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Introduccién

La pulpa dentaria presenta caracteristicas anatomicas y funcionales que la
diferencian de otros tejidos conjuntivos del organismo ya que se encuentra en una
cavidad rigida e inextensible, carece de circulacion colateral y posee un aporte

nutritivo reducido a través del foramen apical. La pulpa dentaria madura recuerda
al tejido conectivo embrionario y alberga elementos titulares tales como nervios,
tejido vascular, fibras del tejido conectivo, sustancia fundamental, fluido intersticial,

odontoblastos, fibroblastos, células inmunocompetentes, y otros elementos

celulares.

Embriolégicamente la pulpa dentaria deriva de la cresta neural cefalica. Las

células que experimentan una migracion extensa descienden a ambos lados de la

cabeza hacia el maxilar y la mandibula y forman los gérmenes dentales.

Se cree que el control de la cronologia del desarrollo y la posicion del epitelio

y el mesénquima reside en la expresion secuencial de las moléculas de enlace
transmembrana celulares como moléculas de adhesion celular (CAM) y moléculas

de adhesion al sustrato (SAM).

Las moléculas de adhesiéon celular median la morfogénesis a través de la
proliferacion celular controlada, adherencia célula-célula especifica y la migracion.

Las células contienen proteinas de membrana Illamadas integrinas que son

receptores especificos para las moléculas de adhesién celular. La laminina es la

molécula de adhesién celular de las membranas basales.

Las moléculas de adhesion al sustrato median las interacciones célula-matriz
extracelular y las que han sido mejor estudiadas son las fibronectinas (familia de
glucoproteinas que se unen a la fibrina, coldgeno, sulfato de heparina, y superficies

celulares)?.

Durante la formaciéon de la pieza dentaria, los odontoblastos derivados del
mesénquima maduran, secretan una matriz extracelular (ECM) compuesta por

proteinas colagenas y no colagenas que al principio no son mineralizadas
constituyendo la predentina. Durante la formacién de dentina primaria esta

predentina cambia y comienza el proceso de mineralizacién para formar dentina®.

Durante el desarrollo del diente, numerosas citoquinas contribuyen al
crecimiento y a la diferenciacién de las células relacionadas con el tejido duro y la
formacion del tejido blando. Ademas, varias citoquinas estan presentes en la

dentina y tienen efectos profundos en la reparacion tisular después de una lesion

con la interaccién de células de la pulpa dental®.
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Ante la agresion, producida por una infeccidén por caries, la pulpa reacciona
formando dentina o inflamandose. La formaciéon de dentina reaccional o reparativa
ocurre después de una lesion sobre el diente, y la intensidad de la respuesta

depende de la severidad de lesion.

Las bacterias presentes en un proceso de caries, producen enzimas con

efectos perjudiciales para el huésped, por ejemplo, la Porphyromonas gingivalis
tiene el gen de la colagenasa, demostrado en estudios recientes, que fueron
aisladas de infecciones endodénticas®. Los productos del metabolismo bacteriano

destruyen esmalte y dentina y son capaces de producir una reaccion inflamatoria
pulpar. Cuando la dentina es invadida extensamente, la infeccibn bacteriana

también afecta a la pulpa. La pulpa puede responder: disminuyendo

permeabilidad dentinaria, formando dentina nueva o reaccionar con una respuesta

inflamatoria e inmune. En general se acepta que cuando la caries ha invadido la
dentina, en la pulpa ya comienzan a producirse algunos cambios, porque hay
difusiéon de irritantes solubles que estimulan a la pulpa. Estas sustancias que se

difunden hacia la pulpa pueden ser toxinas y enzimas bacterianas, antigenos,

guimiotoxinas, acidos organicos y productos de la destruccion tisular®.

Cuando se desarrolla el proceso inflamatorio, intervienen ademas de las

sustancias descriptas anteriormente, moléculas de adhesién, tales como la molécula
de CD44. El principal ligando de la molécula de CD44 es el acido hialurénico un
glicosaminoglicano no sulfatado que esta distribuido ubicuamente en los espacios

extracelulares & 7 8.

Se cree que durante el desarrollo dentario esta proteina trasmembranal

juega un importante rol en los eventos mediados por hialuronato y es probable que
como otros receptores transmembranales de la matriz extracelular, (por Ej.

Integrinas), CD44 tenga un rol especial en el control de diferenciacién celular®.

En el tejido pulpar, como respuesta al ataque bacteriano se produce un
infiltrado celular inflamatorio que principalmente esta formado por macréfagos,
linfocitos y células plasmaticas. Algunas de estas células son inmunocompetentes y

son capaces de responder a las sustancias antigénicas que llegan desde la caries®®.
El mecanismo especifico por el cual las células inmunocompetentes perpetian la
respuesta inmune es a través de la liberacion y la interacciéon de un grupo de

moléculas conocidas como citoquinas. Las citoquinas son factores solubles y son
mediadores moleculares que intervienen en las respuestas inmunes celulares.
Aunque las citoquinas son un grupo muy diverso de moléculas, la mayoria muestra
bastante similitud estructural y funcional. Su tamario varia entre 15 y 30 kiloDalton

de peso molecular**.
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El término citoquina no necesariamente se refiere a la totalidad de
moléculas mensajeras intercelulares. Una clase especifica de citoquinas son las
interleuquinas, un grupo de polipéptidos estructurales que han sido investigados
intensivamente en la Gltima década***3.

En la inflamaciéon pulpar hay degeneracion de las proteinas de la matriz, y
ésta requiere de la actividad de distintas endopeptidasas. Las enzimas proteoliticas
son indispensables para la degradacion de la matriz extracelular y pueden ser
subdivididas en tres clases sobre la base de su accidon sobre moléculas blanco:

e serino proteasa
e cisteina proteinasa
¢ metaloproteinasas de la matriz (MMP)** 1°

Las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) constituyen las principales
enzimas que degradan la matriz y han sido identificadas en muchos procesos que
involucran la remodelacion de los tejidos, la fuente principal de metaloproteinasas
de la matriz (MMPs) en los sitios de inflamacién son los leucocitos®™®.
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Desarrollo
Estado actual del conocimiento

Fisiologia pulpar

El tejido de la pulpa dentaria remeda al tejido conectivo embrionario y aloja
elementos titulares, células, fibras, nervios, vasos, sustancia fundamental y
fibroblastos. Mediante estudios embriolégicos se ha demostrado que la pulpa
dentaria deriva de la cresta neural cefdlica, cuyas células migran hacia la zona de la
mandibula y el maxilar formando los gérmenes dentales. La formacién de las piezas
dentarias comienza en la sexta semana de vida intrauterina. Se establece una
actividad proliferativa y la consecuente formacion de las laminas dentales
primarias, cada una de las cuales se dispone en una lamina vestibular y otra dental.

Numerosas investigaciones han determinado que el desarrollo embrionario
de un tejido se produce por la interaccion con un tejido adyacente.

En el desarrollo dental se producen interacciones epiteliales complejas que
han sido ampliamente estudiadas. Las interacciones célula-célula y célula-matriz
extracelular dirigen la diferenciacion de los ameloblastos y odontoblastos.

La pulpa dental esta divida histolégicamente en dos zonas bien definidas que
han sido denominadas una zona central y otra zona periférica®’.

En general la pulpa presenta homogeneidad en su combinacion de células,
sustancia intercelular, elementos fibrilares, vasos y nervios.

