linfaticos en pulpa dental humana se han descrito
vasos linfaticos de varias dimensiones en la pulpa central de los dientes estudiados. Por lo
general, acompafian a los vasos sanguineos en su curso a través de la pulpa. Los capilares
linfaticos que estan compuestos por una sola capa de células endoteliales se originaron como
inicios ciegos en la capa odontoblastica, en la pulpa propiamente dicha y adyacentes a la capa

odontoblastica (Bernick, 1977).

Figura 9: Seccién de pulpa dental de un molar superior definitivo, donde el vaso linfatico
acompafa vénulas y arteriolas en su curso por la pulpa (Bernick, 1977).

La presencia de vasos linfaticos en pulpa dental sana ha sido un tema controvertido, de esta

manera hay estudios que describen su ausencia en pulpa dental de perros (Martin et al., 2010),
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y en humanos (Gerli et al., 2010). Sin embargo, otros estudios han demostrado la presencia
de vasos linféaticos en pulpa dental humana sana (Bernick, 1977; Marchetti et al., 1992;
Matsumoto et al., 2002) y durante procesos inflamatorios (Marchetti et al., 1992; Pimenta et

al., 2003; Tahmiscija et al., 2012; Dacic et al., 2013).

De esta manera, algunos estudios han descrito el impacto de la inflamacién en los vasos
linfaticos dentro de la pulpa dental humana. Al respecto a traves de anticuerpos CD31 y
VEGFR3 se ha observado un aumento en el nimero de vasos linfaticos de pulpas con
inflamacion asociada a caries (Pimenta et al., 2003). También se ha observado un aumento
del nimero de vasos linfaticos asociado a inflamacion mediante el anticuerpo D2-40
(podoplanina) (Tahmiscija et al., 2012); y mediante vasos CD31+ con un lumen sin glébulos
rojos (Dacic et al., 2013). Estos resultados sugieren procesos de linfangiogénesis asociados

a procesos inflamatorios dentro de la pulpa dental humana.

Teniendo en cuenta los estudios recientes, se puede concluir que el sistema de drenaje
linfatico de la pulpa sana esta poco desarrollado. La mayoria de los vasos linfaticos pueden
aparecer en la pulpa inflamada como resultado de la linfangiogénesis que se produce
principalmente en respuesta a una mayor presion del liquido intersticial. Sin embargo, se
necesitan mas investigaciones, particularmente con inmunohistoquimica con anticuerpos

altamente especificos, para sacar conclusiones finales (Stefanski, 2013).
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26 RESPUESTAS NEUROVASCULARES DURANTE DANO DE NERVIOS
PERIFERICOS

Organizacién vy Relacion de los Componentes Neurovasculares

Durante el desarrollo, las fibras nerviosas y vasos sanguineos se organizan mediante un
patron de alineamiento altamente jerarquico y ordenado a traves de nuestro organismo. Asi,
los mecanismos involucrados en la organizacion de las redes nerviosas y vasculares

mantienen similitudes esenciales (Carmeliet & Tessier-Lavigne 2005).

Sabemos que el descubrimiento de las moléculas que guian el crecimiento axonal, ha
mostrado que los axones son guiados para alcanzar sus blancos a traves de sefiales atractivas
y repulsivas. También se ha observado que estas sefiales guian a los vasos sanguineos
durante la vasculogénesis y angiogénesis (Carmeliet & Tessier-Lavigne 2005; Larrivee et al

2009).

Por otra parte, en la piel se ha observado que los nervios periféricos proporcionan un modelo
que determina el patron de la ramificacion de los vasos sanguineos y la diferenciacion
arterial, a través de la secrecion local de VEGF (Mukouyama et al., 2002). Ademas durante
el proceso de angiogénesis, las células tip, extienden prolongaciones capaces de censar
factores de crecimiento y otras sefiales atractivas o repulsivas en el tejido que las rodean

(Adams & Eichmann 2010).

De la misma manera, se ha observado que los vasos producen sefiales (como artemina y

neurotrofina-3) que atraen axones a la cercania del vaso (Carmeliet & Tessier-Lavigne 2005).

Asi, tanto las células tip como los conos axonicos responden a guias moleculares de las

mismas familias como: Slits y Roundabouts, Netrinas y receptores UNC5, Semaforinas,
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Plexinas y Neuropilinas, Efrinas y receptores de efrinas (Carmeliet & Tessier-Lavigne 2005;

Adams & Eichmann 2010; Quaegebeur et al., 2011).

Por tanto, la angiogénesis y la regeneracion axonal tienen la misma funcion, alcanzar y
mantener el tejido blanco. Como se indic6 anteriormente, en el caso de los vasos el tejido
hipéxico secreta VEGF, iniciando la vascularizacion. Asi la expresion de VEGF esta
disminuida cuando la célula recibe un apropiado suministro de oxigeno. En el caso de los
axones, el tejido blanco sin inervacion secreta factores de crecimiento como el factor de
crecimiento nervioso (NGF), el que disminuye al conseguir una apropiada inervacion en el
tejido. Cabe destacar que la formacion de la red capilar y de los axones terminales esta
gobernada por los requerimientos metabdlicos y eléctricos de los tejidos blanco (Carmeliet
& Tessier-Lavigne 2005). Por lo anterior, ambos sistemas son capaces de generar respuestas

coordinadas y complejas ante procesos de degeneracidn/regeneracion.

