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RESUMEN

Introduccidén: La inflamacion de la pulpa dental por caries es una patologia altamente
prevalente, que produce dolor y es una de las principales causas de consulta dental de urgencia.
Pocos estudios han correlacionado la clinica del cuadro con la histopatologia del tejido. La
interaccion entre los terminales neuronales nociceptivos y las células inmunes son un aspecto
relevante para proteger el tejido del dafio y regular la respuesta inflamatoria, sin embargo, poco ha
sido estudiado sobre la red glial que acompafia este proceso y su asociacion al cuadro clinico.

Objetivo: Caracterizar morfolégicamente el estado celular y molecular de células de
Schwann y otros componentes neuroinmunes en pulpas diagnosticadas con pulpitis reversible e
irreversible.

Metodologia: 12 dientes humanos fueron extraidos por razones ajenas a este estudio. Cinco
diagnosticados como pulpitis reversible, 5 como pulpitis irreversible y 2 controles. Los dientes
fueron procesados para realizar inmunomarcaje y luego analizar las imagenes con microscopia
confocal.

Resultados: Entre pulpitis reversible e irreversible sélo hubo diferencias estadisticamente
significativas para el nimero de neutrdfilos. Entre pulpitis irreversible y el grupo sano o control hubo
diferencias significativas para el numero de las células de Schwann, macréfagos y neutréfilos. Se
observaron diferencias morfolégicas en células de Schwann y macréfagos para ambos cuadros.
Estos cambios se caracterizaron por la arborizaciéon de la célula de Schwann hacia la interfase
pulpodentinaria junto a un fenotipo fusiforme o elongado de macréfagos. Ademas de un fenotipo
arborizado, la célula de Schwann mostré un fenotipo fusiforme en pulpitis irreversible. También en
pulpitis irreversible se destacd la presencia de neutrdfilos y liberacion de NETs (trampas
extracelulares de neutrdfilos).

Discusion: La pulpa tiene una compleja organizacion multicelular y la interfase
pulpodentinaria se presenta como una verdadera barrera en la que células gliales e inmunes
parecen distribuirse para detener el progreso de los patdgenos. La aparicién de la célula de Schwann
junto a otras células inmunes crea una nueva perspectiva para la comprension del rol de las células
gliales y su activa participacién en procesos como la inflamacién pulpar. Ademas, considerar pruebas
con biomarcadores como potencial examen complementario para el diagndstico puede ser de gran
valor ya que permitiria mejorar los métodos para determinar la condicién inflamatoria de la pulpa.



MARCO TEORICO

Introduccion

La caries dental es una enfermedad crénica altamente prevalente a nivel mundial y una de
las principales causas de pérdida dentaria (Peres et al., 2019). Esta es una_ enfermedad multifactorial
en la que el acceso frecuente a carbohidratos fermentables en la dieta conduce a un cambio en la
poblaciéon de microorganismos que se encuentran en la superficie dentaria conocida como
biopelicula; pasando de una poblacién microbiolégica de baja cariogenicidad a una de alta
cariogenicidad, mds acidurica y acidégena. Este proceso promueve la pérdida de minerales de los
tejidos duros del diente, que con el tiempo, da como resultado una lesién cariosa (Fejerskov, 2004).
Una vez que la progresion de esta patologia compromete la dentina, genera inflamacion en la pulpa
dental -pulpitis- y, si esta no es capaz de resolverla, se produce la necrosis gradual del tejido y
finalmente, pérdida dsea alrededor del dpice radicular del diente. La pulpitis es una condicién
sintomdtica, asociada a dolor y una de las principales causas por las que los pacientes buscan
tratamiento odontolégico de urgencia (Allareddy et al., 2014).

Esmalte

Dentina Corona

Encia

Camara
pulpar

Ligamento
periodontal

Conducto Raiz
radicular

Apice
radicular

Hueso

Anatomia general del diente y periodonto. http://odonto-estudio.blogspot.com/2016/02/pulpa-
dental.html?spref=pi&m=1.

Detectar lesiones de caries por medios clinicos y radiograficos puede ser considerado
sencillo, aunque determinar la profundidad de la lesidn, la actividad, los efectos en la pulpa dental,
la posibilidad de restaurar el diente junto con asegurar el prondstico involucra un proceso mucho
mas complejo, por lo que las estrategias para remover el tejido comprometido han sido
constantemente cuestionadas (Innes et al., 2016; Schwendicke et al., 2016).
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Para obtener un diagndstico del estado pulpar, la evaluacidn del paciente debe comenzar
con una precisa historia del dolor, detallando si este se asocia a algun estimulo en particular como
a cambios de temperatura o si es constante, de aparicidn espontanea e incluso produce alteraciones
del suefio. La sintomatologia relatada por el paciente es un indicador ampliamente aceptado del
estado inflamatorio de la pulpa; sintomas leves se asocian a pulpitis reversible y sintomatologia mas
severa y persistente indica que el proceso inflamatorio se ha hecho irreversible (Levin et al., 2009).
Luego, se realiza el examen clinico y, en algunos casos, se indica una radiografia complementaria, la
gue generalmente sefiala si ya existe compromiso de los tejidos perirradiculares.

Las pruebas térmicas y eléctricas utilizadas en el examen clinico contindan siendo las mas
apropiadas, pero son crudas y no cuantitativas (Jespersen et al., 2014). Estas pruebas de sensibilidad
forman parte del proceso diagndstico en endodoncia y sirven para orientar al clinico acerca de la
vitalidad de la pulpa. Aplicando estimulos frios o calientes directamente sobre el diente, se produce
una respuesta dolorosa que el paciente manifiesta y que sirve de guia para el clinico, sin embargo,
la intensidad con que los pacientes perciben el estimulo es subjetiva y puede variar
ostensiblemente. Por ejemplo, las pruebas que utilizan calor para imitar la sintomatologia del
paciente ofrecen una referencia, pero se ha observado que son poco precisas (Mainkar & Kim,
2018). Hasta ahora, una respuesta dolorosa al frio continla siendo el sintoma mas frecuente de
pulpitis por el que los pacientes acuden a la consulta dental (Rechenberg, Held, et al., 2016), pero
la capacidad de describir el continuo de la inflamacidn pulpar y el vinculo entre este estado
inflamatorio y el potencial para reparar el tejido es bastante limitada. Debido a la falta de pruebas
moleculares complementarias o menos cruentas disponibles en la actualidad, el color e intensidad
del sangrando del tejido pulpar durante su exposicidon también pueden entregar informacién sobre
la inflamacidn (Takashi Matsuo et al., 1996) y, por lo tanto, la capacidad de reparar luego del
tratamiento.

La inflamacién pulpar o pulpitis puede ser diagnosticada como pulpitis reversible o pulpitis
irreversible de acuerdo a la sintomatologia que presente el paciente. La primera hace referencia a
un estado inflamatorio del tejido en el que aun es capaz de reparar si se lleva a cabo la terapia
apropiada, generalmente la remocién del tejido contaminado por la lesién cariosa. En este caso, el
dolor se resuelve dentro de segundos cuando se retira el estimulo frio o caliente. Por otro lado, se
Ilama pulpitis irreversible cuando el proceso es mas severo y el tejido ya no puede reparar, y si el
diente no es tratado, el resultado sera la necrosis y periodontitis apical. La pulpitisirreversible puede
ser asintomatica o sintomatica. Que tome uno u otro camino ha sido atribuido a diferencias
fisiopatoldgicas o a la adaptacién de la pulpa a un proceso de inflamacidn de bajo grado (Michaelson
& Holland, 2002), aunque hay pocos estudios que se hayan enfocado en dilucidar el origen de esta
dicotomia. De cualquier forma, en la pulpitis irreversible sintomatica, que es la que sera tratada en
este trabajo, el dolor suele ser severo, de alta intensidad y permanece a pesar de retirar el estimulo
o incluso este puede ser de aparicidn espontanea (Goldberg, 2014; Levin et al., 2009).

Muchas veces, poder diferenciar con precision ambos cuadros no suele ser tarea fécil para
el clinico y el limite entre ambos diagndsticos resulta ser una linea difusa considerando las
herramientas actuales disponibles para establecerlo. La importancia de determinar el diagndstico



de la pulpa radica en el tratamiento que finalmente necesitard el diente sintomatico. Un diagndstico
de pulpitis reversible, normalmente se resuelve eliminando la noxa, manteniendo la pulpa vital y
haciendo una restauracién. Por otro lado, la pulpitis irreversible tiene como tratamiento
convencional la endodoncia o “tratamiento de conducto” donde se pierde completamente la
vitalidad pulpar. Igualmente se han comenzado a desarrollar terapias mas conservadoras como la
terapia pulpar vital, donde se remueve parcialmente el tejido para intentar mantener la vitalidad
del tejido (Aguilar & Linsuwanont, 2011). Lamentablemente, si el paciente no tiene los medios para
realizar este tipo de tratamiento, su Unica alternativa sera la exodoncia.

Pulpitis Reversible Pulpitis Irreversible
Sensibilidad o intensidad de
. Leve a moderada Moderada a severa
la sensacién dolorosa

Breve, dura pocos segundos Puede prolongarse

Duracion del dolor Desaparece al retirar el estimulo Permanece al retirar el

térmico estimulo térmico
. . . , Asociada al estimulo o
Aparicion del dolor Asociada al estimulo L .
de aparicion espontdnea
. L, . . , El dolor aumenta en frecuencia
Frecuencia de aparicién Sélo asociado al estimulo
y puede ser constante
o, Localizado en el diente Localizado o irradiado hacia
Localizacion ., . .
con la lesidn otros dientes o tejidos
Endodoncia
Indicacién de tratamiento Restauracién Terapia Pulpar Vital
Exodoncia
Percusién Negativa Puede ser positiva o negativa

Inmediata al resolver la causa | Inicio de terapia de endodoncia

Remision sintomas . )
(caries) o exodoncia

Sin tratamiento evoluciona

a: Pulpitis Irreversible Necrosis Pulpar

Cuadro comparativo de las principales caracteristicas a considerar para el diagndstico diferencial entre pulpitis
reversible e irreversible(Bjgrndal et al., 2019; Levin et al., 2009; Zanini et al., 2017)* Para efectos de este
trabajo, nos referiremos solo a pulpitis irreversible sintomdtica.

En general, el principal objetivo de cualquier tratamiento restaurador o endoddntico
siempre debe ser mantener la vitalidad pulpar y evitar la incomodidad para el paciente. Un diente
con la pulpa vital tendrd mayor resistencia mecanica, supervivencia a largo plazoy, por ende, mejor
prondstico (Reeh et al.,, 1989; Schmidlin et al.,, 2010), y aunque las fallas tempranas de los
tratamientos pueden ocurrir por multiples factores, también se pueden deber a un diagndstico
pulpar no acertado o a una pobre evaluacion del estado pulpar que puede sub- o sobre-diagnosticar
la severidad de la inflamacidn de la pulpa (Goldberg et al., 2008). Por ahora, la historia clinica y las
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respuestas a pruebas de sensibilidad siguen siendo las herramientas disponibles para evaluar la
severidad de la inflamacién (Bender, 2000a, 2000b).

La estructura de la pulpa dental

Los dientes estan formados por distintos tipos de tejido: el esmalte, la dentina y el cemento
son tejidos mineralizados y la pulpa es el Unico que no lo es. Esta se encuentra en el centro del
diente reproduciendo la forma de este, por lo que su anatomia cambia segun la del diente. La pulpa
se ha considerado tradicionalmente como un tejido conectivo laxo especializado de origen
ectomesenquimatico cuya funcién principal es formar dentina. Debido a la estrecha relacidn
anatdmica y funcional entre ambos tejidos es que se han denominado complejo pulpodentinario, el
que es capaz de responder frente al dafio (Couve et al., 2013).

La pulpa dental incluye una mezcla heterogénea de poblaciones celulares responsables de
su mantencién, defensa y reparacién. Dentro de ellas se encuentran fibroblastos, células
progenitoras, neuronas, células vasculares y células del sistema inmune. Se organiza de una forma
muy caracteristica, como un mosaico, que varia entre la corona y la raiz o en la periferia y la zona
central del tejido (Goldberg, 2014; Hargreaves et al., 2002).