La zona periférica esta rodeada por la dentina calcificada. La célula presente
en esta zona es la empalizada de odontoblastos, hacia el centro, una zona
subodontoblastica, que estéa libre de células y es denominada zona basal de Weil.
Aqui se ramifican plexos capilares y fibras nerviosas pequefias. Mas hacia el centro
se encuentra una zona rica en células que forman parte del estroma pulpar. Esta
zona esta formada por fibroblastos, células no diferenciadas que pueden reemplazar
a los odontoblastos diferenciandose y proliferando®®*°.

- - . cn L - oY . — Lor

Foto N°1: Tejido pulpar normal.10X. G.Pisterna
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La zona pulpar central posee grandes vasos y nervios, fibroblastos, sustancia

fundamental y colageno.
Los fibroblastos presentes varian ampliamente en su grado

diferenciacion®®, sintetizan y secretan la mayor parte de los componentes
extracelulares como el colageno y la sustancia fundamental o matriz extracelular
que fue demostrado por Weinstock y Leblond?!, y también el fibroblasto no es solo

el principal productor de colageno, sino que también elimina el exceso o participa
en su recambio en el tejido pulpar por la resorcién de fibras de colageno®?. También
se encuentran macrofagos, que pueden eliminar bacterias y cuerpos extrafos,

células muertas y otros residuos®®. Estas células guardan relacién con la vigilancia

inmunitaria pulpar.

Los neutroéfilos no se hallan en pulpas normales, pero cuando hay lesién o
muerte, migran con rapidez hacia la zona afectada desde los vasos cercanos a la

injuria®®. Son las principales células de los microabscesos y muy eficientes en
fagocitar y destruir bacterias o células muertas. Mediante esta participacion, se

lesionan células sanas vecinas y puede generarse una inflamacion mas amplia.

La presencia de linfocitos y plasmocitos aparece ante la permanencia de
algun irritante ya que estas células se caracterizan por estar presentes en

reacciones inmunitarias.

Las células cebadas son muy comunes en pulpas inflamadas® 2°.

Estas

células liberan los granulos que contiene repletos de histamina y heparina hacia el
tejido adyacente ante un proceso inflamatorio. La histamina liberada en la zona
cercana a los vasos produce vasodilatacion, lo que aumenta la permeabilidad del

vaso y el liquido y asi los leucocitos pueden extravasarse.

Los odontoblastos son las principales células formadoras de dentina, cuyo

origen esta en las células mesenquimatosas periféricas de la papila dental, durante

el desarrollo dentario, y los odontoblastos se diferencian adquiriendo su forma y su
capacidad de sintetizar y secretar glucoproteinas. Las glucoproteinas forman la
matriz de la predentina, primero a nivel de la unién de esmalte y dentina mediante

la formacién de vesiculas de matriz.

La estructura dentinaria puede ser modificada mediante la produccién de
dentina peritubular. Es un recubrimiento hipermineralizado con poca matriz

organica en el interior del tubulo que va reduciendo su luz. Cuando el odontoblasto

es irritado, éste puede acelerar la formacion de dentina peritubular pudiendo llegar
a obliterar totalmente el tibulo en el que se encuentra haciendo que disminuya la

sensibilidad dentinaria.

En otras situaciones clinicas el odontoblasto irritado puede secretar
colageno, material amorfo o grandes cristales, hacia la luz del canaliculo, lo que

disminuye la permeabilidad dentinaria a los irritantes®’.

Las células dendriticas son células inmunocompetentes de los sistemas y de

la piel, linfoides y hemopoyéticas. También se llaman las células interdigitantes,
reticulares, y veladas. Funcionan morfoldgica y fenotipicamente procesando los
antigenos o presentandolos a las células T, de tal modo que estimulan la

inmunidad celular.
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La identificacibn de las células dendriticas pulpares (DCs) ha generado
actividades de investigaciéon que han llevado a un concepto de cémo un desafio
antigénico puede evocar una respuesta inflamatoria pulpar. Aunque las células

dendriticas pulpares no pueden identificar especificamente a los antigenos extrafios,
proporcionan sefiales necesarias para activar los linfocitos T, que alternadamente
orquestaran a otras células inmunocompetentes para desplegar la defensa inmune

local de la pulpa dental®®.

Elementos extracelulares de la pulpa dentaria
Fibras y sustancia fundamental o matriz extracelular

Fibras:

La mayoria de las fibras presentes en el tejido pulpar son fibras de

colageno,? que forman una estructura reticular laxa para sostener a los elementos

estructurales del tejido pulpar.

El colageno es sintetizado y secretado por los odontoblastos y los fibroblastos. El

colageno producido por los odontoblastos luego es mineralizado a diferencia del
producido por los fibroblastos, que no calcifica, también se diferencia por el

contenido de hidroxilisina®.

Sustancia fundamental:

Denominada actualmente matriz extracelular, constituye la mayor parte del
tejido pulpar y ocupa el espacio entre los elementos formados. Esta basicamente

constituida por proteinas, carbohidratos, y agua, combinaciones

glucosaminoglucanos tales como acido hialurénico, condroitin sulfato y otras

glucoproteinas® 32,

La matriz extracelular de la pulpa dental estd compuesta

primariamente por colageno tipo | y I11°°. Esta sustancia es hidréfila, o sea que
puede alojar una gran cantidad de agua. El agua no es libre como en otros tejidos,
sino que esta combinada formando un estado coloidal o de gel que favorece el paso
de metabolitos y residuos hidrosolubles a través del medio. La sustancia

fundamental puede liberar agua libre rapidamente en caso de lesion e

inflamacion®.

Las propiedades de la matriz extracelular son las que le confieren a cada tipo

de tejido conectivo sus caracteristicas funcionales. Por su resistencia a la traccion y
elasticidad, las fibras elasticas son la base de la funcion mecénica de sostén. Debido
a su consistencia y contenido hidrico, la matriz amorfa es el medio de transporte de

sustancias entre la sangre y las células de los tejidos, a la vez que amortigua y se

opone a las fuerzas de presion.

Las glucoproteinas adhesivas presentes en la sustancia fundamental, tales

como fibronectina y laminina, fijan las células a la matriz extracelular, actian sobre

la morfologia de las células al influir sobre la organizaciéon del citoesqueleto y
contribuyen a orientar a la célula migrante, tanto durante el desarrollo embrionario

como, por ejemplo, en los procesos de cicatrizacion®®.
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La sustancia fundamental rodea y da sustento a las estructuras y es el medio
por el cual los metabolitos y productos de desecho son transportados desde las
células hacia los vasos.

Los principales proteoglicanos en la sustancia fundamental de la pulpa son:

acido hialurénico, dermatéan sulfato y condroitin sulfato®®.
El hialuronano, es la sal sédica del acido hialurdnico, y asi se denomina a los
polisacéaridos. El acido hialurénico formado por unidades de acido D glucurénico y N
acetilglucosamina, es el glicosaminoglicano mas abundante del tejido conectivo, y
es de gran importancia para la formacién de agregados de proteoglucanos®’. Es
producido por la Hialuronato sintetasa (HAS) que esta localizada en la cara interna
de la membrana plasmatica, mientras que otros glicosaminoglicanos son
sintetizados en el citoplasma celular, mas concretamente en enzimas del aparato de
Golgi de la célula.

El acido hialurénico es una molécula de alto peso molecular (cerca de 2.000
kiloDalton)>®.

Durante la dentinogénesis, el condroitin sulfato es el principal proteoglicano,
sobre todo en la capa de odontoblastos y predentina, ya que participa de la
mineralizacién; al erupcionar el diente, aumenta el acido hialurénico y el dermatan
sulfato y disminuye el condroitin sulfato.