Daro de Nervios Periféricos: Respuestas Neurovasculares

Como se sefiald en la seccion 2.3 luego de un dafio en nervios periféricos, se genera una
respuesta multicelular en la que los axones se degeneran, proceso conocido como
degeneracion Walleriana. El objetivo de este proceso es lograr la regeneracion axonal y con
esto alcanzar el tejido blanco nuevamente.

Durante este proceso la célula de Schwann juega un rol esencial en la guia de los axones a
través de bandas de Blingner. Sin embargo, para llevar a cabo este rol la célula de Schwann
necesita a su vez la guia de vasos sanguineos polarizados en el sitio del dafio o zona de
seccionamiento (Cattin et al., 2015).

Luego del dafio, el ambiente hipdxico en la zona de seccion es censado por los macrofagos,

los que secretan VEGF-A, generando respuestas de angiogénesis en las células endoteliales.
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Esto permite la formacion de vasos sanguineos en la zona de seccion los que serviran de guia
a las células de Schwann para su migracion, gracias a protrusiones en ambas células; y a su
direccionalidad, dada por la orientacion de los vasos sanguineos hacia los tejidos blancos.
Como se genera esta orientacion de los vasos sanguineos ain no se ha podido establecer
(Cattin et al., 2015; Cattin & Lloyd, 2016).

Por otra parte, se ha observado que luego de una compresion cronica del axon, la célula de
Schwann aumenta la liberacion de VEGF y la expresion de sus receptores. De esta manera,
hay una induccion de la angiogénesis de los vasos sanguineos en el sitio del dafio por las
células de Schwann (Gupta et al., 2005).

Lo anterior evidencia que luego de un dafio (corte o compresion crénica) hay una interaccion
de los componentes neurovasculares que dan paso a respuestas complejas que coinciden en

su cronicidad y dependen unas de otras.

Relacion vy respuestas Neurovasculares en la pulpa dental

En la pulpa dental humana de dientes temporales y definitivos, se ha demostrado que hay un
alineamiento entre nervios y vasos sanguineos desde que entran por el foramen apical y
recorren el centro de la pulpa. Luego, nervios y vasos se ramifican y forman plexos préoximos

a la capa odontobléastica (Rodd & Boissonade, 2003; Zhang et al., 2017).

Durante eventos de dafio como trauma oclusal (funcién masticatoria que excede la tolerancia
y capacidad de adaptacién de la pulpa y del ligamento periodontal, generando estrés
mecanico) se ha observado la liberacién de neuropeptidos que modulan el dolor y la
inflamacion como mecanismos de defensa en respuesta a este dafio. De esta forma, se ha

demostrado que la pulpa dental responde a estos eventos masticatorios a traves de un proceso
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inflamatorio neurogénico en el que la sustancia P desempefia un papel importante en la
angiogenesis que va a permitir la formacion de tejido mineralizado como mecanismo de

defensa (Caviedes-Bucheli et al., 2017).

Por otra parte, la reabsorcion radicular fisiolégica, como indicamos en las secciones
anteriores, es un proceso que dura aproximadamente 5 afios (Moorrees et al., 1963) y
constituye por tanto un dafio compresivo cronico. Se han observado durante este proceso

cambios en la inervacién pulpar, en los componentes vasculares e infiltrado inflamatorio.

Como se sefial6 en la seccidn 2.3.2 con respecto a la inervacion pulpar durante este proceso,
se ha observado degeneracion axonal de tipo Walleriana (Figura 11) (Mohiuddin, 1950;
Karlsson et al., 1974; Brenan, 1986; Monteiro et al., 2009; Suzuki et al., 2015). Ademas se
ha observado un aumento de los componentes vasculares asociado a la progresion de la

reabsorcion radicular (Monteiro et al., 2009).
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Figura 10: Fragmentacién de neurofilamento (NF-200, verde) (A-C, flechas) y degradacion
de mielina (S-100, verde; MBP, rojo) (D-E) durante la reabsorcién radicular fisiologica
(RRF) en la pulpa dental de dientes temporales. (A) En etapa inicial RRF, (B) Etapa media
RRF, (C) Etapa avanzada RRF. (D) Interfase dentino-pulpar en etapa inicial de RRF, se
observan células de Schwann mielinizantes y no mielinizantes dentro del plexo de Raschkow
(RP) y degradacién de los axones mielinizados (flecha), (E) En etapa media de RRF se
observa mayor degradacién de mielina (flechas) (Modificado de Suzuki et al., 2015).