En la adultez, la capa mas externa de la pulpa se organiza como una empalizada de células
gue participa en las dentinogénesis: los odontoblastos (Couve et al., 2013). Estos se ordenan como
4 o 5 filas en la corona del diente con el cuerpo celular en la zona periférica de la pulpa y con su
proceso odontoblastico proyectado hacia la predentina y dentina. En la raiz, estos asumen una
organizacién de una sola capa. Durante la formacion del diente, estos participan activamente en la
produccidn de la matriz extracelular dentinaria y la mineralizacion de este tejido. La dentina primaria
es aquella que forma el odontoblasto secretor hasta que el diente erupciona. De ahi en adelante, el
odontoblasto maduro puede secretar dentina secundaria, pero su capacidad para sintetizar dentina
se va reduciendo gradualmente con el tiempo mientras que su actividad autofagica aumenta, por lo
gue estas células se vuelven mds pequeiias, se acumula lipofuscina y aumenta la presencia de
vacuolas autofagicas (Couve & Schmachtenberg, 2011). En dientes humanos, los odontoblastos
maduros pueden permanecer por décadas, pero eventualmente se veran enfrentados al proceso de
envejecimiento inevitablemente, caracterizado por la disminuciéon de su tamafio y su morfologia
aplanada (Couve et al., 2013). A medida que los dientes envejecen, se produce una reduccion de la
camara pulpar, por lo que la multicapa pseudoestratificada se reduce solo a una (Mitsiadis et al.,
2008). Hasta su muerte, el odontoblasto puede mantener alguna capacidad secretora incluso
cuando es reemplazado por células tipo-odontoblastos capaces de formar dentina reparativa
(Couve et al., 2012, 2013; Couve & Schmachtenberg, 2011).
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Esquema de la estructura dental y organizacion de la interfase dentinopulpar. Imagen modificada de E. Couve,
no publicada.

Bajo la capa de odontoblastos se encuentra la capa subodontoblastica o de células de Hohl,
la que estaria implicada en el reemplazo celular, al tener la habilidad de diferenciarse en células
formadoras de tejido duro luego de la muerte de los odontoblastos en el caso de una injuria
(Goldberg & Smith, 2004; Mitsiadis et al., 1999). Varios entornos sirven de nicho para células madre
pulpares (progenitoras), tan necesarias para los procesos de reparacion y regeneracidn, pero
principalmente se observan en la capa rica en células de Hohl y también en zonas perivasculares
(Huang et al., 2009; Shi & Gronthos, 2003). Ademas, clave para las respuestas regenerativas son las
complejas redes vascular y neuronal que existen dentro de la pulpa (Goldberg & Smith, 2004).

Por otra parte, la mayoria de las células pulpares son residentes y juegan un rol
principalmente estructural y nutritivo. Los fibroblastos son las principales células de este tipo y otras
células que migran desde la circulacion sanguinea, pero es la poblacién de fibroblastos la principal
responsable de la formacién y renovacién de la matriz extracelular no mineralizada de la pulpa.
Aunque ellos aparecen morfolégicamente similares en las capas superficiales, variaciones en su
actividad proliferativa indican que representan una poblacién heterogénea y que sdélo algunos son
capaces de formar nédulos de mineralizacion (Moule et al., 1995; Tsukamoto et al., 1992).

En pulpa dental sana, existen algunas células inmunocompetentes circulantes como
linfocitos T, células dendriticas y macrdfagos. Estas se encuentran distribuidas en la periferia, en la
zona subodontoblastica y zona central de la pulpa cameral (Hahn & Liewehr, 2007c).

Por ultimo, la matriz extracelular comprende una variedad de proteinas y polisacaridos
secretados localmente conformando una red. Esta formada principalmente por fibras colagenas
tipo | (56%) y tipo Il (41%); proteoglicanos, tales como biclycan y decorina que tendrian un efecto
regulador de la fibrillogénesis y versican, asociado a formar grandes agregados de proteoglicanos,
mientras glicosaminoglicanos como el acido hialurdnico se mantienen sin unirse a ninguna proteina
(Goldberg & Smith, 2004; Nahds-Scocate et al., 2018). Ademas, en la matriz extracelular pulpar se
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encuentran macromoléculas de fibronectina, fibrilina, sialoproteina dsea, osteopontina, proteina
morfogenética de hueso y factor de crecimiento transformante beta (Goldberg, 2014).

Inervacion de la pulpa dental y caries

La denticidn es crucial para la supervivencia en los mamiferos, y dado que en humanos solo
ocurre un recambio de dentadura durante la vida, no sorprende que los dientes estén equipados
con un sistema neurosensorial abundante y sofisticado que regula la presion de la mordedura a
través de la sensacidn del dolor (Hildebrand et al., 1995). Incluso ha sido propuesto que los tejidos
mineralizados como la dentina o esmalte evolucionaron a partir de érganos sensoriales primitivos
gue secundariamente adoptaron una cubierta calcificada que otorgaba soporte y proteccidn a este
sistema (Northcutt RG, 1983).

La pulpa dental humana estd densamente inervada por fibras sensoriales aferentes que
consisten principalmente en nociceptores polimodales morfolégicamente caracterizados como
fibras Ad y fibras C, que comprometen aproximadamente el 40% del volumen pulpar (Franga et al.,
2019). Estos nociceptores son cruciales para proteger el tejido de dafio, detectar estimulos nocivos
y activar la percepcién del dolor (Chiu et al., 2013). Ademas, las fibras Ad estdn soportadas por
células de Schwann mielinizantes y las fibras C por células de Schwann no mielinizantes (Couve &
Schmachtenberg, 2018). Algunos estudios morfoldgicos y cuantitativos en pulpa dental humana han
determinado que el promedio de axones mielinizados en la regién yuxtaapical de la pulpa radicular
es alrededor de 312 + 149 axones, mientras que de axones no mielinizados, alrededor de 2000 +
1023 (Nair & Schroeder, 1995; Nair PH.U. Luder, 1992).

Las fibras nerviosas de origen trigeminal llegan a la pulpa dental a través del apice,
acompafiando a vénulas y arteriolas desde la pulpa radicular central, para luego abrirse en la corona
formando el plexo subodontoblastico de Raschkow (Byers, 1984). Las terminaciones nerviosas estdn
en estrecho contacto con la membrana plasmatica de las células de la capa odontoblastica y
subodontoblastica y algunos axones pueden penetrar la predentina entre los cuerpos celulares de
los odontoblastos, llegando hasta el tercio mas profundo de los tubulos dentinarios, asociado en el
lumen con el proceso odontoblastico (Byers et al., 2003; Couve et al., 2014). En ratas, se ha
observado que estos terminales pueden inervar alrededor de 100 tubulos dentinarios por 0,1 mm
de la dentina mas profunda (Byers, 1985). Lamentablemente, el hecho que estas fibras nerviosas
asociadas al proceso odontoblastico se encuentren inmersas en tejido mineralizado limita su acceso
para estudios morfoldgicos y funcionales, por lo que muchos aspectos del complejo nervo-
odontoblasto y otras posibles interacciones celulares contindan siendo un enigma.

La sensibilidad de la dentina estd basada en la estimulacién del plexo de terminales

nerviosos en la interfase pulpodentinaria, donde los odontoblastos y fibras nerviosas interactiian en
una aun incomprendida via de transduccién de dolor dentinario (Shibukawa et al., 2015).
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Se ha observado que las neuronas que inervan la pulpa dental expresan neuropéptidos tales
como Sustancia P, péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP), péptido vasoactivo
intestinal (VIP) y neuropéptido Y (NPY), las que tienen un efecto potente en el componente vascular
e inmune al mediar la inflamacién neurogénica. A nivel periférico, estos neuropéptidos regulan el
flujo sanguineo, el reclutamiento y la modulacién de la actividad de célulasinmune y la proliferacién
de fibroblastos y su consecuente secrecién de moléculas bioactivas (Caviedes-Bucheli et al., 2008;
Richardson & Vasko, 2002). El limite entre los sistemas inmune y nervioso se ha vuelto cada vez mas
difuso. Las neuronas nociceptivas poseen las mismas vias de reconocimiento de peligro que las
células inmunes y frente a una amenaza, el sistema nervioso periférico se comunica con el sistema
inmune formando un sistema integrado de proteccién (Chiu et al., 2012).

Ademads, se han observado diferencias morfolégicas en los patrones de inervacién vy
densidad de las fibras nerviosas al comparar pulpas de dientes sanos y dientes con caries, donde la
mayoria de las terminaciones axonales cruzan la capa odontoblastica y se proyectan hacia la dentina
reaccional (Couve et al.,, 2014). Las fibras nerviosas de la pulpa experimentan cambios
neuropldsticos, incluyendo la arborizacién de sus terminales, donde la capa de odontoblastos
también sostiene esta red terminal de nociceptores que se ramifican desde la inervacién pulpar.
Este brote neural ha sido caracterizado en etapas tempranas frente a la injuria, asociada a la
dentinogénesis reaccionaria neuronal y a la invasidon de células inmune dentro de esta matriz
coladgena (Byers et al., 2003; Couve et al., 2014). Sin embargo, poco ha sido profundizado al respecto
o asociado a la sintomatologia de los diferentes cuadros pulpares.

Microscopia electronica de fibra nerviosa Ao, célula de Schwann mielinizante y fibras C junto a célula de
Schwan n no mielinizante. Imagen de Couve & Schmachtenberg, 2018.
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El rol de la Célula de Schwann

Las células de Schwann son células gliales que soportan y mantienen los axones del sistema
nervioso periférico jugando un rol en la regeneracién axonal y remielinizacion frente al dafo
nervioso. Su notable plasticidad les permite adoptar un fenotipo mielinizante y no mielinizante. Las
células de Schwann no mielinizantes envuelven todos los axones de diametro pequefio incluyendo
muchos axones sensoriales y todos los del sistema nervioso auténomo, mientras que los axones de
mayor didmetro, incluyendo algunos sensoriales y los axones de neuronas motoras estan cubiertos
por la célula de Schwann mielinizante. Estas son 2 o 3 veces mas largas y mucho mas voluminosas
ya que poseen la vaina de mielina que envuelve multiples veces al axdn. Mientras ambos tipos de
células de Schwann proveen los axones con soporte tréfico y metabdlico, solo las células
mielinizantes tienen el rol de acelerar la conduccidn del impulso nervioso. A pesar de las notorias
diferencias entre ambos tipos celulares, ambas se originan de una célula de Schwann inmadura vy el
fenotipo que adoptara es estrictamente dependiente de las sefiales que reciba del ambiente (Jessen
et al., 2015; Jessen & Mirsky, 2019).

Tanto en la denticién temporal como permanente, las células de Schwann forman una red
glial prominente en la interfase pulpodentinaria de fenotipo mielinizante y no mielinizante (Couve
& Schmachtenberg, 2018; Suzuki et al., 2015). Durante el desarrollo del sistema nervioso periférico,
se ha observado que estas células gliales se asocian con la diferenciacion arterial y remodelacién
angiogénica debido a la expresidon de VEGF, permitiendo que estos vasos sigan el crecimiento de la
fibra nerviosa (Jessen & Mirsky, 2005; Mukouyama Y. et al., 2002). Las células de Schwann son
capaces de liberar un nimero de moléculas sefalizadoras en respuesta al dafio nervioso. Por
ejemplo, la expresién de receptores del factor neurotréfico (NGFR), como el receptor de
neurotrofina (p75NTR) estd sobrerregulado por células de Schwann en nervios dafados (Tomita et
al., 2007).

La capacidad que tienen los nervios periféricos lesionados de regenerarse estd intimamente
asociada con la reprogramacion adaptativa de la célula de Schwann para cambiar su fenotipo a uno
reparativo. Frente a un dafio nervioso, esta célula cambia a un fenotipo reparativo, lo que involucra
autofagia de mielina, expresion de citoquinas que reclutaria a los macréfagos para cooperar con la
limpieza de los escombros de mielina, la activacion de la expresion del factor tréfico y elongacion
celular para formar las pistas de reparaciéon o bandas Biingner y asi asegurar la sobrevida de las
neuronas lesionadas (Gaudet et al., 2011; Jessen & Mirsky, 2016).

En pulpas humanas sanas, se ha observado una red prominente de células de Schwann
radialmente distribuidas en la interfase pulpodentinaria, ordendandose con el cuerpo celular en la
capa sub-odontoblastica y proyectando sus procesos hacia la capa odontoblastica, junto a una
compleja organizacion multicelular, red de capilares con fibras nerviosas y células dendriticas,
sugiriendo una funcion en la defensa contra los patdgenos invasores, reparacion de la dentina y
regeneracion. En particular las célula de Schwann no mielinizantes proyectan sus procesos hacia la
capa de odontoblastos mientras las mielinizantes se distribuyen en gran medida en el plexo de
Raschkow (Couve et al.,, 2018; Couve & Schmachtenberg, 2018). Frente a lesiones de caries
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moderadas, se ha observado la formacién de dentina asociada a la arborizacién de las terminaciones
nerviosas en coordinacion junto con una reaccion neuroinmune (Couve et al., 2014). Sin embargo,
el rol de las células de Schwann en la respuesta neuroinflamatoria de la pulpa durante la progresion
de la caries dentinaria ha sido escasamente estudiada.

Para caracterizar los perfiles fenotipicos de las células de Schwann se han utilizado diversos
marcadores moleculares (Jessen & Mirsky, 2005). En denticidn humana permanente, los
marcadores S100 y GFAP son expresados tanto por célula de Schwann mielinizante y no
mielinizante. La célula mielinizante también expresa proteina basica de mielina (MBP) y se observa
en las fibras nerviosas y el plexo de Raschkow. Mientras la no mielinizante se localiza en los haces
nerviosos y en la interfase pulpodentinaria como terminales altamente arborizados. La expresion
de estos marcadores en pulpas jévenes y adultas revelan un mayor contingente de células de
Schwann no mielinizantes asociadas a fibras nerviosas no mielinizadas, con una disposicidn radial
proyectandose hacia la capa de odontoblastos y las células de Schwann mielinizantes se restringen
al plexo de Raschkow (Couve et al., 2018). Otros cambios asociados a la edad han sido observados,
como una disminucion en el nimero de axones y terminaciones nerviosas pulpares (Fried & Gibbs,
2014) y una disminucidn en la expresion de proteinas de mielina y respuestas atenuada durante la
regeneracion de nervios dafiados (Scheib & Hoke, 2016).