El hialuronato tiene una fuerte afinidad por el agua y controla el estado de
hidratacion. Es un componente importante de la sustancia fundamental en los
tejidos con un contenido elevado de fluido, como la gelatina de Wharton del cordén
umbilical. Es el mayor componente de las matrices extracelulares, interviene en la
regeneracion post inflamatoria con actividad especifica en la migracion de los
fibroblastos y la fibrogénesis y el receptor celular mejor conocido para el
hialuronato es el CD44%. También se sabe que los fibroblastos son los que
sintetizan principalmente hialuronato en respuesta a la estimulacion con citoquinas
tales como Interleuquina 1- B (IL - 1B) y Factor de Necrosis Tumoral o (TNF - a).

El contenido hidrico de la pulpa dental es muy elevado, aproximadamente
del 90%; asi pues, la sustancia fundamental forma un almohadillado que puede
proteger a los componentes celulares y vasculares de la pieza dentaria vital.

La degradacion de la sustancia fundamental se puede producir en ciertas
lesiones inflamatorias, caracterizadas por una concentracién aumentada de enzimas
lisosébmicas. Las enzimas proteoliticas, las hilauronidasas y las condroitin sulfatasas
de origen lisosomal y bacteriano, son ejemplo de enzimas hidroliticas capaces de
atacar a los componentes de la matriz extracelular. Las vias de la inflamacion y la
infeccion estan fuertemente influidas por el estado de polimerizacion de los
componentes de la sustancia fundamental®.

Cuando la pulpa envejece, esta sustancia fundamental se modifica®.
Estudios morfolégicos e histolégicos han mostrado que el volumen pulpar se reduce
con la edad y que este proceso esta acompafiado por fibrosis, calcificacion, atrofia
reticular, pérdida de celularidad y degeneracién odontoblastica®?.
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Elementos de soporte del tejido pulpar

El riego sanguineo de la pulpa ha sido descrito por varios investigadores***4,
Como la pulpa es un tejido pequefio, sus vasos no alcanzan un gran tamafio y por
el foramen apical ingresan una o mas arteriolas que se ramifica en arteriolas mas
pequefias 0 metaarteriolas, surgen anastomosis arteriovenosas Yy lechos
microcirculatorios®®.

Hay una densidad capilar mayor en la zona subodontoblastica®. Los
capilares desembocan en pequefias vénulas, que luego salen por el apice y se
comunican con vasos del ligamento periodontal o el hueso alveolar adyacente.

El sistema vascular en la pulpa dental juega un rol importante en el aporte
nutritivo; de oxigeno y remueve los productos de desecho metabdlico. Los
elementos celulares de los vasos sanguineos tales como las células endoteliales,
pericitos y células asociadas contribuyen a la homeostasis junto con los nervios®*’.

La presencia de linfaticos es discutida, pero algunos autores afirman que se
hallan presentes en el tejido pulpar?.

Los nervios también ingresan por el foramen apical, algunos mielinizados y
otros desmielinizados, que son la mayoria y se ha demostrado que éstos reducen el
flujo sanguineo pulpar cuando son estimulados®® > %,

Los nervios pulpares juegan un rol critico en la regulacién del flujo
sanguineo, en el fluido del flujo dentinario y la presién®* 3. También hay evidencia
de regulacién neuronal de fibroblastos pulpares, inflamacién e inmunidad >" % 53,
Ademas, la inervacién pulpar participa de la homeostasis de la misma. La invasion
de células inmunes e inflamatorias en el sitio de injuria de la pulpa esta estimulada
por nervios sensitivos®®.

Las fibras nerviosas pulpares contribuyen en la angiogénesis, extravasacion
de células inmunes y regulan la inflamacién para minimizar el dafio inicial,
manteniendo al tejido pulpar y consolidan los mecanismos de defensa pulpares®’.

E. J. E. R. \\ Electronic Journal of Endodontics Rosario // Afio 05 // Volumen 02 // Sep. 2006.

www.endojournal.com.ar




Pisterna, Gabriela Viviana 12
Estudios de la incidencia de los mecanismos de adhesion celular en los procesos inflamatorios de la pulpa.

El proceso inflamatorio

La inflamacién es un proceso tisular formado por una serie de eventos

moleculares, celulares y vasculares, con el objeto de defender al organismo frente a
agresiones quimicas, fisicas o biolégicas a los cuales estamos expuestos
permanentemente. Los aspectos basicos que se destacan en el proceso inflamatorio
son en primer lugar, la focalizacion de la respuesta, que tiende a circunscribir la
zona de lucha contra el agente agresor. En segundo lugar, la respuesta inflamatoria
es inmediata, y por lo tanto, preponderantemente inespecifica, aunque puede
favorecer el desarrollo posterior de una respuesta especifica. En tercer lugar, el
foco inflamatorio atrae a las células inmunes de los tejidos cercanos. Las
alteraciones vasculares van a permitir, ademas, la llegada desde la sangre de
moléculas inmunes®® >°,
En el sitio de la injuria se produce calor y rubor como consecuencia de las
alteraciones vasculares que determinan una acumulacion sanguinea en el foco.
También se produce tumor por el edema y el acumulo de células inmunes, y el
dolor es producido por la actuacibn de determinados mediadores sobre las
terminaciones nerviosas del dolor. Clasicamente se denomind a estos cuatro signos
de la inflamacién como Signos de Celso.

Fases de la inflamacion:
De forma tedrica se puede dividir a la inflamacion en cinco etapas:

Liberacion de mediadores, que son moléculas, en su mayor parte son liberadas
o sintetizadas por el mastocito bajo la actuacion de determinados estimulos.

Efecto de los mediadores. Una vez liberadas, estas moléculas producen
alteraciones vasculares y efectos quimiotacticos que favorecen la llegada de
moléculas y células inmunes al foco inflamatorio.

Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio. Proceden en su
mayor parte de la sangre, pero también de las zonas circundantes al foco.

Regulacion del proceso inflamatorio. Como la mayor parte de las respuestas
inmunes, el fendmeno inflamatorio también integra una serie de mecanismos
inhibidores tendientes a finalizar o equilibrar el proceso.

Reparacion. Fase constituida por fendbmenos que van a determinar la reparacion
total o parcial de los tejidos dafados por el agente agresor o por la propia
respuesta inflamatoria.
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Liberacion de mediadores de la inflamacion

La fuente principal de liberacion de mediadores de la inflamacion es el
mastocito. Esta es una célula inmune inespecifica que procede de la médula Gsea.
El mastocito contiene en el citoplasma granulos con mediadores de la inflamacion
preformados. La liberacion de mediadores ocurre por distintas causas, pero quizas
la mas frecuente sea la lesién directa de la célula por le agente agresivo. Cuando la
inflamacién progresa, se acumulan en el foco suficientes factores activados del
complemento, tales como los factores C3a y el C5a que actuando sobre receptores
de membrana, inducen la activaciéon del mastocito y la consiguiente liberacion de
mediadores. Otro mecanismo de activacion se desarrolla mediante la
Inmunoglobulina E que es captada en la membrana del mastocito, ya que éste
presenta receptores para la porcion Fc de esta inmunoglobulina (FceR). El antigeno
activa al mastocito cuando conecta especificamente con dos Inmunoglobulinas E
contiguas sobre la membrana®®®.