También, se ha demostrado un aumento en el infiltrado inflamatorio, principalmente de
macrofagos y células dendriticas (Angelova et al., 2004; Suzuki et al., 2015).

Lo anterior indica que la reabsorcion radicular fisiologica es un evento de dafio compresivo
cronico que conlleva respuestas multicelulares asociadas a un proceso de degeneracion

axonal de tipo Walleriana.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis
La reabsorcidn radicular fisioldgica en dientes temporales es un evento progresivo, que esta

mediado fundamentalmente por el foliculo dental del diente sucesor, comprometiendo

fendmenos de degeneracion axonal de tipo Walleriana a nivel de la pulpa dental.

Como hip6tesis de trabajo se plantea:

Los fendmenos de degeneracion axonal durante RRF comprometen la activacion de un

fenotipo reparativo en células de Schwann asociado a respuestas vasculares e inflamatorias.

Obijetivo general

Determinar la activacion de células de Schwann y cambios vasculares e inflamatorios en la
pulpa dental relacionados a fendmenos de degeneracion axonal durante el proceso de

reabsorcion radicular fisiologica en dientes temporales.

Obijetivos especificos

1. Validar el fenébmeno de activacion de células de Schwann durante el proceso de
reabsorcion radicular mediante marcadores especificos (S100, c-jun y p75NTR).

2. Caracterizar cambios en los componentes vasculares durante el proceso de reabsorcion
radicular fisiolégica mediante marcadores vasculares para vasos sanguineos (CD31, CD34,
VWF, CD105, CD146) y linfaticos (Podoplanina y VEGFR3).

3. Establecer caracteristicas del infiltrado inflamatorio durante el proceso de reabsorcion
radicular fisiologica mediante marcaje de células inmuno-competentes (HLA, CD45, CD68,
CD3y CD15).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Tipo de estudio

Estudio descriptivo observacional de la inervacion y vascularizacion pulpar en dientes

temporales con reabsorcion radicular fisioldgica.

4.2 Universo

Dientes temporales con indicacion de exodoncia, atendidos en la clinica de pregrado de la
catedra de odontopediatria de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Valparaiso,
donados mediante consentimiento escrito entre los meses de Agosto del afio 2017 y Enero

del afio 2018.

4.3 Criterios de Inclusién/exclusién

Inclusion:

- Pacientes sistémicamente sanos

- Pacientes con denticion temporal o mixta.

- Pacientes con dientes temporales con indicacién de exodoncia por ortodoncia.

- Pacientes con dientes temporales sanos: con su corona intacta y sin evidencia de lesiones
en superficie y surcos de esmalte.

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

Exclusion:

- Dientes con pulpitis irreversible, necrosis pulpar y restos radiculares.

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

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

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

paciente.

Tamaro: 30 Dientes temporales (caninos).

Promedio de edad: 9 afios 9 meses

Forma de seleccion: Muestreo no probabilistico. Los dientes fueron recolectados en la clinica
de pregrado de la catedra de odontopediatria de la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Valparaiso. Las muestras se obtuvieron de acuerdo con los criterios de
inclusidn/exclusion. Los caninos temporales fueron recolectados a medida que se fueron
extrayendo durante el segundo semestre del afio 2017 y enero del afio 2018, hasta llegar a un

namero de 30 dientes seleccionados para realizar el estudio.

Unidad de estudio: Inervacion y vascularizacion de la pulpa dental de dientes temporales.

4.5 Variables a evaluar

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

por los dientes definitivos.
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2. Grado de Reabsorcién Radicular: Variable cualitativa, escala ordinal. Identificacion de la
etapa de reabsorcion radicular fisiologica en el diente temporal, establecida en base a tres

etapas (inicial, media y avanzada).

3. Células gliales (C. Schwann): Variable cualitativa. Se identificaran mediante los

anticuerpos S-100, p75 y c-jun.

4. Vasos sanguineos: Variable cualitativa. Se identificardn mediante los anticuerpos CD31,

CD34, VWF, CD105, CD146.

5. Vasos linfaticos: Variable cualitativa. Se identificaran mediante los anticuerpos

Podoplanina y VEGFRS3.

6. Células inmuno-competentes: Variable cualitativa. Se identificardn mediante los

anticuerpos HLA, CD68, CD3 y CD15.
4.6 Determinacion de etapas de reabsorcion radicular fisiolégica

Se realiz6 la determinacion de la etapa de reabsorcion radicular fisiologica en el diente
temporal. En este sentido cabe destacar que las normas de la formacion y la reabsorcién de
los caninos temporales, se basan en estudios que utilizaron radiografias laterales u oblicuas,
y en el caso de las etapas de la reabsorcion radicular, se ordenan segun las etapas de
formacion de forma inversa. Las etapas de reabsorcion son inicial, definida como la etapa
mas temprana (res1/4); media, definida como la etapa en la que permanece la mitad de la raiz
(res ¥2) y avanzada, definida como la etapa en la que se han reabsorbido % de la raiz (res %)

(Esquema 1) (Moorrees et al., 1963; Knott y O'Meara, 1967; Haralabakis et al., 1994).
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Figura 11: Gréfico remanentes radiculares de las muestras utilizadas en el estudio (Esquema

de etapas RRF modificado de Suzuki et al., 2015).