El potencial regenerativo de las fibras nerviosas lesionadas estd asociado a la capacidad de
reprogramacion adaptativa de las células de Schwann a un fenotipo reparativo (Jessen & Mirsky,
2016). Ha sido propuesto que frente a la caries dentinaria, las terminaciones nerviosas pulpares son
capaces de producir un brote nervioso bajo condiciones de inflamacidon (Couve et al., 2014).
Ademads, marcadores como la proteina de unién al calcio (S100) y la proteina acidica fibrilar glial
(GFAP) se vuelven altamente reactivos en respuesta a la progresion de caries (Houshmandi et al.,
2014).

Las células de Schwann también tendrian un rol inmunomodulador. Se sabe que estas
células, humanas y de ratas, pueden expresar moléculas de MHC de clase Il en su superficie, por lo
gue podrian considerarse presentadoras de antigenos accesorias (Tzekova et al., 2014). Se ha
demostrado que este tipo celular asociado con células inmunes cooperan en la vigilancia contra
patdgenos y lesiones traumaticas en la regeneracién de axones dafiados (Scholz & Woolf, 2007). En
la pulpa dental, también se observé la activacion de las células de Schwann en respuesta a la
degeneracion axonal durante la reabsorcidn radicular de dientes temporales (Suzuki et al., 2015).
Estos datos sugieren una relacidn espacial y funcional estrecha entre células de Schwann y la célula
dendritica, donde tendrian funciones complementarias de vigilancia y defensa en la interfase
pulpodentinaria.

Por otro lado, la evidencia sugiere que células no neuronales, especialmente células gliales,
pueden jugar un papel importante en el inicio y la resolucién del dolor. Receptores expresados en
células de Schwann tienen el potencial de regular condiciones de dolor, aunque el mecanismo es
pobremente comprendido (Wei et al.,, 2019). Recientemente, se ha descubierto un tipo
especializado de célula de Schwann cutaneas con extensos procesos que generan una red en forma
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de malla en la capa subdérmica de la piel, formando un érgano sensorial que posiblemente iniciaria
la sensacién de dolor. Por lo que estas células gliales intimamente asociadas a fibras nerviosas
nociceptivas crean un érgano glio-neural, siendo capaces de iniciar la sensacion de dolor (Abdo et
al., 2019).

Las observaciones que han sido reportadas sobre la asociacion de la célula de Schwann con
las fibras nerviosas y el componente inmune crean una nueva perspectiva para el entendimiento
del rol de las células gliales en la pulpa dental y en la modulacion del proceso inflamatorio fisioldgico
y patolégico, lo que promete ofrecer un escenario diferente para el tratamiento de la patologia
pulpar.

Imagen de microscopia confocal que muestra la red glial de la interfase pulpodentinaria. Células de
Schwann en verde (s100) y fibras mielinizadas en naranjo (MBP) en el plexo de Raschkow. OD: odontoblastos,
SO: zona subodontobldstica. Imagen de Couve & Schmachtenberg, 2018.

Respuesta pulpar a lesiones de caries: Pulpitis

Las bacterias que participan en el desarrollo de la enfermedad de caries son la principal
causa de inflamacién e infeccién pulpar. Como respuesta a la noxa, comienza un proceso dindmico
gue dependera de la invasién de los microorganismos y la respuesta del huésped a través de
mecanismos que incluyen inflamacién e inmunidad.

El primer mecanismo de defensa de la pulpa es la dentinogénesis. Esta ocurre durante toda
la vida. La primaria durante la formacion del diente a una tasa de ~4 pum por dia de deposicién de
dentina, mientras la secundaria disminuye a una tasa de ~0.4 um una vez que el diente esta
formado de manera continua durante toda la vida. La dentinogénesis terciaria es la respuesta de
reparacion del tejido duro frente a un dafio, siendo el mecanismo natural de cicatrizacién de la
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herida. Si el dano producido es leve, como una lesidon de caries en etapa temprana, los
odontoblastos secretan una dentina llamada reaccionaria, tubular y continua. Sin embargo, en
respuesta a una lesién de mayor intensidad, como una lesidn de progresion rapida, generalmente
los odontoblastos mueren bajo la lesion, las células progenitoras de la pulpa se diferencian a células
tipo-odontoblasto produciendo rapidamente dentina terciaria reparativa, una matriz dentinaria,
gue aunque desorganizada y sin estructura tubular, logra proteger la pulpa del dano inminente
(Goldberg & Smith, 2004).

Si la lesién cariosa no es tratada en etapas tempranas, luego la pulpa responde con
inflamacién lo que genera un cuadro doloroso de mediano grado. El dolor es usualmente el primer
signo clinico de esta patologia. A diferencia de otras partes del cuerpo contenidas en tejido blando,
la pulpa dental se encuentra encerrada en tejido mineralizado rigido e inextensible, limitando las
posibilidades de aumentar la irrigacién sanguinea. Es por esto, que se considera un ambiente poco
favorable y por lo que la sintomatologia es tan aguda (Narhi et al., 2016). Una inflamacion severa en
este ambiente cerrado inevitablemente llevara a la destruccidon total de la pulpa con la consiguiente
patologia periapical asociada en caso de no recibir tratamiento (Van Hassel, 1971).

La inflamacidn pulpar involucra varios procesos biolégicos evaluables a nivel macroscépico,
microscopico y molecular. Los cambios macroscdpicos son principalmente evidentes a nivel
vascular, asociados principalmente a vasodilatacién (Zanini et al., 2017), mientras que a nivel
microscopico se ha observado un aumento del nimero de células inmunes (lzumi et al., 1995) y la
liberacidn de biomoléculas inflamatorias, que segln se ha sugerido, son sintetizadas y secretadas
por el complejo pulpodentinario (Cooper et al., 2011).

La respuesta inflamatoria consiste en mecanismos de defensa innatos y no especificos que
involucran fendmenos vasculares exudativos, vasodilatacion, aumento de la permeabilidad de los

vasos sanguineos, asi como infiltracidn de células inflamatorias tales como macréfagos y neutréfilos
(Bergenholtz, 1990; Bruno et al., 2010; Izumi et al., 1995). Y aunque estas células juegan un papel
importante en la defensa de la pulpa, también participan en la degradacién de matriz extracelular

por la liberacién de metaloproteinasas (Gusman et al., 2002; Wahlgren et al., 2002).

Una vez que el proceso carioso rompe la integridad del esmalte dental, la biopelicula
bacteriana puede avanzar a través de la dentina hacia la pulpa. La dentina es degradada inicialmente
por bacterias gram-positivas como streptococci, lactobacilli y actinomices (Jgrn A. et al., 2008). La
proliferaciéon y actividad metabdlica de estos microorganismos lleva a la liberacién de estos
componentes dentro de los tubulos dentinarios y su difusién hacia la pulpa periférica. Después de
la desmineralizacion del esmalte, las fibras coldgenas expuestas son degradadas por
metaloproteinasas del huésped, lo que facilita el avance de la lesion de caries (Chaussain-Miller et
al., 2006).

Son multiples los tipos de células pulpares que reaccionan ante la deteccidn y propagacion
de bacterias y subproductos involucrados en la enfermedad de caries, desencadenando una serie
de respuestas inflamatorias, antibacterianas, vasculares y neuroinmunes (Couve et al., 2014; Farges
et al., 2015a). Estos eventos eliminan la infeccidon bacteriana en etapas tempranas y bloguean la
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ruta de progresién cuando se encuentran acompafiados por la formacién de dentina en la interfase
pulpodentinaria, mientras que la invasidn bacteriana no controlada da como resultado una
inflamacién pulpar irreversible (Farges, Alliot-Licht, et al., 2015b).

El equilibrio entre la pulpitis y la reparacién es fundamental para preservar la vitalidad de la
pulpa. Debe existir un proceso inflamatorio de bajo grado para estimular la respuesta reparativa y
una vez eliminada la noxa, la pulpa pueda proporcionar una respuesta (Cooper et al., 2010).

Los odontoblastos son una de las primeras células con las que se encuentran los patégenos
cuandoinvaden la dentina, debido a su ubicacidn en la interfaz pulpodentinaria y porque su proceso
celular se encuentra embebido en el tejido dentinario. Es por esto que estan involucrados en
combatir la invasidn bacteriana y activar la inmunidad de la pulpa. El reconocimiento de los
patégenos en general ocurre por la deteccion de estructuras que son esenciales para la
supervivencia de los microorganismos. Estas estructuras son pequefias secuencias moleculares que
se repiten en grupos de patdgenos llamados Patrones Moleculares Asociados a Patégenos (PAMPs),
los que son censados por Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRRs) dentro de los que se
encuentra la familia de los Toll-like receptor (TLR) (Fawzy El-Sayed et al., 2016). Ligandos de los TLR
incluyen componentes de la superficie bacteriana como lipopolisacaridos, acido lipoteicoico,
flagelina, peptidoglicanos y lipoproteinas. Estos receptores estdn presentes no sdélo en
odontoblastos sino también en células endoteliales, células dendriticas y macréfagos. TLR 2y TLR 4
son expresados por el odontoblasto y este ultimo por nociceptores de la pulpa, el cual es capaz de
mediar respuesta inflamatorias severas (Veerayutthwilai et al., 2007; Wadachi & Hargreaves, 2006).
Una consecuencia importante de la activacion de los TLR es la sobrerregulacién de efectores de la
inmunidad innata, incluyendo agentes antimicrobianos, citoquinas y quimioquinas proinflamatorias
gue reclutan y activan células sanguineas y residentes del tejido (Turner et al., 2014; Yumoto et al.,
2018).

Los receptores TLR 1-6 y 9 expresados por células pulpares detectan componentes de las
bacterias cariogénicas activandose la via de sefializacién del factor de transcripcién nuclear kappa B
(NF-kB), responsable de la respuesta inflamatoria molecular y la via mas estudiada en pulpa dental
(Chang et al., 2005; Farges et al., 2009; Hirao et al., 2009). En respuesta a esta sefalizacidn las células
inmunes y células estructurales de los tejidos producen citoquinas y quimioquinas. Estas moléculas
son capaces de regular la respuesta inflamatoria, modular la expresion genética en las células diana
a través de segundos mensajeros o inducir la liberacién de otras moléculas que promuevan una
cascada de mayor estimulacién (Taub & Oppenheim, 1994). Hasta hoy, muchas citoquinas han sido
identificadas, con funciones reguladoras de reclutamiento de linfocitos, extravasacion,
diferenciacién y produccién de anticuerpos. En la respuesta pulpar a la infeccidn, la interleukina-1a,
interleukina-1pB y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) han demostrado tener un rol importante
en la respuesta proinflamatoria de este tejido (Hall et al., 2016; T Matsuo et al., 1994; Pezelj-Ribaric
et al., 2002).

Un mediador inflamatorio importante asociado a respuestas inflamatorias en tejido dental
inflamado y lesiones periapicales es la proteina quimioatractante de monocitos (MCP-1 o CCL2), que
es un elemento clave en el reclutamiento de monocitos y macrdofagos (Deshmane et al., 2009;
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Khorasani et al., 2020). Esta se ha visto expresada en dientes con lesiones de caries, al igual que
otras quimiocinas como CXCL1, CXCL2 y CXCL8, las que son principalmente conocidas por atraer
neutrdfilos al sitio del dafo (Abd-Elmeguid et al., 2013; Horst et al., 2011). Ha sido sugerido que la
MCP-1 derivada de células de Schwann seria patolégicamente relevante para la activacidn de los
macrofagos y su migracion a la fibra nerviosa dafiada (Fischer, Kleinschnitz, et al., 2008; Fischer,
Weishaupt, et al., 2008; Tofaris et al., 2002), pero esto no ha sido estudiado en pulpa dental.

La liberacidon de citoquinas proinflamatorias dentro del tejido enfermo generalmente
resulta en la formacién de gradientes quimiotacticos que llevan al reclutamiento y activacién de
células del sistema inmune, estimulando su migracidn extravascular. Por lo que, con la dentina
desmineralizada y esta tormenta de citoquinas en accién, las células dendriticas se acumulan en
posiciones estratégicas de la interfase pulpodentinaria capturar antigenos extrafios. A esto le sigue
la acumulacién progresiva de células T, macréfagos, neutréfilos y células B, junto con la
profundizacién de la lesion (Hahn & Liewehr, 2007a; Jontell et al., 1998).