Los mecanismos bioquimicos que subyacen a este proceso no son aun bien
conocidos. Parece que el proceso se inicia en la membrana con activacion de
adenilciclasa y de fosfolipasa A2. La adenilciclasa determina un incremento inicial
de la concentraciéon intracitoplasmatica de adenosinmonofosfato ciclico (cAMP),
mientras que la fosfolipasa A2 ataca a los lipidos de membrana produciendo acido
araquidoénico® . También aumenta la permeabilidad de membrana al Calcio, con lo
que se incrementa la concentracion de este i6n en el citoplasma y la liberacién de
mediadores al espacio extracelular. Estos mediadores, que se encontraban
preformados en los granulos, son principalmente histamina, enzimas proteoliticas,
el factor quimiotactico del eosinéfilo, factor quimiotactico del neutréfilo y heparina®

El acido araquidonico formado puede seguir dos vias metabodlicas, la de la
enzima ciclo-oxigenasa que determina la producciéon de prostaglandinas (PG) y
tromboxanos y la de la lipo-oxigenasa que conduce a la formaciéon de leucotrienos
(LT). Todas estas sustancias de caracter lipidico, sintetizadas de novo por el
mastocito, son un segundo grupo importante de mediadores de la inflamacién.

El basdfilo es una célula preponderantemente sanguinea, que acude a los
tejidos durante el proceso inflamatorio y supone un refuerzo en la liberacion de
mediadores ya que se activa por los mismos mecanismos que el mastocito y libera
mediadores equivalentes a los de esta célula®.
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Efectos de los mediadores

Mediadores preformados

La Histamina es un mediador ampliamente distribuido por el organismo
aunque se detecta principalmente en el mastocito y baséfilo. Actia sobre los
receptores H1 (histamina 1) de los vasos produce vasodilatacion e incremento de la
permeabilidad. Cuando la histamina actia sobre receptores H2 (histamina 2)
produce efectos inhibidores o reguladores de la inflamacién®®.

De las distintas enzimas proteoliticas liberadas por el mastocito, la mas
interesante es la kininogenasa que actla sobre las proteinas procedentes de la
sangre y denominadas kinindgenos, produciendo su ruptura en péptidos mas
pequefios denominados kininas. Las kininas inducen vasodilatacion, aumento de la
permeabilidad vascular y estimulan las terminaciones nerviosas del dolor®®.

Los factores quimiotacticos como el ECF-A. atrae eosindfilos al foco
inflamatorio, induciendo simultdneamente la activacion de estas células. El NCF es
una proteina con capacidad de atraer y activar al neutrofilo®”.

La heparina al inhibir la coagulacion, favorece la llegada al foco inflamatorio desde
la sangre de moléculas y células. Es, ademas, un factor regulador.
Mediadores sintetizados de novo

La prostaglandina PGE2 es la mas importante en el proceso inflamatorio.
Produce vasodilatacion y dolor. En coordinacién con el factor C5a del complemento
y LTB4 aumenta la permeabilidad vascular.
LTB4. Es un factor quimiotactico para eosindfilos, neutréfilos, mastocitos y
macroéfagos.

Factor activador de plaquetas (PAF: Platelets Activating Factor). Este factor
tiene varias propiedades. Activa las plaquetas determinando su agregacion, con la
liberacion de mediadores por parte de estos cuerpos e inicio de los procesos de
coagulacion. Produce ademas, vasodilatacion y aumento de la permeabilidad
vascular. Por otra parte, es un potente factor quimiotactico y activador de
neutrofilos®e.

Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio

Los mediadores de la inflamacion van a producir basicamente dos efectos.
En una primera fase inicial, alteraciones vasculares que facilitan el traspaso de
moléculas desde la sangre al foco inflamatorio, asi como la produccidon de edema.
En una segunda fase, mas tardia, las propias alteraciones vasculares, asi también
como la liberacion en el foco de factores quimiotacticos, determinan la llegada de
células inmunes procedentes de la sangre y de los tejidos circundantes®®.
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Fase inicial del proceso inflamatorio en general. Llegada de moléculas

1. Inmunoglobulinas. Los anticuerpos se unen y bloquean a la bacteria y sus
toxinas. La Inmunoglobulina M e Inmunoglobulina G activan el complemento por
la via clasica. La Inmunoglobulina G, a su vez, se une a los receptores por la
porcion Fc (FcR) que presentan los fagocitos en su membrana, potenciando la
fagocitosis’®.

2. Factores del complemento. Ademas de la activaciéon de la via clasica indicada
anteriormente, el complemento se puede activar por la via alternativa, por
productos liberados directamente por la bacteria o elemento agresor. Cuando el
complemento, siguiendo una u otra via, alcanza la via comun produce la lisis del
germen o la célula extrafia inductora de la inflamacién. Los factores C3a y Cba,
actuando sobre receptores de membrana, activan al mastocito y basdfilo
induciendo la liberacion de mediadores y amplificando, de esta forma, el
fenédmeno inflamatorio. El C5a es un potente factor quimiotactico, mientras que
el C3b, uniéndose a receptores de membrana de los fagocitos, potencia la
fagocitosis’*.

3. Kininégenos. Sobre estas moléculas actian las kininogenasas liberadas por el
mastocito y basdéfilo dando lugar a las quininas.

4. Proteinas de la fase aguda. Se destacan entre ellas, a la proteina C Reactiva
(PCR) que tiene la capacidad de fijar determinados gérmenes y de activar el
complemento por la via clasica (9).

5. Factores de la coagulacion.

Fase tardia. Llegada de células

El Basodfilo contribuye, junto con el mastocito, a la liberacion de mediadores.

El Neutrofilo es una de las primeras células en llegar al foco inflamatorio.
Elimina la bacteria mediante fagocitosis o liberando factores toxicos que contiene
en sus granulos citoplasmaticos y produciéndole, asi, una muerte extracelular

El Monocito/Macréfago procedente de la sangre y de los tejidos cercanos,
llegan al foco mas tardiamente. El monocito, en los tejidos, se diferencia en
macrofago. Esta célula presenta idénticas funciones a las sefialadas para el
neutrofilo. Actia ademdas, como célula presentadora del antigeno a las células
especificas linfocitos T y B, iniciando, de esta forma, la respuesta especifica’.

El macréfago sintetiza un péptido inespecifico, la Interleuquina 1 (IL - 1),
que es una auténtica hormona del Sistema Inmune, ya que pasando a la sangre
produce efectos sobre distintas partes del organismo. Determina la apariciéon de
fiebre, probablemente induciendo la sintesis de Prostaglandina E en las células
endoteliales que revisten los vasos sanguineos del hipotalamo; a su vez la
Prostaglandina E actla sobre el centro termorregulador. Sobre la médula 6sea
favorece la produccion y liberacion de neutréfilos, con la consiguiente neutrofilia.

A nivel local, la Interleuquina 1(IL - 1) activa la proliferacion y diferenciacion
de las células T y B contribuyendo, asi a la respuesta especifica. También activa la
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proliferacion de fibroblastos y produccién de colageno, fenédmenos incluidos en la
fase de reparacioén de la inflamacion

Los Linfocitos T y B potenciados por el macrdfago inician la respuesta
especifica. Las células B procedentes de los tejidos linfoides asociados a tejidos o
mucosas sintetizan Inmunoglobulina E, que unidas al mastocito o baséfilo pueden
potenciar la inflamacioén. Por otra parte, las células T comienzan a producir
linfoquinas que prolongan la inflamacién en una respuesta inmune mas elaborada’.

El Eosindfilo, es abundante en las infecciones parasitarias, parece ademas
tener una funcion reguladora en la inflamacion.

Reparacion

Cuando las causas de la agresion han desaparecido o han sido eliminadas
por la propia respuesta inflamatoria, se inician los procesos de reparacion. Estos
procesos integran la llegada a la zona de fibroblastos que van a proliferar y
sintetizar colageno, proliferacion de células epiteliales y proliferacion de vasos
dentro de la herida’.

La reaccién de la pulpa frente los irritantes

El proceso inflamatorio que ocurre en el tejido pulpar es extremadamente
complejo. Los cambios inflamatorios en la pulpa dental estan acomparfiados por una
amplia variedad de mediadores quimicos, vasodilatacién, aumento de Ila
permeabilidad vascular y extravasacion leucocitaria que son mediadas por muchos
mediadores enddgenos (quininas, prostaglandinas y neuropéptidos).