4.7 Secciones de muestra para inmunohistoquimica

Las muestras se fijaron inmediatamente en paraformaldehido tamponado al 4%, y se
desmineralizaron en EDTA durante 3 meses. Las muestras desmineralizadas fueron lavadas
con PBS y colocadas por 2 horas en solucion criopreservante de sacarosa PBS (pH 7,4) al
15% y luego en igual solucion al 30% durante 24 horas. Las muestras embebidas en solucion
criopreservante se montaron en medio de congelacion para tejidos (Tissue-Tek OCT
Compound, Sakura Finetek, Torrance, CA, USA) y congeladas a -25°C. Se realizaron
secciones de 25um en un criostato (Leica CM-1900) operado a -25°C. Las secciones fueron

recogidas y montadas en portaobjetos cubiertos con poli-L-lisina.

4.8 Inmunohistoquimica

Rehidratacién de las muestras en PBS e incubacion por 1 hora en la solucion de bloqueo que

contiene 1% de albumina de suero bovino (BSA), 1% suero de caballo, y 0.3% Triton X-100.
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Luego se agregaron los anticuerpos primarios (Tabla 1), que estan preparados en solucion de
bloqueo y se dejaron actuar durante 12 horas a una temperatura de 4°C. Las muestras pasaron
por 3 lavados de PBS de 5 minutos cada una. Después se agregaron los anticuerpos
secundarios que también estan preparados en una solucion de bloqueo y se dejaron actuar 1
hora a temperatura ambiente; se realizé un lavado con PBS para retirar los excesos. Luego
se procedi6 a marcar nucleos con DAPI por 10 minutos, se lavd y finalmente las muestras se

cubrieron con medio de montaje (Dako Industries, Carpenteria, CA, USA).

Anticuerpo Primario | Dilucién | Proveedor | Host * | Blanco Celular
Marcadores Neuronales

Anti-S100 1:250 DAKO Rb/p Células de Schwann

Anti-S100 1:200 EMD Millipore Ms/m Células de Schwann

Anti-p75 1:100 Thermo Scientific Ms/m Receptor de neurotrofina

Anti-C-jun 1:200 Cell Signaling Rb/m Factor transcripcidn c-jun

Marcadores Vasculares

Anti-CD31 1:100 DAKO Ms/m Células endoteliales

Anti-CD34 1:100 Biolegend Ms/m Células  endoteliales/  células
precursoras hematopoyéticas

Anti-vWF 1:100 DAKO Rb/p Células endoteliales / cuerpos de
Weibel-Palade

Anti-CD105 1:100 DAKO Ms/m Glucoproteina de membrana:
Endoglina, Células endoteliales.

Anti-CD146 1:100 Invitrogen Rb/p Glucoproteina de membrana en
uniones intercelulares de células
endoteliales

PDPN 1:50 Biolegend Ms/m Proteina transmembrana en célula
endotelial de vasos linfaticos

VEGFR3 1:50 Biolegend Ms/m Receptor 3 factor de crecimiento
vascular endotelial linfatico

Marcadores de Células Inmuno-Competentes

Anti-HLA-DR 1:100 Abcam Ms/m Receptor de superficie celular de
células MHC clase 11+

Anti-CD68 1:500 DAKO Ms/m Glicoproteina de la membrana
plasmatica de macréfagos

Anti-CD3 1:200 DAKO Rb/p Inmunoglobulina linfocitos T

Anti-CD15 1:100 DAKO Ms/m Molécula adhesion de neutrofilos

Otros
DAPI 0.25 Sigma-Aldrich Co, Nucleos celulares, ADN
ug/mL MO, USA

*Ms: Mouse; Ch: Chicken; Rb: Rabbit; Rat: Rat; m: monoclonal; p: polyclonal.
Anticuerpos secundarios: los anticuerpos secundarios utilizados corresponden a anti-mouse
y anti-rabbit, (goat) de Invitrogen (Alexa Fluor 488 y Alexa Fluor 555), en dilucién 1:500.
Tabla 1: Panel de marcadores y anticuerpos primarios utilizados en el estudio.
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4.9 Analisis de muestras

Las muestras procesadas han sido observadas y analizadas en dos areas especificas de la
pulpa dental: a nivel coronario y a nivel de la zona de reabsorcion, con un microscopio
confocal Nikon C1 Plus. El equipo emplea tres laser de distintas longitudes de onda de
emision (408, 488, 543nm). Los registros digitales fueron procesados y analizados
digitalmente mediante los programas: EZ-C1 3.90 (Nikon Corporation) y Image J (NIH,
Bethesda, MD, USA) para proyecciones de maxima intensidad. Para ajustes de brillo y
contraste se utilizé el programa Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems, Mountain View,