Los leucocitos, al igual que en los drganos periféricos tejidos del cuerpo, se encuentran en
la pulpa dental sana como centinelas, incluyendo algunos macréfagos, células dendriticas y células
T (Farges et al., 2003; Izumi et al., 1995; Jontell et al., 1998), donde llevan a cabo una funcion de
inmunovigilancia, muestreando continuamente el microambiente donde se encuentran para
detectar cualquier alteracidn o microorganismo que invada el tejido donde se encuentran. Cuando
aparece una lesidn de caries incipiente y la respuesta inflamatoria comienza, los leucocitos del
sistema circulatorio se activan y migran desde los vasos sanguineos al sitio de la noxa. Los neutréfilos
son reclutados inicialmente para engullir y destruir microorganismos. Luego, esta respuesta es
seguida por la diferenciacion de monocitos a macrdéfagos infiltrando el tejido pulpar a medida que
la enfermedad se desarrolla (Cooper et al., 2010; Hahn & Liewehr, 2007a, 2007d). Los macréfagos
son capaces de fagocitar bacterias y activar las células T gatillando una respuesta inmune adaptativa,
la que ocurre en asociacion con las células dendriticas.

Macroéfagos: Mas que fagocitosis

Una de las células inmunes que alcanzan la pulpa dafiada en estadios tempranos de la
enfermedad de caries son los macréfagos (lzumi et al.,, 1995). Estas células derivadas de los
monocitos son altamente plasticas y muestran un elevado grado de heterogeneidad, lo que estd
principalmente influenciado por el microambiente en el que se encuentren (Gordon & Taylor, 2005).
Se han observado en todos los tejidos del organismo y muestran una gran diversidad funcional;
exhibiendo un importante rol en el desarrollo, homeostasis, reparacién tisular e inmunidad (Wynn
et al., 2013). Los macrdfagos juegan un papel indispensable en la defensa del huésped y son
ampliamente conocidos por su prominente capacidad fagocitica (Hahn & Liewehr, 2007a). Ellos no
actuan como una célula inmune efectora de elite, sino mas bien como una célula de limpieza, cuya
funcidn principal es eliminar del ambiente intersticial cualquier material celular extraio. Producen
sustancias biolégicamente activas, incluyendo enzimas microbicidas y especies de oxigeno reactivas
(ROS), citoquinas como IL-1, IL-6 y TNF-a y factores de crecimiento que promueven la reparacion
pulpar. Ademas, tienen un rol activando linfocitos T, por su potencial para actuar como célula
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presentadora de antigenos (Jontell et al.,, 1998). Los macroéfagos también juegan un papel
fundamental en la reparacion después de la inflamacién, ya que estimulan la proliferacién de
fibroblastos asi como la revascularizacion (Hahn & Liewehr, 2007d). Y frente a una lesidn nerviosa,
los macréfagos invaden la fibra nerviosa siendo fuente adicional de citoquinas, promoviendo la
vascularizacion (Cattin et al., 2015) y cooperando con las células de Schwann para degradar los
restos de mielina (Rotshenker, 2011).

La contaminacién con bacterias en el tejido y la produccion de citoquinas como IFN-y
estimula a los macréfagos a secretar citoquinas proinflamatorias y aumentar la cantidad de aniones
superoxidos y radicales de oxigeno y nitrégeno para incrementar su capacidad bactericida (Dale et
al.,, 2008). Estos macrofagos efectores proinflamatorios son los activados clasicamente (M1),
mientras que los activados alternativamente (M2) incluirian al menos tres fenotipos solapados y
estan involucrados en la resolucién de la inflamacion y reparacién del tejido (Martinez & Gordon,
2014).

Los macréfagos tienen tres funciones principales en inflamacidn: presentacion de antigenos,
fagocitosis e inmunomodulacidn a través de la produccion de citoquinas y factores de crecimiento
(Fujiwara & Kobayashi, 2005). En pulpitis, se han observado altos niveles de macréfagos, siendo mas
prevalentes que las células dendriticas en todas las etapas de la invasidén cariosa segun algunos
autores (lzumi et al., 1995; Kamal et al., 1997). Otros las sefialan directamente como las células
inmunes mds numerosas en el tejido (Bruno et al., 2010; Jontell et al., 1998). Su presencia podria
estar asociada con la expresién de quimiocinas como la proteina quimiotdctica de monocitos-1
(CCL2/MCP-1) y otras como proteina inflamatoria de macréfagos 3-alfa (CCL20/MIP-3) (Deshmane
et al., 2009; Hahn & Liewehr, 2007c).

Ademas, estas células también contribuyen a la reparacién de la pulpa induciendo la
proliferaciéon de fibroblastos por la liberacién de factor de crecimiento de fibroblasto basico (FGFb)
y revascularizacion debido a la liberacién de factor de crecimiento endotelial (VEGF)(Hahn &
Liewehr, 2007b).

Recientemente, el fenotipo alternativo M2 se observé asociado a células de Schwann en
pulpa dental, pero se desconoce el mecanismo de modulacién entre ambos tipos celulares (Yoshiba
et al., 2020a). Otros estudios en animales sefialan que los macréfagos serian clave en el proceso de
dentinogénesis terciaria durante el dafio pulpar, siendo necesarios para la activacion de las células
progenitoras y para la formacion de dentina reparativa. Ademas, se observaron cambios que
sugieren que la ausencia de macréfagos en la pulpa puede crear inflamaciéon excesiva en el sitio del
dafio, reafirmando laimportancia del fenotipo M2 reparativo dentro de la pulpa (Neves et al., 2020).
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Neutrofilos pulpares: ¢éNET o no NET?

Los neutroéfilos o polimorfonucleares (PMN) son los leucocitos mas abundantes en la
circulacion y han sido considerados como el principal efector innato del sistema inmunoldgico.
Pueden capturar y destruir microorganismos invasores a través de la fagocitosis, liberacion de
granulos y formacién de trampas extracelulares (Amulic et al., 2012). Tradicionalmente se ha
considerado una poblacién celular homogénea cuya funcién principal era la destruccion de
patégenos, sin embargo, la evidencia acumulada sefiala que no sdélo presentan una gran
heterogeneidad fenotipica sino que son células complejas con un amplio repertorio funcional que
median la respuestas a través de produccién de citoquinas y factores inflamatorios que influencian
y regulan la inflamacién contribuyendo a su resolucién (Scapini & Cassatella, 2014; Tecchio &
Cassatella, 2016).

Una de las primeras células inmunes en alcanzar la pulpa dafiada son los neutrdfilos que,
como fue mencionado, juegan un rol fundamental en el inicio y amplificacion de la respuesta
inflamatoria (Cavalcanti et al.,, 2011). Los neutrdfilos son inicialmente reclutados a la pulpa
inflamada para engullir y destruir los microorganismos invasores, infiltrando |a totalidad del tejido
junto a los macréfagos. Por un lado, pueden combatir la enfermedad promoviendo la reparacién o
por otro producir la destruccidn de la pulpa (Selders et al., 2017). Una vez en la pulpa dental, los
neutrdéfilos pueden fagocitar bacterias para eliminarlas intracelularmente, o pueden liberar especies
reactivas de oxigeno y proteinas antimicrobianas como defensinas, lactoferrina y otras enzimas a
través de granulos para su destruccién extracelular, lo que puede también causar dafio al huésped
(Hager et al., 2010).

Las NET o trampas extracelulares de neutréfilos son estructuras extracelulares en forma de
red que contienen cromatina nuclear descondensada adornada con moléculas antimicrobianas,
incluidas histonas y proteinas antimicrobianas (Brinkmann et al., 2004). Estas fueron descritas en el
2004 como una nueva forma de eliminar patégenos y se considera un mecanismo de Ultimo recurso,
ya que representa una forma de muerte celular, que algunos autores llaman NETosis (Hager et al.,
2010). Estas trampas, aunque pretenden proteger el tejido, también han sido asociadas a
enfermedades autoinmunes o patologias inflamatorias(Hakkim et al., 2010).

En pulpa dental con lesiones de caries superficiales los neutrdfilos se han mencionado como
poco relevantes, ya que se han observado en menor nimero; mientras que en lesiones de caries
profunda su nimero ha sido elevado y considerado significativo (Ilzumi et al., 1995). Recientemente,
se observd la presencia de NETs en dientes con pulpitis y se asocid a un posible rol quimioatractante
de macrofagos, por lo que la presencia de estas trampas podria considerarse como un marcador de
prondstico poco favorable en enfermedad pulpar (Holder et al., 2019). Ademas, se ha estudiado su
rol en dentinogénesis, donde su presencia se asocid a mayor inflamacién y dificultad para reparar
la dentina, mientras su ausencia permitia que los macréfagos pudieran reparar el tejido (Neves et
al., 2020).
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Células dendriticas: centinelas de la interfase pulpodentinaria

Las células dendriticas son una importante poblacién de células inmune residentes que han
sido localizadas en la periferia pulpar, dentro de la zona subodontobldstica y para-odontoblastica
Couve et al., 2018a; Ohshima et al., 1999). Son consideradas las células presentadora de antigenos
mas eficientes, capaces de iniciar, coordinar y regular la respuesta inmune adaptativa. Las células
dendriticas se encuentran en practicamente todos los tejidos, donde detectan y procesan antigenos
para presentarlos a las células T. Ademas, secretan citoquinas y factores de crecimiento que
modifican la respuesta inmune (Worbs et al., 2017). En términos simples, la maduracién de las
células dendriticas es gatillada por alteraciones de la homeostasis, detectadas por el reconocimiento
de PAMPs o patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs) activandose programas metabdlicos
y celulares de transcripcidn, incluso reorganizando su citoesqueleto para aumentar su motilidad
(Winzler et al., 1997).

La pulpa dental no es la excepcidn. En ella contribuyen a la reaccién inicial de defensa luego
de una injuria. Junto a macroéfagos forman una linea de defensa esencial (Kawashima et al., 2006).
Al ser presentadoras de antigenos tan potentes, inician y modulan la respuesta inmune
rapidamente, a través del procesamiento de patdgenos a las células T (J. C. Farges et al., 2013).
Cuando la dentina estd siendo desmineralizada por la lesidn cariosa, las células dendriticas se
acumulan en la interfase pulpodentinaria para atrapar antigenos. A medida que aumenta la carga
bacteriana, comienza una acumulacion de leucocitos y se inicia el proceso inflamatorio (Hahn &
Liewehr, 2007a).

La activacidn de las células dendriticas es un evento temprano en la progresion de la caries,
gue acompafia los cambios que sufre el odontoblasto para abrirle el paso a la predentina (Couve et
al., 2014). En dientes sanos y con caries, las células dendriticas han sido observadas marcandolas
con HLA-DR. Estas se han visto distribuidas principalmente dentro de la zona subodontoblastica y
para-odontoblastica, extendiendo algunas dendritas hacia la predentina. Incluso en dientes con
lesiones de caries moderada, las células dendriticas cruzan la capa odontoblastica para hacerse
residentes dentro de la dentina reaccionaria (Couve et al., 2014). En epitelio intestinal y respiratorio,
se ha demostrado que las células dendriticas abren uniones estrechas para enviar dendritas a través
de la barrera epitelial y detectar patégenos (Kojima et al., 2013; Rescigno et al., 2001), similar a lo
observado en pulpa dental.
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IDENTIFICACION DEL PROBLEMA

El sistema de fibras nerviosas dentro de la pulpa cumple un rol fundamental durante la
respuesta a la enfermedad. La interaccidn entre los terminales nociceptivos y las células inmune son
un aspecto muy relevante para proteger el tejido del dafio y para regular la respuesta inflamatoria
(Pinho-Ribeiro et al., 2017). En la pulpa dental, la inervaciéon puede participar directamente
liberando neuropéptidos que consiguen reclutar y activar células del sistema inmune (Fristad et al.,
2010; Haug & Heyeraas, 2006), sin embargo, poco ha sido estudiado sobre la red glial que acompania
este proceso y su asociacidn al cuadro clinico. La pulpa dental contiene células inmune residentes y
esta bien equipada para dar una respuesta efectiva frente a la invasion de patégenos (Farges et al.,
2015b). El reclutamiento de células inmunes al tejido pulpar durante el proceso inflamatorio
refuerza su potencial defensivo pero los datos que se manejan hasta ahora indican que este podria
ser mas complejo de lo que pensamos (Cooper et al., 2017; Duncan & Cooper, 2020). Las células
dendriticas, macréfagos y neutrdfilos tienen una aparicion temprana en la respuesta inflamatoria,
pero su presencia nunca ha sido vinculada a la red glial pulpar y pocos estudios han vinculado la
histopatologia del tejido con su diagndstico clinico.

El punto de quiebre entre una pulpa inflamada de forma reversible y una de forma
irreversible es dificil de descifrar clinicamente. No estd claro cémo se puede detectar este umbral o
qué correlacidn existe entre el cuadro clinico y la histopatologia asociada. A pesar de la alta
prevalencia de estas condiciones, pocos estudios han descrito su perfil neuroinflamatorio.
Actualmente, el cuadro de la histopatologia de la inflamacion pulpar esta incompleto y los métodos
de diagndstico son incapaces de determinar con exactitud si la pulpa sigue o no siendo viable. El
presente proyecto pretende establecer diferencias entre pulpitis reversible e irreversible que
permitan encontrar el punto de transicién entre ambos diagnésticos.
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HIPOTESIS

Existen diferencias celulares y moleculares en la célula de Schwann y otros componentes
neuroinmunes en pulpas diagnosticada con pulpitis reversible y pulpitis irreversible que permiten
su diagnostico diferencial.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar morfolégicamente el estado celular y molecular de células de Schwann y otros
componentes neuroinmunes en pulpas diagnosticadas con pulpitis reversible e irreversible.