En la matriz dentinaria se han detectado varios factores de crecimiento tales
como VEGF (Factor Vascular Endotelial de Crecimiento), PDGF (Factor de
Crecimiento Derivado de las Plaquetas), EGF (Factor de Crecimiento Epidérmico), y
FGF-2 (Factor de Crecimiento de Fibroblasto). Estos mediadores se hallan presentes
en la dentina luego de una injuria como estimulos mecanicos, quimicos o por caries
y es probable que desempefien un papel importante en las respuestas inflamatorias
y cicatrizacion del tejido pulpar dafiado.

El Factor Vascular Endotelial de Crecimiento (VEGF) es conocido como un
factor promotor de la angiogénesis, al igual que FGF-2. Un estudio reciente
demostré que IL - 1o y TNFa aumentan la expresion del gen de VEGF en células de
la pulpa dental y fue sugerido que la citoquina pro inflamatoria inducida VEGF
contribuye parcialmente a la destruccion de tejido pulpar y periapical .

FGF-2 y VEGF se pueden asociar por separado a la reparacion tisular y a la
progresion de la inflamaciéon a pesar del hecho de que ambas citoquinas promueven
la angiogénesis con la proliferaciéon y migracion de células endoteliales.

Durante el proceso inflamatorio en la pulpa se produce degeneracion de las
proteinas de la matriz, y ésta requiere de la actividad de distintas endopeptidasas,
enzimas proteoliticas que son indispensables para la degradacion de la matriz
extracelular, cuyo principal componente es el hialuronato.
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Autores como O'Boskey y Panagakos propusieron que las citoquinas
estimulan la produccién de niveles elevados de metalproteinasas de la matriz MMP-
2 y metalproteinasas de la matriz MMP-9 por células de la pulpa humana en cultivos
celulares y que esas metalproteinasas de la matriz (MMPs) juegan un rol
importante en la inflamacién pulpar’®.

Otros autores como Tjaderhane vy colaboradores sugirieron que muchas
metalproteinasas de la matriz (MMPs) son activadas por acidos bacterianos y que
tienen un rol clave en la destruccion de dentina por caries’’.

A nivel celular, las células linfocitos T son la poblacién celular predominante en
pulpa dental inflamada’® "° Generalmente, en lesiones inflamatorias las células T
expresan marcador activado de memoria (CD45 RO™ /CD29™) en contraste con su
marcador normal CD45RA* / CD29™ %,

El movimiento de células T activadas desde los nddulos linfaticos al sitio efector
esta regulado por quimioquinas y moléculas de adhesion®. Los linfocitos T se
pueden desarrollar a células maduras que expresan marcadores de superficie por
cluster de diferenciacion (CD) que tienen diferentes funciones. El rol de estas
moléculas marcadoras de superficie es importante en el reconocimiento de
antigenos y citoquinas. Las células T Helper o ayudadoras son clasificadas en Thl y
Th2 segun la producciéon de citoquinas. Las células T Helper Thl produce Interferén
IFN-y cuya funcién es activar a los macréfagos y Las células T Helper Th2 produce
la citoquina IL-4 que es inductor de produccion de Inmunoglobulina E por parte de
las células B®.

La presencia de macréfagos, células dendriticas y Linfocitos T indican que la
pulpa dental esta lista para reaccionar a la invasion bacteriana y otros irritantes.

Las células dendriticas son células inmunocompetentes que funcionan
morfolégica y fenotipicamente procesando los antigenos o presentandolos a las
células T, de tal modo que estimulan la inmunidad celular.

Algunos estudios sugieren que las células T son las responsables de la
regulacion de los cambios inmunolégicos pulpares bajo la lesion de caries®.

La inflamacién y la reparacién son fendmenos interdependientes. No deben
considerarse como procesos separados, sino como las fases exudativa (aguda) y
proliferativa (crénica) de un mismo proceso: la inflamacion. Entre la dindmica de la
inflamacién pulpar y la periapical existe una variacién de entorno.

Las células que predominan en la fase aguda son los leucocitos
polimorfonucleares (neutrofilos), mientras que en la crénica se caracteriza por la
presencia de macréfagos, linfocitos, células plasmaticas, fibroblastos, angioblastos
y fibras®*.
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Tabla 1. Diferencias entre inflamacién aguda y crénica

., . Tipos de Células Mediadores
Inflamacién | Estimulos L, . Dolor ..
reaccion principales quimicos
Aminas, Cininas
Leucocitos Complemento
Aguda Pasajeros Exudativa (+) Derivados del AA
PMN ;
(Prostaglandinas,
leucotrienos)
Macroéfagos - .
Linfocit?)s o Anticuerpos
s . . . . —+ . .
Cronica Persistentes | Proliferativa , (_ ) Enzimas liso
Células si es . .
. Linfocinas
plasmaticas subaguda

Modificada con permiso del Dr. Mahmoud Torabinejad.

En Tratamiento Endodéncico. Weine F. 5° Ed. Harcourt Brace. 1997. Cap 3. Pagl131l
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CD44

La molécula de CD44 (Cluster de Diferenciacion 44) es una molécula de
adhesion ampliamente expresada que pesa aproximadamente de 80 a 250
kiloDalton®®. Fue denominada CD44 por el Third International Workshop and
Conference on leukocyte differentiation antigen en 1994%. Esta molécula habia sido
denominada PgpD-1(phagocytic glycoprotein-1), Ly-24, ECMIII, gp90Y ™ ECMRIII
(extracellular matrix receptor type 111), H-CAM y el receptor hialuronato®” 8. Esta
multiplicidad de terminologia deriva del hecho de que estas proteinas habian sido
estudiadas independientemente por diversos laboratorios en contextos funcionales
distintos, tales como linfocitos target, adhesién celular, activaciéon leucocitaria y
migracioén celular. El uso de anticuerpos monoclonales y de la tecnologia ordené el
reconocimiento de que estas proteinas eran de hecho idénticas a CD44 8% 9. 91. 92,93

La forma estandar y predominante del CD44 es la CD44H (hematopoyética),
la cual esta construida con un dominio extracelular distal que es la regiéon
primariamente responsable de unién al hialuronato®.

La conexién entre el receptor de hialuronato y CD44 fue sugerida
inicialmente por estudios de Goldstein y colaboradores, Stamenkovic vy
colaboradores® °. Estos investigadores informaron independientemente que el
dominio extracelular de CD44 es homologo a la region de unidn de hialuronato de la
proteina que une cartilago. Estos hallazgos sugieren que CD44 puede ser capaz de
unir Hialuronato. Varios acontecimientos proinflamatorios podrian estar regulados
por CD44 bajo la interaccién con HA (hialuronato)®’.

Otro estudio confirmé que el receptor de Hialuronato es idéntico a CDA44,
primero, porque ambas proteinas tienen el mismo patrén de distribucién, estan
presentes en los mismos tipos celulares, macréfagos, células epiteliales, segundo,
el receptor de Hialuronato es similar a CD44 con respecto al peso molecular, punto
isoeléctrico, presencia de grupos fosfatos y comportamiento en cromatografia
molecular, tercero, un ndmero de anticuerpos monoclonales dirigidos a CD44
reaccionaron cruzados con receptores de Hialuronato de células humanas y
ratones®®.

Algunas de las moléculas que se expresan en la membrana celular permiten
la adhesion reversible y selectiva con diversos elementos celulares entre si y de
estos con los componentes de la matriz extracelular. A las moléculas que participan
en estas funciones de interaccién se las denomina moléculas de adhesién y tienen
un papel muy importante no solo en la fisiologia de las células inmunes sino
también son las responsables de la interaccibn que se establece en procesos
patologicos®®.