CA, USA).
4.10 Cuantificacion y Andlisis Estadistico

Para el anélisis cuantitativo, imagenes comparativas fueron seleccionadas a partir de 7
muestras para cada etapa. La cuantificacion de marcadores inmunofluorescentes se
determind para un area obtenida de 400um x 400um con objetivo de 20x. Se utilizo el
software ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA), para separar los canales a cuantificar y
determinar el % de inmunofluorescencia en el éarea definida. Para la cuantificacion del
marcador c-jun, se establecid el porcentaje de nlcleos c-jun® de las células de Schwann en
fasciculos nerviosos de la zona central de la pulpa. El anélisis estadistico comparativo de los
marcadores para las distintas etapas sera efectuado mediante el programa GraphPad Prism 5

y el test no parameétrico Mann-Whitney.
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S. RESULTADOS

En el presente estudio se analizaron los cambios asociados al fendmeno de degeneracion
axonal de tipo Walleriana, en fenotipos de las células de Schwann, vasculares e inflamatorios,
que ocurren en la pulpa dental durante el proceso de reabsorcion radicular en dientes
temporales humanos, caracterizado en tres etapas de reabsorcion radicular mediante
inmunohistoquimica comparativa y microscopia confocal en dos zonas de la pulpa dental (a

nivel coronario y en la zona de reabsorcion).

El andlisis de las muestras mediante doble marcaje inmunohistoquimico y microscopia
confocal evidencian que las células de Schwann y vasos sanguineos sufren cambios
progresivos durante el proceso de reabsorcion. En secciones longitudinales para las tres
etapas de reabsorcidn se observa a nivel coronario una disminucion progresiva de las células
de Schwann (Figura 12 A-C) y a nivel de la zona de reabsorcion se evidencia una
desorganizacion de las células de Schwann (Figura 12 D-F). A su vez mediante la utilizacion
de los marcadores c-Jun y p75NTR, se establece la activacion de las células de Schwann en

su fenotipo reparativo (Figuras 13, 14).

El analisis de los cambios vasculares dentro de la pulpa de dientes temporales en proceso de
reabsorcion, muestra un incremento en la expresion de CD31 (Figuras 15, 16) y un
significativo aumento en la expresion del marcador angiogénico CD105 especialmente en la

zona de reabsorcion (Figuras 17, 18).

La expresion de marcadores linfaticos (PDPN y VEGFR3) permite establecer fendmenos de
linfangiogénesis dentro de la pulpa de dientes temporales, principalmente a través de la

emergencia de una red de terminales linfaticos a nivel coronario (Figura 19), siendo
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progresivo su marcaje, por lo que las etapas media y avanzada se caracterizan por un aumento

de vasos linfaticos asociado al proceso de reabsorcion.

Finalmente, la caracterizacion de las células inmuno-competentes dentro de la pulpa de
dientes temporales es relevante, con un aumento progresivo en las etapas media y avanzada

(Figura 20), confirmando resultados previamente publicados (Suzuki et al., 2015).
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Figura 12: Inmunohistoquimica de células de Schwann (S100, verde) y vasos sanguineos
(CD34, rojo) en pulpa dental de caninos temporales durante reabsorcion radicular fisioldgica,
a nivel coronario (A-C) y a nivel de la zona de reabsorcién (D-F). (A) En la etapa inicial de
la reabsorcion de observa organizacion de la red glial y la presencia de vasos sanguineos en
la interfase dentino-pulpar. (B) En la etapa media la red glial se muestra desorganizada
asociada a un aumento de los componentes vasculares en la interfase dentino-pulpar. (C) En
la etapa avanzada del proceso se observa un plexo de Raschkow disminuido y un aumento
de los capilares sanguineos. (D) Se evidencia una disposicion lineal (flecha) del fasciculo
nervioso y los vasos sanguineos. (E) Se observan células de Schwann de fenotipo reparativo,
independientes de los fasciculos (flecha). (F) Se observa un evidente aumento de los vasos
sanguineos asociado a la etapa avanzada del proceso (asteriscos).

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

Barras= 50 um
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Figura 13: Iméagenes de fasciculos nerviosos localizados en zona central de la pulpa, doble
marcaje de células de Schwann (S100, verde), factor de transcripcién c-jun (rojo, A-C) y
receptor p75NTR (rojo, D-F). (A, B) En las etapas inicial y media se observa la activacion
del factor de transcripcion c-jun en algunos ndcleos de las células de Schwann (flechas). (C)
La etapa avanzada presenta un aumento significativo en la expresion de nucleos c-jun®
(flechas). (D, E) El doble marcaje con p75NTR muestra expresion en células de Schwann
no-mielinizantes (flechas), mientras las mielinizantes evidencian una severa fragmentacion.
(F) Se observa una marcada fragmentacion de dominios mielinizados y células de Schwann
que expresan p75NTR en disposicion desorganizada.