Objetivos especificos

1. Caracterizar el estado y la organizacién de las células de Schwann, macréfagos, neutroéfilos y
células dendriticas en pulpas con diagndstico de pulpitis reversible y pulpitis irreversible.

2. Definir el perfil cuantitativo de células de Schwann, macréfagos, neutréfilos y células dendriticas
en pulpas con diagndstico de pulpitis reversible y pulpitis irreversible.

3. Caracterizar la expresion de la proteina quimioatractante de monocitos 1 (MCP-1) como
biomarcador en pulpas con inflamacién.
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MATERIAL Y METODOS

Muestras

Se obtuvieron dientes diagnosticados clinicamente con pulpitis reversible, pulpitis
irreversible sintomdtica y dientes sanos, en un Centro de Salud Familiar de Santiago. Los dientes
controles fueron extraidos por indicacion de ortodoncia (dientes sanos de pacientes de 15 afios).
Los dientes con pulpitis reversible fueron extraidos por indicacidn de extraccion de terceros molares
(28-31 afios) y los dientes con pulpitis irreversible, por decision del paciente luego de rechazar el
tratamiento conservador (33-59 afios). En cada caso se informd sobre las alternativas de
tratamiento, los objetivos de la intervencién, consecuencias, beneficios y riesgos de las opciones del
tratamiento.

El procedimiento fue realizado bajo anestesia local por indicacion del clinico o por comun
acuerdo con el paciente. Las muestras fueron donadas bajo consentimiento informado acorde a los
protocolos del Comité de ética de la Universidad de Valparaiso. Los criterios de inclusion para
pulpitis reversible fueron dientes con lesiones de caries que presentaran sensibilidad aumentada,
de leve a moderada, a los cambios de temperatura y que esta remitiera al remover el estimulo. Esto
de acuerdo a lo registrado en la anamnesis y examen clinico. Para pulpitis irreversible se consideré
sintomatologia aguda en dientes con lesiones de caries, dolor descrito como severo, constante o de
aparicién espontdanea. También se considerd para este grupo de pacientes que al examen tuvieran
sensibilidad aumentada al frio y que esta no remitiera al retirar el estimulo. Para el grupo control se
considerd aquellos dientes sin lesiones de caries, asintomdticos y con respuesta normal a la prueba
de sensibilidad al frio. Los criterios de exclusién para este trabajo fueron dientes con periodontitis,
con historia de trauma, sintomatologia clinica de pulpitis irreversible asintomatica, necrosis pulpar,
absceso dentoalveolar o lesidon periapical. Todos los grupos fueron evaluados por el mismo
examinador.

Los dientes extraidos, fueron fijados en soluciéon de paraformaldehido 4%, pH 7.4 por 6
horas, seccionados longitudinalmente con una sierra de diamante de baja velocidad isomet
(Buehler, Lake Bluff, IL, USA) y desmineralizados en EDTA 4%, pH7.4 por 3 meses. Las muestras
fueron clasificadas en 3 grupos de acuerdo con el diagnédstico clinico: pulpitis reversible (n=12),
pulpitis irreversible (n=12) y sano o control (n=4). Ademas, las lesiones de caries fueron clasificadas
mediante examinacién visual segln el Sistema Internacional de Evaluacion y Deteccion de Caries
(Ismail et al., 2013). Los dientes con pulpitis reversible obtuvieron puntaje 4 y 5 (caries moderada)
y los dientes con pulpitis irreversible, puntaje 5y 6 (caries severa).
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Inmunohistoquimica e Imagenes

Las muestras desmineralizadas fueron criopreservadas en 30% sacarosa y congeladas en
medio de congelacién de tejidos (Tissue-Tek; Sakura Finetek USA). Se obtuvieron criosecciones
longitudinales en el plano coronal de 25 um de grosor con un criostato (Leica CM-1900, Germany) a
-20°C y se montaron en portaobjetos cubiertos con poli-L-lisina. Las muestras fueron rehidratadas
en buffer fosfato salino (PBS), lavadas 3 veces por 10 minutos e incubadas por 1 hora en solucién de
bloqueo que contiene albimina de suero bovino (BSA) 1%, suero de caballo 1%y Triton X-100 0,3%.
Luego, se agregaron los anticuerpos primarios en solucién de bloqueo y se dejé actuar durante 12
horas a 4°C. Se realizaron 5 lavados de 10 minutos con PBS y luego se agregaron los anticuerpos
secundarios en solucion de bloqueo 1:500 por 1 hora a temperatura ambiente libre de luz. Se
realizaron 5 lavados de 10 minutos con PBS y se tifieron los nucleos con DAPI (0,25 ug/ml) por 10
minutos. Se volvié a lavar con PBS y finalmente se cubrieron las muestras con medio de montaje
para fluorescencia (Dako Industries, Carpenteria, CA, USA). Para su mantencion, las muestras se
mantuvieron a 4°C.

Anticuerpo Procedencia Dilucion Proveedor
Anti-S100 Conejo 1:250 DAKO
Anti-GFAP Conejo 1:500 DAKO
Anti-MBP Ratdn 1:250 DAKO
Anti-CD68 Ratdn 1:200 DAKO
Anti-MCP-1 Ratdn 1:100 DAKO
Anti-ELA Ratdn 1:100 DAKO
Anti-HLA-DR Ratoén 1:100 Abcam

Se tomaron imagenes de las secciones inmunomarcadas de la pulpa dental coronal con un
microscopio confocal (Nikon C1 plus, Japdn) con lineas |laser de 409, 488 y 543 nm. Las pilas de
imagenes se procesaron con el software CZ (Nikon, Japdn) y se mostraron como proyeccion de
maxima intensidad con el software Imagel. Los ajustes de brillo y contraste se realizaron con Adobe
Photoshop CS4.

Anadlisis Cuantitativo y Estadistico

La cuantificacién de las células inmune se realizé utilizando imagenes confocales obtenidas
de secciones longitudinales de dientes diagnosticados clinicamente con pulpitis reversible,
irreversible y control. Se contaron las células de un drea de 95 x 145um? en el programa Image).
Esto se repitié 3 veces de forma aleatoria para cada pulpa. Los datos fueron presentados en un
grafico como promedio.

Los datos utilizados para el analisis estadistico fueron testados con la prueba de Shapiro-
Wilk para evaluar la distribucién de los datos. La significancia estadistica fue determinada con la
prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba post hoc de Dunn usando el programa Graph Pad
Prism, con una diferencia significativa definida como p <0,05. Los resultados se muestran como la
media + desviacion estandar (DE).
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RESULTADOS

Caracterizacion del fenotipo de las Célula de Schwann en pulpitis irreversible

La proteina de unidn a calcio S100 (S100) y la proteina acida fibrilar glial (GFAP) fueron
utilizadas para caracterizar la organizacién de las células gliales del sistema nervioso periférico y
MBP para detectar axones mielinizados presentes en la pulpa dental inflamada adulta.

El patrén de arborizacion de las fibras nerviosas de pulpas inflamadas inmunomarcadas con
anticuerpos contra GFAP o S100 y MBP, revela un incremento en la densidad de los terminales en
la periferia pulpar que se acentuta incluso mas en la zona cercana a la lesidon de caries. En la Figura 1
se observa la organizacidon de las células de Schwann dentro de la pulpa dental con sintomatologia
inflamatoria debido a la enfermedad de caries. En A se puede apreciar cdmo los haces nerviosos de
la pulpa se dirigen hacia la interfase pulpodentinaria, formando arborizaciones en la zona del plexo
de Raschkow dentro de la pulpa coronal. Se observa como las células de Schwann forman una
prominente red glial en la interfase pulpodentinaria con fenotipo mielinizante y no mielinizante.

En la Figura 1 se ve cdmo los axones mielinizados identificados con anticuerpo contra MBP,
se restringen a los haces nerviosos mas profundos de la pulpa y al plexo de Raschkow. Mientras, las
células de Schwann no mielinizantes fueron identificadas como células elongadas en los haces
nerviosos (Fig. 1A, C) y, ademas, en la interfase pulpodentinaria. Aqui se presentan como células
altamente ramificadas cuyos cuerpos celulares se localizan en la capa subodontobldstica
proyectando radialmente sus prolongaciones hacia la capa odontobldstica alcanzando incluso el
domino dentinario (Fig. 1D).

Cabe mencionar que en el cuerno pulpar afectado por la lesidn cariosa (flechas rojas, Fig 1A-
B), las células de Schwann estan especialmente arborizadas con un aumento de la expresion en el
area de la injuria. En la zona afectada, estas células gliales envian sus prolongaciones hacia la
dentina, donde ademads se observa una capa de odontoblastos que pierde su forma columnar
polarizada.

Ademas, en D, E se aprecia con mayor detalle cémo la activacion de las células de Schwann
no mielinizantes, distribuidas en la capa pulpar mas superficial, es acompafiada de la degradacion
de la mielina con una inicial fragmentacion en la zona del plexo de Raschkow. Aunque las finas
proyecciones de estas células cruzan la capa odontoblastica extendiéndose hacia la dentina, las
células de Schwann mielinizantes permanecen en la zona del plexo de Raschkow.
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Figura 1 Caracterizacion de Célula de Schwann en pulpa dental inflamada. Imdagenes representativas de

microscopia confocal con doble marcaje, S100 (rojo) y MBP (verde) en dientes con pulpa dental inflamada por
caries. (A, C) Distribucién de célula de Schwann no mielinizante (rojo) altamente ramificada en la periferia
pulpar. Las flechas rojas indican la zona de la lesién de caries donde se observa mayor densidad de la célula
de Schwann en la zona del cuerno pulpar, mientras las flechas blancas sefialan los axones mielinizados
distribuidos dentro de la pulpa central y su ramificacidn hacia el plexo de Raschkow. (B) Red glial prominente,
distribuida en la zona del plexo de Raschkow y las prolongaciones de la célula de Schwann no mielinizante
hacia la capa odontoblastica siendo especialmente marcada en el cuerno pulpar cercano a la lesién cariosa.
(D, E) Red glial no mielinizante enviando sus ramificaciones a la dentina a través de la capa odontoblastica,
mientras los axones mielinizados parecen comenzar a fragmentarse siempre limitados a la zona del plexo de
Raschkow (flechas blancas). D: Dentina, OD: capa de odontoblastos, RSK: plexo de Raschkow. A, B, C Barra de
escala 100 um, Dy E: Escala 50 um. Ay E corresponden al mismo diente, al igual que Cy D.
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Analisis cualitativo de células de Schwann y células inmunes en pulpitis

También, se estudiaron algunas células inmunes asociadas a los cambios neuroinflamatorios
de la pulpa con pulpitis. lgualmente se utiliz6 inmunomarcaje con microscopia confocal para
caracterizar morfolégicamente la célula de Schwann junto al infiltrado inflamatorio, tanto en pulpas
sanas como con diagndstico de pulpitis reversible e irreversible. Primero, para detectar las células
de Schwann se utilizdé anti-S100 y anti-GFAP, y anti-CD68 para macréfagos (Figura 2, Anexo). En
pulpa sana, se observa una red glial terminal con algunas proyecciones de las células de Schwann
desde el plexo de Raschkow hacia la dentina, aunque el diente no presente ninguna lesion cariosa.
Ademas, se observan algunos macroéfagos distribuidos en la zona subodontoblastica y plexo de
Raschkow (Fig. 2A).

Cuando se compararon las condiciones de inflamacién pulpar por caries con la pulpa sana,
se observaron diferencias morfoldgicas importantes asociadas a la densidad de la red glial y al
patrén de inervacidon. Nuevamente se ve cdmo en la pulpa inflamada, en este caso de forma
reversible (Fig. 2B-D; Anexo), aparece la célula de Schwann con una organizacién arborizada. Este
fendmeno es evidente en la interfase pulpodentinaria, ramificandose desde la zona del plexo de
Raschkow hacia emitir sus ultimas proyecciones hacia la dentina. Junto con ello, aumenta el
reclutamiento de macréfagos que se distribuyen en la interfase pulpodentinaria y capa
subodontoblastica con un fenotipo fusiforme o de estrella elongada. Estos se localizan en todo el
cuerpo pulpar, en estrecha relacidn y siguiendo el mismo recorrido que las células de Schwann.

Este doble inmunomarcaje (anti-S100 o anti-GFAP y anti-CD68) muestra que a medida que
la inflamacion de la pulpa aumenta y esta se hace irreversible (Fig. 2E), la poblacién de células de
Schwann adquiere una organizacidon ain mas prominente y con mayor expresion especialmente en
la periferia. Esta densa poblacion de células distribuida a lo largo del plexo de Raschkow se
encuentra totalmente arborizada y escoltada por los macréfagos que ya han infiltrado
progresivamente el tejido. En pulpitis irreversible, estos también presentan un fenotipo bipolar o
de estrella elongada que parece acompafiar el recorrido de las células de Schwann durante su
respuesta frente a la lesion.