El fendmeno de adhesion celular estd involucrado en distintos mecanismos:
en el desarrollo celular, en la diferenciacion de células en la respuesta inmune
(transplante), en el reclutamiento de linfocitos de una reaccién inflamatoria, en
cancer, en la reparaciéon de lesiones. Para que el mecanismo de adhesioén se lleve a
cabo deberan estar presentes distintas células, como plaquetas, leucocitos, células
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endoteliales, en los cuales el mecanismo de adhesidn es bien conocido, aunque en
los glébulos rojos, todavia hay mucho por dilucidar.

Las moléculas de superficie involucradas en la adhesion pueden pertenecer a
alguna de las seis familias siguientes:
Familia de las selectinas
Familia de las integrinas
Superfamilia de las inmunoglobulinas (IGSF: Immunoglobulin superfamily)
Metalproteinasas de la matriz (MMPs: Matriz metalproteinasas)
Cadherinas
Moléculas de CD44. Figl

LR 2R 2 2 2 2

La familia de CD44 en seres humanos deriva de un gen localizado en el brazo corto
del cromosoma 11 (locus11p13). Con empalmes alternativos del ARN
nuevamente sintetizado, este gen puede dar lugar a cinco isoformas diferentes de
CD44'!, Una de estas isoformas (CD44Tr) carece de un dominio citoplasmico,
mientras que las otras contienen secciones de tamafios variados en el dominio
medio de la molécula. Las dos isoformas mas importantes son CD44H
(hematopoyética), que se asocia a las células mesenquimatosas (por Ej. los
leucocitos y células hematopoyéticas), y CD44E (R1l), que esta asociada

activamente a la division de las células epiteliales (por Ej. queratinocitos)©% 103 104.
105

Crominio
extracelular

Fegidn de la
Memarana
proximal

Exornes
variartes

Sitio de exones
v ari antes

Cominio
transmembranal

Cominio
citoplasmético

@ Fosforil aci dn
@ Otras modifizaciones postraduccion glicosilacidn, sulf atacidn

D—D Hialuronato

Fig.1 de Jane Bradbury. The Lancet, Volume 359, Number 9322
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Estas dos isoformas se diferencian porque CD44H puede ligar a Hialuronato
y mediar al linfocito hacia el blanco, mientras que CD44E no puede realizar ninguna
de estas funciones®®®'%” (Tabla 2).

La expresion de la mayoria de las isoformas variantes que se han descrito,
estan altamente restringidas en tejidos normales, y algunas de ellas solo han sido
encontradas en células malignas y lineas celulares derivadas de tumores®.

Todas las isoformas de CD44 estan altamente glicosiladas, conteniendo
cadenas N y O ligadas del carbohidrato'®® % 1! | as variaciones en el grado de
glicosilacion dan lugar a formas moleculares multiples de CD44. En el caso de la
isoforma CD44H, la masa molecular se extiende desde 80 a 100 kDa, mientras que
para la isoforma CD44E este valor es a partir de 100 a 160 kDa.

Tabla 2. Caracteristicas de las diferentes isoformas de CD44

Isoforma> o ) . )
dad Caracteristica estructural Localizacion relativa
Cantida
; Células hematopoyéticas,
i leucocitos, y otras células
Mayor proteina central es 37kDa L
mesodérmicas
CD44TR? . . . Hematopoyéticas y otras
Carece de dominio Citoplasmatico i
Menor lineas celulares
CD44E (R1)** 132 aminoAcidos insertos o )
. i Epitelio y otras células
Mayor en el dominio medio
CD44E (R2)"® 69 aminoacidos insertos Epitelio, granulocitos y
Menor en el dominio medio células mononucleares
CD44M’ 162 aminoacidos insertos Células de tumor maligno
Desconocido en el dominio medio de ratas

*Las isoformas son identificadas usando la nomenclatura propuesta por Haynes y

col. (1991).
Referencias:
! Goldstein y col. (1989)

2 Stamenkovic y col. (1991)
3, Goldstein y Butcher (1990)

4. Picker y col, (1989)

°, Dougherty y col, (1991)
®, Cooper y col, (1992)

’, Gunthert y col, (1991)

Ademas, el condroitin y heparan sulfato se pueden ligar a CD44,

aumentando aparentemente su masa molecular evidente a la gama 180-200 kDa*°.
Estudios bioquimicos del receptor CD44 han

glicoproteina eliptica que esta fosforilada y tiene una alta carga negativa

revelado que es una
112, 113
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El acido hialurénico es un glicosaminoglicano de elevado peso molecular,
componente ubicuo del desarrollo de la matriz extracelular (ECM)** que esta
integrado por la repeticion de unidades de [glucuronic acid p-1-3N-
acetylglucosamine  1-4].

Segun algunos autores, el hialuronato es el mayor componente de la matriz
extracelular, y esta naturalmente presente en cartilago y fluido sinovial**®>. Algunos
de los efectos celulares y de matriz del hialuronato se establecen por medio de la
via de interaccién con diferentes proteinas receptoras como las hialadherinas ¢ "
18 Un miembro de este grupo es el receptor de superficie celular CD44'° que es
una molécula de funcionamientos multiples de la adherencia y se ha demostrado
que participa en funciones diversas incluyendo la maduraciéon del linfocito,
autoguiado hacia el blanco y la activacion, hematopoyesis, embriogénesis,
apoptosis asi como la adherencia primaria durante la migracion del leucocito a los
sitios de la inflamacion*?® 121 122,

La molécula CD44 se expresa en diversas células del organismo, tales como

leucocitos y células parenquimatosas, incluyendo células endoteliales, epiteliales y
células del musculo liso. Interacciona con &cido hialurénico, colageno, laminina y
fibronectina y existen datos que indican un papel importante en la migracién de
leucocitos del torrente sanguineo hacia sitios de inflamacion*?®. Observaciones
realizadas sugirieron que isoformas de CD44 estan involucradas en una amplia
variedad de eventos celulares mediados por hialuronato, como la migracion
proliferacion y diferenciacién, los cuales tienen un importante rol en la
morfogénesis™®* 125 126 E| hjaluronato esta presente particularmente en matrices
extracelulares alrededor de células migrando y proliferando durante el desarrollo
embrionario, reparacion tisular, inflamacién y tumorogénesis*?’.
CD44 activa a una variedad de células parenquimatosas como células endoteliales,
células musculares lisas, fibroblastos y células epiteliales por estimulacion de la
proliferacion y migraciéon celular ambos de los cuales estan asociados con la
remodelacion tisular*?® 29,

Tanto funcional como fisicamente, la molécula CD44 se puede dividir en tres
dominios importantes; el dominio citoplasmico, que media la interaccién con el
citoesqueleto; el dominio medio, que es responsable de guiar al linfocito hacia el
blanco; y el dominio del amino-terminal, que liga hialuronato(HA).

La comparacion entre diversas especies ha revelado que la secuencia del
dominio amino-terminal y citoplasmico estan altamente conservados, mientras que
el dominio medio ha experimentado un indice mas alto de cambio evolutivo™*°.

El dominio extracelular de esta proteina de membrana integral esta
variablemente enrollada, pero su parte distal siempre contiene un dominio que liga
hialuronato™3*.