Barras= 20 um
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Figura 14: Analisis cuantitativo del porcentaje de nucleos de células de Schwann c-jun® en
las etapas inicial (n=7), media (n=7) y avanzada (n=7) de RRF (***=p< 0.001).
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Figura 15: Imagenes representativas de los componentes vasculares (CD31, verde) y células
de Schwann (5100, rojo) de la pulpa en dientes temporales durante RRF, a nivel coronario
(A-C) y a nivel de la zona de reabsorcion (D-F). La expresion de CD31 muestra un aumento
importante en los didmetros vasculares (asteriscos) con un remodelado de la red vascular.

D, Dentina; OD, Odontoblastos.
Barras= 50 um
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Figura 16: Analisis cuantitativo del porcentaje de area de inmunofluorescencia CD31" en la
zona de reabsorcion, en las etapas inicial (n=7), media (n=7) y avanzada (n=7) de RRF
(**=p<0.01, ***=p< 0.001).
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Figura 17: Imagenes representativas de angiogénesis (CD105, verde) de vasos sanguineos
(VWF, rojo) en la pulpa de dientes temporales durante reabsorcion radicular fisiologica, a
nivel coronario (A-C) y a nivel de la zona de reabsorcion (D-F). Se observan cambios
relevantes en el patron de marcaje a nivel coronario, siendo significativa la expresion en
etapas terminales a nivel de la zona de reabsorcion.

D, Dentina; OD, Odontoblastos; SO, Capa subodontobléstica.

Barras= 50 um
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Figura 18: Analisis cuantitativo del porcentaje de area de inmunofluorescencia CD105" en
la zona de reabsorcion, en las etapas inicial (n=7), media (n=7) y avanzada (n=7) de RRF
(*=p<0.05).
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NEGFR3

Figura 19: Caracterizacion de vasos linfaticos (PDPN, verde A-D, F-G; VEGFR3, verde E)
mediante doble marcaje con vasos sanguineos (VWF, rojo) en la pulpa de dientes temporales
durante RRF. Se observa la presencia de vasos linfaticos adyacentes a la capa odontobléstica
en todas las etapas del proceso de reabsorcion (flechas) (A, D, F, G etapa avanzada; B, E
etapa inicial; C etapa media).

D, Dentina; OD, Odontoblastos
Barras= A, 1mm; B-G, 50 pum
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Figura 20: Inmunomarcaje de células inmuno-competentes (HLA, CD68, CD3, CD15)
durante las etapas media (A, C, E) y avanzada (B, D, F) de RRF. Se observa un aumento del
infiltrado de células HLA™ (B), en la zona de reabsorcion el nimero de macréfagos (CD68%)
se ve aumentado notoriamente (D). El infiltrado de linfocitos (CD3™) y neutrdéfilos (CD15%)
muestra importantes cambios en su patron.

D, Dentina; OD, Odontoblastos

Barras= 50 um
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6. DISCUSION

En el presente estudio, mediante técnicas de inmunohistoquimica y microscopia confocal se
determind la activacion de células de Schwann y los cambios vasculares e inflamatorios en
la pulpa dental asociados a fendmenos de degeneracion axonal durante el proceso de
reabsorcion radicular fisiologica en dientes temporales humanos. Lo anterior permitio
caracterizar que los dientes temporales en proceso de reabsorcion evidencian cambios

progresivos a nivel axonal, glial y vascular en su pulpa.

Cabe destacar que el proceso de reabsorcion radicular fisiologica en dientes temporales, es
fundamental en el ciclo vital del diente temporal, permitiendo finalmente el recambio y la
erupcién del diente definitivo, siendo clave en el proceso de crecimiento y desarrollo. El
proceso de reabsorcion es un proceso lento y progresivo, que puede durar 5 a 6 afios
aproximadamente. De esta manera, la reabsorcion radicular fisiolégica genera una
compresion crénica de las fibras nerviosas en la zona reabsortiva induciendo un dafio axonal
que se manifiesta como degeneracion axonal de tipo Walleriana y con ello la activacion de
las células de Schwann con la finalidad de reparar los axones dafiados (Suzuki et al., 2015;

Jessen & Mirsky, 2016).

Se ha observado en nervios periféricos que la degeneracion Walleriana conlleva una
respuesta multicelular en el dominio distal del tejido dafiado. De esta forma la degeneracion
axonal desencadena una cascada de respuestas celulares que conduce a la eliminacion de los
desechos de mielina y a la produccion de un medio que promueve la regeneracion axonal
posterior al dafio (Gaudet et al., 2011). Durante la RRF la compresion en la zona apical de
la raiz del diente temporal induce la degeneracion de las fibras nerviosas y respuestas
multicelulares en la pulpa dental (Suzuki et al., 2015), de manera que la pulpa dental exhibe
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caracteristicas propias del dominio distal del tejido dafiado observado en otros nervios
periféricos durante la degeneracion Walleriana (Stoll y Muller, 1999; Jessen & Mirsky, 2016;

Cattin & Lloyd, 2016).