Luego, con un anticuerpo contra MCP-1 se observd la presencia de esta quimiocina
distribuida en la pulpa central irreversiblemente inflamada e interfase pulpodentinaria, tanto en las
células de Schwann y otros componentes, incluyendo haces nerviosos bajo el plexo de Raschkow,
donde se observa que colocaliza con las células de Schwann (Fig. 2F-G; Anexo).

Para continuar caracterizando el perfil del infiltrado inflamatorio en pulpas con pulpitis
reversible, irreversible y pulpa sana, se utilizd un anticuerpo contra $100 para las células de Schwann
y anticuerpo contra ELA para observar neutréfilos (Fig. 3; Anexo). En la zona mas superficial de la
pulpa sana (Fig. 3A), se ve la empalizada de odontoblastos bien organizada que mantiene su
estructura columnar de multicapas. Bajo esta el plexo de Raschkow presenta algunas ramificaciones
hacia las capas mas superficiales. En condiciones de salud pulpar, sélo aparecen algunos neutréfilos
en la zona del plexo de Raschkow.
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Cuando la inflamacion pulpar es reversible, nuevamente llama la atencién la prominente
red de ramificaciones gliales que se proyectan desde la pulpa central hacia las capas mas
superficiales. La distribucidon de neutrdfilos resultd discreta, presentandose en la zona del plexo de
Raschkow y pulpa central muy préximos a las células de Schwann, aunque si se observan algunos
granulos de elastasa distribuidos por el tejido (Fig. 3B). Por otro lado, cuando la pulpitis fue
irreversible, por primera vez se observa un fenotipo bipolar y elongado en las células de Schwann,
muy diferente de otras imagenes con su morfologia arborizada hacia capas superficiales. Ademas,
los neutroéfilos ocuparon ampliamente la camara pulpar (Fig. 3), algunos de ellos cercanos a las
delgadas prolongaciones nerviosas y con una apariencia ovoidea o poligonal con protrusiones que
se corresponde con la liberacion de NETSs.

Por ultimo, se caracterizaron las células dendriticas pulpares en pulpitis reversible e
irreversible utilizando un anticuerpo contra HLA-DR (Fig. 4). En general, se observé que las células
dendriticas se distribuyeron principalmente en la periferia pulpar, dentro de la regién
subodontoblastica o paraodontoblastica. Estas extienden sus procesos hacia la capa odontobl3stica
guedando en algunos casos con algunas dendritas dentro de la matriz dentinaria.

En la pulpitis reversible (Fig. 4A, B), se destaca una red glial marcada en la zona del plexo de
Raschkow con sus ramificaciones proyectadas hacia la capa de odontoblastos muy préoximas a la
dentina. Por otra parte, las células dendriticas aparecen como células de morfologia estrellada y
fusiforme en la zona del plexo de Raschkow que se ordenan radialmente en la zona
subodontoblastica enviando sus dendritas hacia la capa de odontoblastos, similar a la organizaciéon
de las células de Schwann en la interfase pulpodentinaria. En Fig. 4B se aprecia la interfase
pulpodentinaria de la pulpa inflamada de forma reversible. Las células dendriticas se encuentran en
la capa odontoblastica y subodontoblastica enviando sus prolongaciones hacia la dentina, de forma
muy similar a la organizacién que presentan las dendritas de las células de Schwann en las capas
mas superficiales de la pulpa. Ambos tipos celulares se observan en estrecha relacién en esta zona
de la pulpa dental inflamada siguiendo un patrén de arborizacién similar.

Cuando la pulpitis fue diagnosticada como irreversible, las células dendriticas también se
observaron dentro de la regién subodontoblastica y para-odontoblastica, extendiendo sus procesos
hacia las capas mas superficiales, los que ocasionalmente se ven en la matriz dentinaria (Fig. 4C).
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Figura 2.1 Células de Schwann y macrofagos en pulpitis reversible. Imagenes representativas de
microscopia confocal con doble marcaje para célula de Schwann (S100 o GFAP, rojo) y macréfagos (CD68,
verde) en diente con pulpa sana y dientes con diagnéstico clinico de pulpitis reversible. (A) Imagen de
pulpa dental sin lesiéon de caries y asintomatica (B-D) Pulpas con diagndstico de pulpitis reversible.
Macrdéfagos con morfologia alargada o de estrella elongada en estrecha relaciéon con la célula de Schwann.
By D corresponden a imagenes del mismo diente. Barra de escala: 100 um
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Figura 2.2 Células de
Schwann, macréfagos vy
MCP-1 en pulpitis
irreversible (E) El doble
marcaje con S100 (rojo) y
CD68 (verde) muestra la
célula de Schwann
especialmente arborizada
en pulpitis irreversible (P1) y
el aumento en la densidad
de ambos tipos celulares
como respuesta al dafio por
caries. Macréfagos con
fenotipo  fusiforme  en
estrecha relacién con |la
célula de Schwann en
inflamacién pulpar. (F-G)
MCP-1 se distribuye en a lo
largo de todo el tejido
pulpar, tanto en las células
de Schwann como en otros
componentes incluyendo
haces nerviosos bajo el
plexo de Raschkow. Barra de
escala E, F: 100 um G: 50
pm.



Figura 3. Células de Schwann y neutrdfilos en pulpa sana y pulpitis. Imdgenes representativas de microscopia
confocal con doble marcaje (5100, rojo y ELA, verde) en dientes con pulpa sana, reversible e irreversiblemente
inflamada. (A) En la condicion de salud, se observa una estructura bien definida del plexo de Raschkow con un
neutrdfilo residente (B) Haces nerviosos que forman una red en las capas mas superficiales de la pulpa enviando

sus ramificaciones hacia la dentina. Se observa un aumento en el reclutamiento de neutrofilos en la pulpa central
y zona del plexo de Raschkow. (C) Cuando la condicidn es irreversible, los neutréfilos infiltran todo el tejido pulpar.
Las cabezas de flecha sefialan neutrdfilos experimentando NETosis. Barra de escala 100 pm



Figura 4. Células de Schwann y células dendriticas en pulpitis reversible e irreversible. Doble marcaje
para célula de Schwann (5100, rojo) y célula dendritica (HLA, verde. (A) En pulpitis reversible, las
ramificaciones de las células gliales se distribuyen desde el plexo de Raschkow hacia la capa
odontoblastica. Con la misma disposicion radial, las células dendriticas se organizan en la zona sub y
paraodontoblastica con un fenotipo estrellada o fusiforme. (B) Ambos tipos celulares en estrecha relacion
dentro de la interfase pulpodentinaria extendiendo sus prolongaciones hacia el dominio dentinario. (C)
En pulpitis irreversible, se observa un incremento en las células de Schwann y células dendriticas en la
zona subodontoblastica y paraodontobldstica. Algunas dendritas llegan incluso a dentina (cabezas de
flecha). Barra de escala A, C: 100 um; B: 50 um
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Analisis cuantitativo de células de Schwann y células inmune en pulpitis

Al comparar el nimero de células de Schwann por area entre los tres grupos estudiados,
solo se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y el de pulpitis
irreversible (A, Fig 5). También se adjuntan los graficos que cuantifican las células inmunes para
completar la caracterizacion de ambos cuadros (B, Fig 5 y Anexo 1).
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Figura 5. Andlisis cuantitativo de células de Schwann y células inmunes en inflamacién de pulpa
dental. (A) El mayor nimero de células de Schwann se encontré en el grupo de pulpitis irreversible
pero no tuvo diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo de pulpitis reversible.
Se observaron los valores mas bajos para el control (n=11, PR= 12,3; n=10, PI=18,3; n=4, Control=
9,8). (B) Se observa mayor nimero de células inmune para pulpitis irreversible. Hubo diferencias
estadisticamente significativas entre pulpitis irreversible y el grupo control respecto al nimero de
macrofagos y neutréfilos. Entre pulpitis irreversible e irreversible sélo hubo diferencias
significativas al evaluar el nimero de neutrdfilos. Debido al tamafio de la muestra para células
dendriticas no se realizd analisis estadistico (Macréfagos: PR= 10.9, n=10; Pl= 16.3, n= 6;
control=2.2, n=4. Neutrdfilos: PR=1.6, n=6; PI=30.8, n=7; control=0,2, n=2. Células dendriticas: PR=
8, n=1; PI=11, n=1).
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DISCUSION

Comprender los mecanismos de defensa de la pulpa dental frente al dafio producido por la
caries es crucial para desarrollar mejores tratamientos y para que estos sean capaces de mantener
la vitalidad pulpar el mayor tiempo posible, lo que contribuye a prolongar la vida util del diente
(Caplan et al., 2005; Edwards et al., 2021; Giacaman et al., 2018). Durante el ejercicio clinico, es
frecuente que los odontélogos tengan que decidir si un diente debe o no permanecer vital o si la
pulpa puede o no ser mantenida de acuerdo con su posibilidad de reparar. Sin embargo, las
herramientas que dispone para tomar esta decisidon contindan siendo muy limitadas.

Los sintomas relatados por los pacientes son indicadores ampliamente aceptados por los
clinicos para determinar el estado inflamatorio de la pulpa. Sin embargo, una revisidon sistematica
determind que la presencia, naturaleza y duracion de los sintomas, junto a las pruebas de
sensibilidad mas frecuentemente utilizadas, resultan insuficientes para ofrecer informacién precisa
sobre el grado de inflamacion pulpar (Mejare et al., 2012). Pocos estudios han podido relacionar el
cuadro clinico con la histologia del tejido frente al dafio o las metodologias utilizadas para su analisis
han sido muy diversas. Por lo mismo, también ha sido objeto de debate si las caracteristicas de la
sintomatologia de los pacientes se correlacionan con el diagnéstico histolégico de la pulpa (Ricucci
et al., 2014, 2017). El estudio de la pulpa dental no es sencillo. Es por esto que ha pasado por alto
elementos que podrian otorgar una nueva mirada para la comprension de las patologias pulpares.

La pulpitis es una patologia muy prevalente y la pulpa dental es un tejido altamente inervado
(Franga et al., 2019), sin embargo, el rol de las células de Schwann en la respuesta neuroinflamatoria
de la pulpa durante la progresioén de la caries ha sido escasamente estudiada (Couve et al., 2018a;
Couve & Schmachtenberg, 2018; Suzuki et al., 2015). Las células de Schwann, mielinizantes y no
mielinizantes, son esenciales para el mantenimiento y soporte tréfico de las fibras nerviosas ademas
de participar en la regeneracidén nerviosa para preservar su funcién sensorial (Jessen et al., 2015).
Es por esto, que algunos investigadores se han dedicado a observar el papel de estas células dentro
de la pulpa dental y han encontrado que forman una densa red glial en la interfase pulpodentinaria,
la que se reduce a medida que los dientes envejecen (Couve et al., 2018b) y que frente a lesiones
de caries se arboriza notoriamente hasta alcanzar la zona de la dentina (Couve & Schmachtenberg,
2018). Estos resultados se pudieron confirmar en el presente estudio, ya que, frente a lesiones de
caries, tanto en el cuadro de pulpitis reversible como de irreversible, las células de Schwann se
observaron arborizadas proyectando sus ramificaciones hacia la interfase pulpodentinaria llegando
incluso a la predentina, lo que fue mucho mas notorio en el cuadro de pulpitis irreversible, respuesta
asociada a una lesion de caries profunda.

En el caso del cuadro pulpar irreversible, se pudo observar con mayor claridad la distribucion
de las células de Schwann no mielinizantes en las capas mas superficiales de la interfase
pulpodentinaria, mientras las células de Schwann mielinizantes se limitaban a la zona del plexo de
Raschkow, siendo las primeras mucho mds numerosas, similar a lo que han descrito otros autores
(Couve & Schmachtenberg, 2018; Nair & Schroeder, 1995; Luder, 1992). En la zona afectada por la
lesidon de caries, las células de Schwann envian sus prolongaciones hacia la dentina, donde ademas
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se observa una capa de odontoblastos que pierde su forma columnar polarizada, lo que sugiere una
lesion cariosa de avance rapido que produce este dafio celular (Couve et al., 2013).

Aunqgue se observaron cambios en la morfologia de las células de Schwann, no hubo
diferencias estadisticamente significativas en el nimero de células entre el cuadro reversible e
irreversible. Solo se apreciaron diferencias entre el grupo control y el de pulpitis irreversible, lo que
hace sentido, considerando que la pulpitis irreversible es un cuadro inflamatorio importante y muy
sintomatico. Tal como ha sido sefalado en otros trabajos (Hartlehnert et al., 2017; Trias et al., 2020),
estas células estan asociadas a cuadros de inflamacion y dolor, lo que también se estaria replicando
en pulpa dental. A pesar de que no hubo diferencias significativas entre las distintas pulpitis, esto
podria indicar que estas células estan presentes tanto en inflamacidn como en salud pulpar, pero
cumpliendo roles diferentes. Tal como mencionamos previamente, las células de Schwann tienen
una marcada plasticidad (Couve & Schmachtenberg, 2018; Jessen & Mirsky, 2019) que adopta
diferentes fenotipos de acuerdo a las sefiales que recibe, lo que podria explicar el cambio de
morfologia de estas células sin un cambio de nimero evidente. Sin embargo, debido al tamafio de
la muestra (n=12 pulpitis reversible; n=12 pulpitis irreversible; n=4 controles), son necesarios mas
estudios para poder extrapolar estas observaciones.