El CD44 interviene en numerosos procesos: diferenciacion de antigenos
durante la linfopoyesis; molécula de adhesién para las interacciones celulares
linfocito-endotelio; remodelacion de la matriz extracelular durante el desarrollo
embriolégico; como marcador potencial de malignidad y metastasis. Esta
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versatilidad en funciones resulta de la expresion del CD44, glucoproteina
polimérfica, cuyas isoformas difieren en la secuencia de aminoacidos y composicion
de carbohidratos. Las mudltiples isoformas de CD44 forman parte de células con
diferentes funciones, que operan en la vida fetal y adulta, en células normales y
malignas, en el sistema inmune y otros tejidos.

Dos regiones (aminoacidos 21-45 y aminoacidos 144-167) del dominio extra-

celular del CD44 contiene los clusters de residuos basicos conservados y han sido
implicados en la unién de HA (hialuronato). El dominio de unién al HA localizado en
la regién N-terminal del CD44 esta presente en todas las isoformas®*? **3. La regién
de la membrana proximal del CD44 estd menos bien conservada y contiene el sitio
de insercién los dominios de exones variantes. El exon es la regién de un gen que
contiene la informacién para producir la proteina del gen. Cada exon codifica una
porcién especifica de la proteina completa. La terminal-C, dominio transmembranal
y citoplasmatico estan altamente conservados, y el dominio citoplasméatico contiene
numerosos sitios de fosforilacién que parecen regular la interacciéon de CD44 con el
citoesqueleto.
Los mecanismos moleculares que estan bajo la induccion de CD44 mediado por
ligar hialuronato incluye: aumento de expresion; glicosilacion variable;
fosforilacion; inclusién de exones variantes y sulfataciéon del receptor™* 3° 136, |a
sulfatacion podria ser un mecanismo por el cual es regulado el paso inicial del
leucocito en la extravasacion.

El rol para CD44 en la activacion de macré6fagos ha sido bien establecido, y
estudios en curso involucran al CD44 en el reclutamiento de macréfagos™’.
Mediadores proinflamatorios como la Interleuquina-1o también regula la expresiéon
de CD44 en células endoteliales’*®. Numerosos eventos proinflamatorios podrian
estar regulados por CD44 bajo la interaccion con hialuronato®°. CD44 se ha
mostrado unido no solo a hialuronato, también al colageno, fibronectina vy
osteopontina®®.

Ha sido demostrado que fragmentos de hialuronato inducen a mediadores
proinflamatorios in vitro, incluyendo citoquinas IL - 18 y TNF - o***, miembros de
las familias de quimiocinas CXC y CC '*? 143 metalproteinasas de la matriz
(MMPs)** y inducible oxido nitrico sintetasa (iNOS)**°.

Los niveles altos de Acido Hialurénico se encuentran en los sitios de
inflamaciéon, no solamente como alto peso molecular nativo de hialuronato (HMW-
HA), sino también como los fragmentos de bajo peso molecular (LMW-HA) que se
pueden generar de hialuronato nativo por las enzimas degradantes, o que pueden
resultar de la sintesis de novo'® '*’. Entre los sitios de inflamacion ocurre la
acumulacion de formas de bajo peso molecular de hialuronato. La actividad
biolégica de bajo peso molecular de hialuronato es diferente de las formas de
elevado peso molecular de hialuronato. Mas notablemente, el hialuronato de bajo
peso molecular tiene multiples efectos proinflamatorios que no se observan en el
hialuronato de elevado peso molecular. De hecho el hialuronato de elevado peso
puede bloquear los efectos proinflamatorios de los de bajo peso molecular*®.
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El hialuronato de bajo peso molecular presente en el tejido inflamado,
también se encuentra en las inmediaciones del tejido tumoral. Autores como
Yasuda, Nakano y otros sugieren que el hialuronato de elevado peso molecular
inhibe funciones celulares, mientras que fragmentos de bajo peso molecular tienen
efectos estimulantes, incluyendo produccion de citoquinas de fibroblastos
sinoviales y angiogénesis™*® %,

Durante el proceso inflamatorio, la expresion de CD44 esta sobreregulada en
células hematopoyéticas y parenquimatosas®>' 12,
El movimiento hacia la zona blanco de linfocitos puede requerir una interaccion
entre CD44 y otras moléculas de la adhesion en las superficies de linfocitos que
preste especificidad a la interaccion®®3.

La expresion de hialuronato en las células de la microvasculatura endotelial
esta inducida por factor de necrosis tumoral (TNF) e Interleuquina 1 (IL-1). La
expresion de hialuronato endotelial resulta en interacciones aumentadas CD44-
adhesion dependiente. De este modo, la produccion local de citoquina en el
interior del lecho vascular inflamado aumenta la expresidon de hialuronato sobre las
células endoteliales y por esa razon posibilita las interacciones CD44-hialuronato y
consecuentemente la extravasacion de células inflamatorias.
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Objetivo:

Determinar la presencia de CD44 en tejido pulpar inflamado en procesos
clinicamente presentados como asintomaticos y sintomaticos

Objetivos particulares:

Determinar el nivel de CD44 relacionado con la gravedad de la enfermedad pulpar
Comparar el tejido inflamado con tejido pulpar de dientes sanos

Comparar cuantitativamente los niveles de expresion entre los procesos
asintomaticos y sintomaticos

Comparar con resultados de pulpas sanas

Articular los resultados obtenidos al diagndstico clinico
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Hipotesis:

Altos niveles de CD44 podria ser indicativo de magnitud de la agresion y
complejidad de la respuesta inflamatoria
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Materiales y método:

Se trabajé con tejido pulpar de pacientes de la Catedra de Cirugia, Servicio
de Guardia nocturna y Endodoncia de la Facultad de Odontologia de Rosario previo
consentimiento informado (terceros molares y piezas dentarias sanas que se
extrajeron por causas de ortodoncia, y piezas dentarias cuyo diagnostico era de
pulpitis irreversible, y se les realizé la endodoncia).

La edad de los pacientes vari6 entre 18 y 45 afos. El sexo fue registrado, pero no
fue analizado. En la seleccion de las piezas dentarias, éstas deberian tener el apice
completamente desarrollado.

Se consideraron como factores de exclusién a aquellos pacientes cuya edad
estuvo por fuera de la anteriormente establecida y aquellos en los cuales de la
Historia Clinica se desprendié alguna enfermedad sistémica, la cual podria incidir en
la respuesta bioldégica de reparacion. También quedaron excluidos aquellos
pacientes cuyo diagndstico no fue bien determinado o fue confuso. Otro factor de
exclusion fue la falta de vitalidad pulpar.

El método de procedimiento de andlisis estadistico aplicado fue el test de Kruskall
Wallis y el Test de contrates multiples.

A las piezas dentarias sanas extraidas se les practicaron dos ranuras longitudinales
en caras opuestas con una pieza de mano de alta velocidad con refrigeracion. Luego
se les aplicé un escoplo para hueso para separar las partes, y la pulpa sana
expuesta se removio con una cucharita de tipo Black.

Las muestras de tejido pulpar inflamado se extirparon con instrumental del tipo
tiranervios.

Todas las muestras fueron conservadas hasta su procesamiento en solucion
fisiolégica en tubos de Eppendorf y congeladas a -20° Centigrados.

Se utiliz6 tejido pulpar de 66 pacientes:

*10 sanos,

*56 patoldgicos de los cuales:
* 23 fueron procesos cerrados o sintomaticos y
* 33 fueron procesos abiertos o asintomaticos.

En las reacciones de inhibicion de la aglutinacién, la estimacion de especificidad y
titulo de anticuerpo se realizO en base a la competencia entre antigenos
particulados y solubles por los sitios de combinacion. Esto puede ser homologado a
la reaccion Receptor de Hialuronato (CD44)-Hialuronato.

En estas reacciones, se combina primero el ligando con el receptor soluble,
inhibiendo luego la adhesion (aglutinacion) indirecta de células indicadoras.