La activacion de la glia durante RRF se evidencia a través de una reprogramacion de la célula
de Schwann en un fenotipo reparativo que morfolégicamente se caracteriza por ser mas
alargado que las células mielinizantes y Remak (Gomez-Sanchez et al., 2017). La
reprogramacion celular de la célula de Schwann se evidencia a través de la expresion del
factor de transcripcion c-jun (Tricaud & Park, 2017). En el presente trabajo se ha determinado
que la expresion de c-jun en las células de Schwann muestra un aumento significativo en

relacién a las etapas definidas de RRF.

Las células de Schwann reparativas secretan citoquinas pro-inflamatorias (como la proteina
quimiotéctica de monocitos 1, MCP-1 y factores tréficos como BDNF, GDNF, NT3, NGF,
VEGF y p75NTR (Meyer et al., 1992; Arthur-Farraj et al 2012; Fontana et al., 2012). La
expresion de p75NTR esta relacionada a la remielinizacion del axén comprometido (Song et
al., 2006; Tomita et al., 2007). Durante la RRF se observa una activacion progresiva del
receptor p75 en las células de Schwann de la pulpa dental. De esta manera la célula de
Schwann tiene un rol activo en la regeneracion axonal luego de un dafio a través de la
expresion de factores y receptores neurotréficos que permiten el crecimiento y supervivencia

neuronal.

Por lo anterior, se ha determinado que el fenotipo reparativo de la célula de Schwann permite
guiar mediante la formacion de bandas de Biingner, la regeneracion y remielinizacion de
axones dafiados para recuperar la inervacion y con ello la funcion del tejido dafiado (Jessen
& Mirsky, 2016; Suzuki et al., 2015).
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Los fendmenos de dafio de nervios periféricos asociados a degeneracion axonal,
comprometen cambios vasculares relevantes, con remodelacion vascular y angiogénesis
(Cattin et al., 2015). Durante RRF, se determin6 un aumento significativo en el porcentaje
de &rea de CD31 especialmente en la zona de reabsorcion, del didmetro de los vasos
sanguineos y un marcado remodelamiento de los componentes vasculares. Ademaés el
aumento progresivo de CD105 en la zona de reabsorcion en relacion a las etapas del proceso
de reabsorcidn radicular fisiologica, permite la caracterizacion significativa de la actividad

angiogeénica en esta area.

Cabe destacar que la endoglina (CD105) es una glucoproteina de membrana
predominantemente expresada en linajes celulares dentro del sistema vascular, que durante
la proliferacion de células endoteliales estd sobreexpresada, por lo que constituye un

importante marcador de angiogénesis (Fonsatti et al., 2003).

Lo anterior permite establecer que los cambios en los componentes vasculares conllevan
procesos de remodelacién y angiogénesis asociada a RRF. Estos fendmenos pueden ser
relacionados al efecto hipoxico de la reabsorcion radicular, determinando estas condiciones
de angiogénesis. Por lo tanto, las células de la pulpa dental secretan factores de crecimiento
angiogeénicos (factor de crecimiento derivado de plagquetas (PDGF), factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y factor de crecimiento de fibroblastos (FGF-2)) que juegan un
papel fundamental en la angiogénesis (Tran-hung et al., 2008). De esta manera, la secrecion
de dichos factores subraya el importante papel de la capacidad angiogénica de la pulpa

durante su propia regeneracién (Rombouts et al., 2017).

Como se indic6 anteriormente, la célula de Schwann juega un rol esencial en la guia de los
axones a través de la formacion de bandas de Bungner. Sin embargo, para llevar a cabo este
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rol la célula de Schwann necesita a su vez la guia de vasos sanguineos polarizados en el sitio
del dafio (Cattin et al., 2015). Asociado al dafio axonal, el ambiente hipoxico en el sitio
dafado, el reclutamiento de macréfagos y las células de Schwann, generan la secrecion de
VEGF-A, lo que genera respuestas de angiogénesis en las células endoteliales (Gupta et al.,
2005). Esto permitiria ocupar los vasos sanguineos como guias para las células de Schwann
en el proceso regenerativo (Cattin et al., 2015; Cattin & Lloyd, 2016). De esta manera la
angiogénesis que se inicia luego del dafio generado por la RRF permite que las células de
Schwann en su fenotipo reparativo logren obtener la guia de los nuevos vasos sanguineos

para a su vez formar las bandas de Blingner que guiardn a los axones en su regeneracion.

La linfangiogénesis asociada a procesos inflamatorios ha sido establecida como un fendmeno
determinante por su rol en la respuesta inmune y en el drenaje de fluidos (Betterman &
Harvey, 2016; Abouelkheir et al., 2017). Durante RRF se observa la emergencia de los vasos
linfaticos con un marcado aumento de los vasos linfaticos durante las etapas media y
avanzada de RRF. Este hallazgo concuerda con otros estudios donde se han descrito eventos
de linfangiogeénesis en relacién a procesos inflamatorios en la pulpa dental humana (Pimenta
et al., 2003; Tahmiscija et al., 2012; Dacic et al., 2013). A su vez, el crecimiento de nuevos
vasos linfaticos se ha relacionado con una mejor resolucion del edema tisular y una activacion
mas rapida y efectiva de la inmunidad (Betterman & Harvey, 2016). Como la pulpa dental
esta rodeada de tejido duro inextensible, la presencia de una red vascular linfatica que permita
la homeostasis de fluidos y trafico de células inmunes, es fundamental para mantener el

equilibrio dentro del tejido pulpar.