Llama la atencidn que, en imagenes del cuadro pulpar irreversible se observé un fenotipo
menos arborizado, bipolar y elongado de la célula de Schwann en la zona central de la pulpa al
marcarlas con el anticuerpo S100 (C, Fig. 3). Esta morfologia se asemeja a la descrita como célula de
Schwann de reparacion (Jessen & Mirsky, 2016). En este estado, el dafio nervioso desencadena una
serie de cambios en la diferenciacién de neuronas y de células de Schwann cercanas a la lesién,

donde esta ultima responde con procesos de desdiferenciacidn y activacidon conjuntamente, por lo
gue se conoce como reprogramacion adaptativa. Este cambio de fenotipo para promover la
reparacion tiene una estructura bipolar alargada que le permite alinearse para proporcionar un

sustrato esencial junto a las sefiales de orientacidn para que los axones puedan reconectarse.

10 pm

A part of a repair Schwann cell

Nuclear area

A la izquierda, imagen del fenotipo de la célula de Schwann reparativa tomada de Jessen & Mirsky, 2016 y a la derecha,
detalle de C, Fig.3.

Es importante mencionar que la red glial se proyecta desde el plexo de Raschkow hacia la
dentina también en la pulpa dental sana, y no sélo en presencia de caries o en el cuadro
inflamatorio. Las células de Schwann aparecen distribuidas y especialmente arborizadas en la
periferia pulpar, acompafnando a los odontoblastos y células dendriticas (Fig. 4). Se podria sugerir
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un rol como centinela en la deteccién de estimulos nocivos desde la dentina, considerando la
ubicacién estratégica donde se disponen su organizacion y morfologia. Otras células
inmunovigilantes, como las células dendriticas, también aparecieron en la zona pulpar mas
superficial enviando sus ramificaciones hacia la dentina de forma muy similar a lo observado en las
células de Schwann. La distribucidn radial de las células dendriticas en la interfase pulpodentinaria
también ha sido observada previamente como respuesta a lesiones de caries (Couve et al., 2014), lo
gue sugiere que ambos tipos celulares acompafiarian esta compleja organizacién multicelular
formando parte de la barrera de defensa contra patégenos.

En este trabajo, se observaron células de Schwann mds arborizadas y formando una
poblacion mds densa en la zona de la lesidon cariosa, lo que refuerza la teoria de que la red glial
también puede estar asociada a un rol de respuesta frente a la noxa (Fig. 1A, B). Aunque la expresién
de MHC-Il generalmente esta limitada a células presentadoras de antigenos profesionales, otros
tipos celulares, como las células endoteliales, pueden expresar MHC-II bajo condiciones
inflamatorias in vitro (Mai et al., 2013). Algunos estudios sefialan que las células de Schwann pueden
expresar MHC-II luego de un trauma o frente a inflamaciéon y que también pueden presentar
antigenos in vitro (Meyer Zu Horste et al., 2010), por lo que varios autores la consideran una célula
inmunocompetente (Liu et al., 2012; Meyer Zu Horste et al., 2008). También se ha encontrado
evidencia de que las células de Schwann presentan antigenos y modulan la respuesta inmune local,
ademas de promover el dolor neuropatico en animales (Hartlehnert et al., 2017). Estos datos
sugieren una funcién no apreciada de las células de Schwann como células presentadoras de
antigenos condicionales, ademads de sus funciones de mielinizacién o soporte axonal, como un
importante inmunomodulador frente a la noxa. Sin embargo, la significancia biolégica de esta
condicidn en pulpa sigue siendo desconocida.

Este tipo de arborizacidn de estas células hacia capas mas externas del tejido también ha
sido observado en células gliales de la piel, donde sus prolongaciones se dirigen hacia las capas de
la subdermis. Pero estas células de Schwann, consideradas como un tipo celular especializado,
estarian implicadas incluso en iniciar la sensacién de dolor (Abdo et al., 2019).

Ademas, en la pulpitis irreversible se observa la _, fragmentandose
en la zona del plexo de Raschkow (Fig.1, D, E) tal como ha sido observado en otros procesos
inflamatorios de la pulpa como la _ (Suzuki et al., 2015),
caracterizada por la denervacion progresiva de la pulpa y conocido como _
(Gaudet et al., 2011). Muy similar a lo visto en las pulpas inflamadas, este proceso se caracteriza por
la degradacion del citoesqueleto axonal y una activacion importante de la célula de Schwann, que
se desdiferencia y estimula el reclutamiento de macrofagos para remover la mielina.

En general, los datos obtenidos en este estudio _
la consiguiente pulpitis se produce un brote neuronal con la invasién de células inmune. Cuando la
pulpitis es reversible, esta invasion parece limitarse alaintetfase pulpodentinaria v capas mas

superficiales, sin embargo, cuando el cuadro se diagnosticd como irreversible aparecen en todo el
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cuerpo pulpar. Este aumento de células inmune frente a lesiones de caries o pulpitis irreversible
también son observaciones mencionadas previamente por otros autores (Farges et al., 2015b; Hahn

& Liewehr, 2007d, 2007a). Macréfagosy células dendriticas aumentaron de forma gradual respecto

Aunque los macréfagos fueron numerosos en todos los dientes con caries, sélo hubo
diferencias estadisticamente significativas en el nUmero de macréfagos cuando se comparé el grupo
_. Esto coincide con lo reportado por otros autores que

le otorgan un rol protagdnico en _ a este tipo celular (Bruno et al., 2010; Izumi et
al., 1995). En pulpas dentales sanas, encontramos macroéfagos en bajo nimero lo que también se

corresponde con trabajos recientes (Yoshiba et al., 2020a), aunque estudios antiguos no reportan
macrofagos en pulpas sanas (lzumi et al., 1995).

En pulpitis reversible, ademas del aumento en la densidad y arborizacidon de células de

Schwann ya mencionado, los macréfagos presentaron un fenotipo de _
die’siguie de cerca el recorrido delas células de Schwanh (Fig.2, C-E). La relacion entre estos dos

tipos celulares frente al dafio nervioso ha sido previamente documentada. La lesién aguda de
nervios periféricos desencadena un entorno protector y de reparacion induciendo fenotipo M2 de
macrofagos _ Este es un proceso activo y sincronizado con axones sufriendo
degeneracion progresiva y la pérdida de la vaina de mielina, donde las células de Schwann liberan
factores solubles que permiten el reclutamiento de macréfagos para que estos puedan remover de
forma eficiente restos de axones y de mielina _ A su vez, los
macréfagos son fundamentales regulando la funcidon de las células de Schwann durante la
regeneracion nerviosa, facilitando la migraciéon del extremo distal de estas con la consiguiente
regeneracion axonal (Jessen & Mirsky, 2016; Stratton et al., 2018). Esto podria explicar la estrecha
relacién espaciotemporal entre macrdfagos y células de Schwann una vez que la pulpa estd
inflamada y sintomatica. Frente al dafio crdnico causado por la lesidon de caries, ya existe
degeneracion axonal (Byers et al., 2003; Fristad et al., 2010), lo que justificaria el evidente aumento
de macrofagos elongados tan estrechamente asociados a la células de Schwann.

Para marcar macréfagos, sélo se utilizé el anticuerpo anti-CD68, por lo que no es posible
establecer con exactitud si estas células fueran clasicamente activadas o proinflamatorias (M1), o si
se trata de su activacién alternativa o antiinflamatoria (M2). Posiblemente, corresponden a M2
debido a su morfologia fusiforme y elongada, pero para corroborarlo seria necesario utilizar otros
anticuerpos como CD68 junto a CD163 (Yoshiba et al., 2020a) o CD206 (Neves et al., 2020).

La polarizacion de los macréfagos de un fenotipo M1 a uno M2 esta regulada
bioquimicamente, pero también se sabe que esta puede ser inducida por estimulos fisicos
(Mantovani et al., 2013; McWhorter et al., 2013), es decir, que el alargamiento por si mismo
conduce a la expresion del fenotipo M2 sin tener necesariamente citoquinas exdgenas que lo
promuevan en el medio. Precisamente, Yoshiba et al., 2020 observaron que al cultivar células de
Schwann junto a macréfagos, estos comenzaron a elongarse para ser posteriormente identificados
como M2 al expresar marcadores especificos. Los mismos autores encontraron que el fenotipo M2
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se observd en procesos reparativos, como durante la formacion del puente mineralizado en
recubrimientos pulpares directos; y con inmunofluorescencia detectaron una estrecha relacion de
estos macrofagos con células de Schwann justo en la zona de la lesion en dientes con caries. -
_ como piezas clave en el control de la inflamacion pulpary en
la produccién de dentina reparativa, ya que, al ser experimentalmente removidos, disminuyen las
sefiales de reparacién y ocurre la invasion de neutréfilos en el sitio dafado, generando una reaccién
inflamatoria exagerada y disminuyendo la dentinogénesis reparativa.

Estos antecedentes explicarian [apfesencia tan prominente de macrofagos observada en
_Aunque en este Ultimo caso, observamos especialmente

como invadian todo el tejido (Fig.2, E), probablemente como sefial de un tltimo intento para reparar
el tejido antes de que este comience a morir.

Sin embargo, la relacién de M2 y células de Schwann también ha sido estudiada en otros
tejidos en el contexto de cancer. Los M2 han sido asociadas al crecimiento e invasion de células

tumorales (Van Overmeire et al., 2016; Zanganeh et al., 2016) _
_ En esa linea, recientes estudios in vitro han demostrado

que las células de Schwann inducen la polarizacién de M2 en pulpa dental (Yoshiba et al., 2020b) a
través de citoquinas como CCL2 y que estos co-cultivados muestran actividad que promueve la
proliferacion de células cancerosas en pulmon (Zhou et al., 2020). Lo que no se sabe es si este
aumento se debe a un aumento de M2, o si estos tendrian alguna funcidn aln no conocida junto a

las células de Schwann. Por lo mismo, selha considerado qie existen subpoblaciones diferentes de
_ cuestion que vale la pena continuar esclareciendo.

En este trabajo también observamos la expresion de la proteina quimioatractante de
monocitos 1 (MCP-1 o CCL2), que es una de las quimiocinas claves que regulan la migracién de
monocitos y macréfagos (Deshmane et al., 2009). Ha sido encontrada previamente en pulpas con
inflamacién reversible e irreversible (Abd-Elmeguid et al., 2013) y en este caso fue observada en
células de Schwann y otros componentes celulares de pulpas con pulpitis irreversible (Fig. 2, F, G).
La expresion de esta quimiocina se ha visto en células endoteliales, células dendriticas, linfocitos,
odontoblastos, monocitos y macréfagos (Sozzani et al., 1995), lo que explica que se haya distribuido
en gran parte de la pulpa inflamada, tanto en la interfase pulpodentinaria como en capas mas
profundas. Ademads, esta expresion evidencio la colocalizacién de MCP-1 con células de Schwann, lo
gue podria estar asociado al reclutamiento espaciotemporal de macrdéfagos, ya que en otros

auimiocinal(Fischer, Weishauipt, et’ll, 2008; Tofafis et al, 2002). Esto va de la mano con lo descrito

en otros tejidos respecto al rol neuroinflamatorio de la célula de Schwann propuesto por algunos
autores (Tzekova et al., 2014; Wei et al., 2019; Ydens et al., 2013): la células de Schwann expresa
receptores de reconocimiento de patrones que le permite reconocer sefiales de peligro, y que tras
su activacion, estas inician y regulan respuestas inmunitarias locales presentando antigenos y
secretando quimioquinas y citoquinas que atraeran mas células al sitio de la lesidn.
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De todas formas, como la célula de Schwann regula todos los procesos mencionados sigue
sin ser comprendido y mantener el fenotipo M2 en pulpa dental aparece como una posibilidad
prometedora para proteger la pulpa dental. La relacién entre ambos tipos celulares toma
protagonismo en distintos escenarios y su vinculo también podria ser esencial en pulpa dental. Mas
estudios son necesarios para considerar este vinculo como una posible via para el desarrollo de
nuevas estrategias de terapias en pulpa dental para preservar el tejido vital.

Por otra parte, el patron de los neutréfilos fue muy diferente al observado en macréfagos y
células dendriticas, que parecen haber aumentado proporcionalmente a medida que la pulpitis
pasaba de reversible a irreversible. En el caso de los neutrdfilos, hubo diferencias estadisticamente
significativas entre pulpitis irreversible y los otros dos grupos estudiados. La pulpitis reversible tiene
mas semejanzas con el grupo control donde se ven algunas células distribuidas en el cuerpo pulpar
mientras en pulpitis irreversible, los neutréfilos aparecen distribuidos por toda la cdamara pulpar
(Fig. 3, B Fig. 5). Esto se corresponde con lo reportado por otros autores. A medida que las lesiones
de caries progresan, tanto macréfagos como neutréfilos infiltran el tejido pulpar para destruir
microorganismos (Cooper et al., 2011), y tal como se observé en este trabajo, otros investigadores
mencionan a los neutréfilos como poco relevantes en pulpitis reversible, ya que no son muy
numerosos bajo lesiones de caries menos profundas (Hahn & Liewehr, 2007a; Izumi et al., 1995).
Estas células si aparecen en estadios de caries superficiales, pero un aumento significativo ocurre
cuando las lesiones cariosas son profundas (lzumi et al., 1995).

Ricucci et al., 2014, 2019 menciona la aparicién de neutroéfilos, asociados a microabscesos y
bacterias que ya han infiltrado la pulpa dental, y en otras etapas mas avanzadas del continuo de
destruccién pulpar tales como fases agudas de periodontitis apical (Graunaite et al., 2011; Nair,
2004). Recientemente, Neves et al., 2020 observaron que la disminucién experimental de
neutrdéfilos suprimié la inflamacién, favoreciendo la reparacién y la produccién de dentina
reparativa. Es por esto que parece coherente que este tipo celular aparezca infiltrando fuertemente
la pulpa durante el cuadro irreversible, cuando la sintomatologia del paciente es aguda y el dafio ya
estaria en una fase critica.

También, en inflamacién pulpar los neutréfilos parecen encontrarse espaciotemporalmente
cercanos a las fibras nerviosas (Fig. 3), lo que podria ser debido al rol en la remocion de mielina
frente al dafio nervioso. Una vez mds se menciona a las células de Schwann como capaces de
reclutar macrofagos y otras célulasinmunes como neutrdfilos para promover la reparacion nerviosa.
Algunos autores han sefialado incluso que su papel seria critico frente al dafio del sistema nervioso
periférico, relevando a los macréfagos en la remocién de mielina durante la reparacién axonal.
(Jessen & Mirsky, 2019; Lindborg et al., 2017).

Los componentes de los granulos primarios de los neutréfilos han sido implicados como
mediadores importantes en la inflamacién pulpar. La elastasa es uno de ellos, enzima proteolitica
con actividad antibacteriana que rompe la elastina y los proteoglicanos de la matriz extracelular
facilitando el dafio del tejido (Amulic et al., 2012; Rechenberg, Galicia, et al., 2016). En pulpitis
reversible, aunque los neutréfilos no se observaron como una poblacién tan importante como lo
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fue la de las células de Schwann, si se puede reparar en la distribucién de los pequeiios granulos de
elastasa que se observan especialmente en la capa pulpar mas superficial, posiblemente con el fin
de destruir microorganismos invasores o sus subproductos (Fig.3, B). En estudios previos, esta
proteasa ha sido cuantificada demostrando diferencias significativas entre pulpas severamente
inflamadas y sanas (Cootauco et al., 1993; Nakanishi et al., 1995), sin embargo, la comparacion con
pulpitis reversible no ha sido estudiada. Vale la pena considerar esta enzima como un posible
biomarcador de inflamacién pulpar irreversible para investigaciones futuras (Rechenberg, Galicia,
et al., 2016).

También, en las imagenes de pulpitis irreversible obtenidas en este trabajo (C Fig. 3) se
observd un fenotipo de neutréfilos mas grande y de apariencia ovoidea o poligonal con
protrusiones. Esta morfologia sugiere su muerte celular por liberacién de trampas extracelulares de
neutrofilos (NET) o NETosis, lo que ha sido asociado a cuadros inflamatorios agudos en otros tejidos
humanos como en apendicitis o disenteria (Brinkmann et al., 2004). También en pulpa dental
inflamada se ha encontrado la presencia de NETs (Cooper et al., 2017) donde se encontré la misma
morfologia expandida y con protrusiones. Aunque su liberacion tiene como objetivo combatir la
presencia de bacterias, las histonas y otras moléculas liberadas al medio extracelular pueden ejercer
un efecto citotdxico y proinflamatorio. Estas trampas se han considerado un importante mecanismo
patogénico con efectos nocivos sobre el tejido pulpar, contribuyendo a su destruccién vy
posiblemente a la progresion de la enfermedad (Duncan & Cooper, 2020; Holder et al., 2019). Sin
embargo, mas estudios son necesarios para establecer si la activacion de neutréfilos en este
fenotipo de NETs es efectivamente un evento crucial en pulpitis irreversible tal como ha sido
propuesto.

Respecto a las células dendriticas, han sido descritas como la poblacion de células inmune
residentes mas numerosa en pulpa dental y predominantemente localizadas en la regidn
subodontoblastica y para odontoblastica (Couve et al., 2014; Jontell et al., 1998; Ohshima et al.,
1999). En este trabajo, también fueron observadas en la periferia pulpar, dentro de la zona
subodontoblastica y para-odontoblastica, extendiendo largos procesos en la capa odontoblastica y
ocasionalmente apareciendo algunas dendritas en la dentina (Fig. 4). Esta morfologia también ha
sido descrita por Couve et al., 2014; Couve & Schmachtenberg, 2018, aunque en sus reportes incluso
Ilegan a ser residentes en la dentina reaccionaria frente a lesiones de caries.

Estas eficientes células presentadoras de antigenos actian como centinelas. Se distribuyen
en las capas mas superficiales de la pulpa, aparentemente para estar alertas frente a la aparicién de
una posible amenaza (Couve et al., 2014; Farges et al., 2015). En este trabajo se observé un aumento
gradual de células dendriticas a medida que la inflamacidn se hacia irreversible, y durante todo el
avance de la enfermedad presentaron esta distribucién radial, en la zona sub y paraodontoblastica
proyectando sus dendritas hacia la dentina. Otros trabajos también han mencionado el aumento de
estas células a medida que se produce el avance de la lesion cariosa (Couve et al., 2014; Hahn &
Liewehr, 2007c), y en dientes sanos también aparecen como células inmunovigilantes de la periferia
pulpar (Eduardo Couve & Schmachtenberg, 2018).
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Llama la atencién la similitud de la morfologia entre las dendritas y prolongaciones
proyectadas hacia la dentina que surgen en la zona odontoblastica, tanto de las células de Schwann
como de las células dendriticas. Ambos tipos celulares envian sus prolongaciones hacia la dentina
tal como las fibras nerviosas lo hacen para responder frente a la noxa (Byers et al., 2003; Eduardo
Couve & Schmachtenberg, 2018; Fristad et al., 2010). Por un lado, recordando el papel de la célula
de Schwann como célula inmunocompetente y por otro, reconociendo la importancia de las
interacciones entre el sistema nervioso e inmune, que han demostrado modular respuestas
inflamatorias frente al dafo y la infeccién (Pinho-Ribeiro et al., 2017; Talbot et al., 2016) que
también parecerian manifestarse dentro del tejido pulpar.

De acuerdo a esto, la pulpa dental se comportaria como otros tejidos altamente inervados,
en los que el brote de las fibras nerviosas esta asociado con la respuesta inmune frente al dafio
causado por bacterias, activando el dolor neurogénico (Baral et al., 2019). Interacciones entre
nociceptores y células inmune han mostrado modulary coordinar respuestas inflamatorias frente a
dafio o infeccidn en el tejido (Patente et al., 2018), pero cémo ocurre el proceso y qué rol tienen los
actores de este escenario permanece sin ser completamente entendido.

Lo interesante de estas observaciones es que la interfase pulpodentinaria se presenta como
una verdadera barrera multicelular, en la que odontoblastos, fibras nerviosas, células gliales e
inmunes parecen distribuirse para detener el progreso de los patdgenos que avanzan desde la
dentina y asi mantener la viabilidad de la pulpa. La asociacion de la célula de Schwann con otras
células inmunes crea una nueva perspectiva para la comprensién del rol de las células gliales y su
activa participacién en procesos como la inflamacién pulpar.

A pesar de la alta prevalencia de pulpitis en la poblacién mundial, pocos estudios han
descrito su perfil inflamatorio e inmunolégico (Bruno et al., 2010; lzumi et al., 1995; Jontell et al.,
1998), tal vez debido a la dificultad que tiene estudiar la pulpa dental humana, encapsulada dentro
de capas de tejido densamente mineralizado.

Mejorar los métodos para determinar la condicion inflamatoria de la pulpa puede ser de
gran valor, especialmente cuando se realiza una pulpectomia en dientes que podrian haber
permanecido vitales. Un analisis detallado de biomarcadores de inflamacién pulpar que permita
diferenciar cuadros clinicos diferentes puede ser el inicio para el desarrollo de pruebas menos
invasivas que sirvan como examen complementario para el diagndstico pulpar. En una revisién
sistematica se encontraron diferencias significativas a nivel molecular entre pulpas sanas e
irreversiblemente inflamadas (Rechenberg, Galicia, et al., 2016), lo que es sin duda un comienzo.

El fluido dentinario es el liquido extracelular que se encuentra dentro de los tubulos
dentinarios y su composicion incluye mediadores inflamatorios. Su recoleccidn se puede realizar en
la clinica y podria ser una técnica menos invasiva como examen complementario para el diagndstico
(zehnder et al., 2014). El fluido gingival crevicular también contiene informacion relevante. Es un
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exudado del crévice gingival que incluye varios factores del huésped, incluidos anticuerpos,
antigenos bacterianos y citoquinas, pero la principal desventaja es que estos pueden indicar la salud
del periodonto y no sélo del tejido pulpar (Griffiths, 2003). De todas formas, clinicos e investigadores
han demostrado interés en lograr un mejor diagndstico clinico mediante pruebas innovadoras que
permitan a los pacientes tener experiencia mas comoda en el sillén.

Realizar el diagndstico de pulpitis reversible e irreversible con las herramientas disponibles
no es tarea facil y las opciones de tratamiento son limitadas debido a la comprension parcial del
proceso inflamatorio durante la enfermedad y la reparacion. El equilibrio entre ambos es
fundamental para preservar la anhelada vitalidad pulpar y con ello la sobrevida de los dientes
(Cooper et al., 2014; Duncan & Cooper, 2020). El mejoramiento de los tratamientos de endodoncia
hacia alternativas mas conservadoras requiere un entendimiento de la clinica combinado con la
comprension de la biologia e histologia de la pulpa dental (Lin et al., 2020; Ricucci et al., 2014, 2019).

Las respuestas neuroinmunes necesitan ser tomadas en consideracidn en el desarrollo de
nuevos enfoques para el tratamiento de la caries dental y la inflamacion pulpar. Para mejorar los
diagndsticos y terapias pulpares resulta clave conocer cémo se comporta este tejido durante la
salud, la enfermedad y la reparacidn para poder relacionarlo con la sintomatologia tan aguda que
presentan los pacientes.
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CONCLUSION

La pulpa dental es un tejido altamente inervado. La interacciéon entre fibras nerviosas y
células inmunes son un aspecto muy relevante para proteger el tejido frente al dafio por caries, sin
embargo, poco ha sido estudiado sobre la red glial que acompafia el proceso y su relacién con el
cuadro clinico inflamatorio producido por esta enfermedad. A pesar de la alta prevalencia de estas
condiciones, pocos estudios han descrito su perfil neuroinflamatorio o descrito la histopatologia

asociada.

Mediante imagenes obtenidas con inmunomarcaje y microscopia confocal de pulpas
humanas donadas con pulpitis reversible e irreversible, se determind que existen diferencias en
células de Schwann y otros componentes neuroinmunes para ambos diagndsticos. Se observd un
aumento del infiltrado de células inmune a medida que aumentd la inflamacidon y cambios
morfolégicos en los fenotipos de la célula de Schwann, macréfagos y neutréfilos para ambos
diagndsticos. Especialmente notable fue la arborizacién de la célula de Schwann junto a la
proximidad de macroéfagos fusiformes o elongados para pulpitis reversible. Mientras para pulpitis
irreversible destacé la marcada presencia de neutrdfilos y su muerte celular por liberacién de NETSs.
Estas diferencias observadas con anti-ELA, posiblemente permitan realizar el diagndstico diferencial

de ambos cuadros clinicos, aunque mas estudios son necesarios.

Caracterizar la red glial pulpar junto al infiltrado inflamatorio, contribuye a mejorar la
comprension de este complejo escenario multicelular. Esto no sélo podria facilitar el diagndstico,
sino considerar nuevas estrategias para el tratamiento de pulpitis y asi mantener la tan anhelada

viabilidad pulpar.
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ANEXO

Doble marcaje para células de Schwann (5100,
verde) y macréfagos (CD68, rojo) en dientes
diagnosticados con pulpitis reversible. Barra

de escala 100 pum.




Doble marcaje para células de Schwann
(s100, rojo) y MCP-1 o macrdéfagos (CD68,
verde) en dientes diagnosticados con

pulpitis irreversible. Barra de escala 50 um.
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50

Doble marcaje para células de Schwann
(s100, rojo) y neutrofilos (ELA, verde) en
dientes diagnosticados con  pulpitis
irreversible. Barra de escala: A 10 um, B -C

50 pm.
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