La reabsorcion radicular evidencia un proceso inflamatorio progresivo caracterizado por el

incremento en la expresion de HLA-DR y del infiltrado de células inmunes como
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macro6fagos, células CD15" y CD3*. Estos cambios se corresponden con los descritos en otras
investigaciones, en las que también se comprobd un aumento de estas células durante la
reabsorcion radicular fisiologica (Angelova et al., 2004; Monteiro et al., 2009; Suzuki et al.,
2015). A su vez, se ha descrito que durante la degeneracion Walleriana las células
inmunitarias reclutadas, especialmente los macrofagos, asumen un papel principal en la
eliminacién de desechos y la produccion de factores de crecimiento en la etapa de
regeneracion axonal (Gaudet et al., 2011). Esta acumulacién de macréfagos contribuye a la
eliminacion de los restos de mielina, y por otro lado, su heterogeneidad da lugar a un fenotipo
antiinflamatorio (M2), que promueve la regeneracion del nervio periférico (Chen et al.,
2015). Por lo que el aumento de las células inmuno-competentes asociado a RRF y por
consiguiente a la degeneracion axonal, permite la eliminacion de desechos y promueve

procesos regenerativos a nivel pulpar.

De acuerdo a lo anteriormente expuesto proponemos un modelo en que la reabsorcion
radicular fisioldgica es un proceso multicelular altamente regulado, determinado por la
degeneracion axonal progresiva en asociacion a la reprogramacion de las células de Schwann
en un fenotipo reparativo, cambios vasculares significativos (angiogénesis) en relacion con
un aumento notable de la infiltracion de células inmunocompetentes y el desarrollo de una
extensa red linfatica (linfangiogénesis). Todos estos eventos explican el progresivo declive
de la funcion sensorial en dientes temporales asociado a la etapa avanzada de la reabsorcién
radicular y de esta manera permiten la exfoliacion asintomatica del diente temporal (Figura

21).
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Figura 21: Representacion esquematica de la respuesta neurovascular e inflamatoria en la

pulpa dental de dientes temporales durante reabsorcién radicular fisiologica.
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Proyeccidn clinica del estudio

El conocimiento sobre la interrelacion entre la degeneracion axonal, la activacion de la célula
de Schwann y los cambios vasculares e inflamatorios, observados durante la reabsorcion
radicular fisiolégica es fundamental para comprender como estos procesos permiten un
correcto recambio dentario, la mantencion de una cronologia normal de erupcion y como
alteraciones en la sucesion de estas respuestas neurovasculares estan asociadas a anomalias
del proceso eruptivo. De esta manera, la presente investigacion permite determinar que el
recambio dentario esta determinado por una sucesion de eventos a nivel pulpar que concluyen

con la exfoliacion del diente temporal.

En este sentido, se puede corroborar que los dientes son un 6rgano sensorial, que a través de
la nocicepcion censan el medio, esto conlleva que la pulpa dental en dientes temporales
mantenga su alta plasticidad y su capacidad de reparacion durante la progresion del proceso
de reabsorcion radicular fisioldgica, incluso hasta dos tercios de la longitud radicular. Por lo
tanto, si el estado fisiopatoldgico pulpar se determina con precision, la eleccion de terapias
pulpares conservadoras, con un uso apropiado de anestesia local, permite conservar el diente
temporal, siendo un mantenedor de espacio fisiolégico y representa de esta manera, el

tratamiento adecuado para los pacientes odontopediatricos.

Es esencial entonces lograr la traslacion del conocimiento que resulta de esta investigacion
en procedimientos que impacten y eleven la calidad de la atencion en la practica

odontoldgica.
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7. CONCLUSIONES

Considerando los resultados obtenidos en la presente investigacion, la cual tiene como
propdsito determinar la activacion de células de Schwann y cambios vasculares e
inflamatorios en la pulpa dental relacionados a fendmenos de degeneracion axonal durante

el proceso de reabsorcion radicular fisioldgica en dientes temporales, se puede concluir que:

e Se valido el fendmeno de activacion de células de Schwann caracterizado por
cambios morfoldgicos, la expresion del factor c-jun y la activacion del receptor p75,
que define su fenotipo reparativo.

e Se determind cambios en los componentes vasculares que validan eventos de
remodelacion vascular asociados a angiogénesis y linfangiogénesis durante el
proceso.

e Se establecio un aumento progresivo del infiltrado inflamatorio asociado al proceso

de reabsorcion radicular fisioldgica.
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