Para dosar el CD44 soluble (CD44s) se aplicé la técnica inmunohematoldgica de
Inhibicién de Aglutinaciéon del Sistema CD44-Hialuronato que consta de dos etapas:
en la primera, se neutraliza el CD44 soluble por su ligando (acido hialurénico); en la
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segunda etapa, se agrega una suspensiéon de eritrocitos previamente tratados con
bromelina, portadores de CD44.

Interpretacion: en presencia del CD44s, el acido hialurénico es consumido,
produciendo una disminucién de la agregacion de los eritrocitos.

Estandarizacion de las condiciones de trabajo

Puede esquematizarse el desarrollo del test de inhibiciéon sobre el Receptor de
Hialuronato (CD44) en dos etapas:

1-Etapa de inhibicién: donde se conjuga el Hialuronato con su receptor (CD44).
Constituyendo el sistema principal. Para ello se emplea un lisado del tejido pulpar
en estudio, donde se desea investigar el Receptor de Hialuronato (CD44) soluble y
una solucién de Hialuronato.

2-Etapa de revelado: donde se manifiesta el efecto de adhesion de hialuronato
remanente sobre las células indicadoras. (Sistema Secundario, constituido por
eritrocitos del mismo grupo y Rh del paciente portadores de receptores de
membrana para el Hialuronato)

Se determiné la dosis subaglutinante del ligando (Hialuronato) y se estandarizo la
expresion de resultados.

Materiales Reactivos:

Bromelina (Sigma.B22.52)

PBS (buffer fosfato salino)

Hialuronato (Sigma —Aldrich.H 1876.Hyaluronic acid, sodium salt from human
umbilical cord)

Anti-D (Wiener lab)

Material Biologico:

Lisado de tejido pulpar (donde se investigd los niveles de Receptor de Hialuronato
(CD44) soluble)

Se utilizé tejido pulpar humano extraido de:

a)-piezas dentarias que requerian la extraccion dentaria por causas ortoddncicas
b)-piezas dentarias que requerian tratamiento endoddntico.

Para obtener proteina soluble CD44, se congel6 y descongel6 de tres a cinco veces
el tejido pulpar que se encontraba conservado en solucidon fisiolégica en tubos de
Eppendorf.

Células indicadoras

Se trabajé con eritrocitos del mismo grupo sanguineo (ABO compatibles) y Rh del
paciente, los cuales fueron bromelinizados.

Se adicioné un volumen y medio de Bromelina de concentracion 5mg/ml, a un
volumen de “coulot” de glébulos rojos, se incubd 15 minutos a 37° centigrados.
Luego los glébulos rojos fueron lavados 3 veces en PBS y se suspendieron al 2% en
el mismo medio.

E. J. E. R. \\ Electronic Journal of Endodontics Rosario // Afio 05 // Volumen 02 // Sep. 2006.

www.endojournal.com.ar




Pisterna, Gabriela Viviana 29
Estudios de la incidencia de los mecanismos de adhesion celular en los procesos inflamatorios de la pulpa.

Técnica de cuantificacion de la inhibicidon de la adhesién (aglutinacién)
Materiales:
Se emplearon para el sistema principal:
® Solucién de Hialuronato en dosis 6ptimas (1:128)
®» |isado de tejido pulpar
®» Sistema revelador: eritrocitos bromelinizados del mismo grupo y Rh del
paciente en estudio, suspendidos al 2% en PBS.
®» Testigo positivo para la adhesion: solucién de Hialuronato en dosis 6ptima
+PBS+Sistema revelador.
®» Testigo negativo: PBS+Sistema revelador

Método

En la primera etapa se enfrentaron volimenes iguales de hialuronato en dosis
subaglutinante, con lisado de tejido pulpar en diluciones geomeétricas y se incubé 15
minutos a 4° Centigrados.

Luego se midi6 la actividad del hialuronato no neutralizado a través de su accién
adherente (aglutinante) sobre el sistema revelador.

U U U Q @ @ @ @ @ @ E §§E::E;§EDPE§?£

Puroc 12 1/4  1/8 1f16 137 1/64 17128 1256 1512

También se realizé una dilucidon del suero del paciente del mismo grupo de la
muestra para utilizar como testigo.

solucidn de

Puroc 12 1/4  1/8 1f16 137 1/64 17128 1256 1512

e

Luego se le agregaron los glébulos rojos bromelinizados y se incub6 24 horas en
heladera.
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o ol|lo|le||e||le| o o] o mm 1"
O ello/loflo/le|l o/ le] e
® 2/ \8/\8/\8/\8/\8/\8/\8

Puro 12 1/4 1/8 1f1a 1/32  1/64 17128 1/255 1/512

Se realiz6 la lectura pasadas las 24 horas. Los resultados se expresaron en escore a
los que luego se le aplicé el parametro de sensibilidad.

Los resultados se expresaron por medio del escore, tal como lo sefialan

Escore 10 +++ 1 a 3 aglutinados grandes.
Escore 8 ++ 3 a 10 aglutinados.

Escore 5 + mas de 10 aglutinados.
Escore 2 + trazas

Escore O - sin aglutinados
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Resultados

Los resultados obtenidos se expresaron numeéricamente con una expresion
matematica empirica llamada: “parametro de sensibilidad”**® (a).

La agregacion se evalla en base al escore (E) que es una medida del grado
de adhesiéon eritrocitaria que combinado con la dilucién del suero (D), permite
determinar el Parametro de Sensibilidad (o), parametro adimensional y definido por
la expresion matematica

a=Y E; x1073
Di

Este valor debe ser calculado independientemente para cada tiempo de
incubacién (parametro constante), sobre la base de los otros dos variables: titulo y

escore.

La utilizacién del

parametro de sensibilidad, por su parte, posibilitd

cuantificar con mas precision el aumento de sensibilidad de una técnica con relacion
a otra menos perfeccionada o estandar. Ver Tabla 3

Tabla 3
Parametro de
Identificaciéon Dilucién geomeétrica o
Sensibilidad
o 8 o
- (7] o) c
S 9 8 g 3| Puro | 2 4 8 | 16 | 32 | 64 | 128 | 256 as
> o] 3 ¢
£ c | 6 §
9 A/A A+ + + + + - - - - - 0,004125
+
10 AZA O+ - - - - - - - - 0,005
14 A/ZA O+ + + + =+ - - - - - 0,00375
15 A/ZA O+ + + + + - - - - - 0,00675
16 A/A A+ + + + - - - - - - 0,008
22 A/A A+ + - - + - - - - - 0,00525
35
AJA O+ + + - - - - - - - 0,006
37
AZA O+ + + - =+ + - + - - 0,006375
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38 AZA O+ + + + + + + + - - 0,0084062
19 A/A O+ + + + + + + - - - 0,0095623
25 A/ZA O+ - + + + + - - - - 0,003
43 AZA O+ + + + - - - - - - 0,005

2 A/ZA O+ +* ++ | ++ * - - - - - 0.00825
40 AZA O+ ++ ++ | ++ + + + + - - 0,015125
48 AZA A+ + + + + + - - - - 0,0095
44 AZA O+ + + + + + + + - - 0,009218
70 AZA O+ ++ ++ + + + + + * - 0,0142031
71 A/ZA O+ ++ + * * - - - - - 0,1125
60 AZA O+ + + + + + + + + + 0,0092187
96 AZA O+ +++ + +++ ++ + + + + - 0,0149218
62 AZA O+ +++ | ++ | ++ + + + - - - 0,0288125
101 A/ZA O+ + + ++ + + * - - - 0,0101406
99 A/ZA O+ ++ ++ + + * * - - - 0,140625
98 AZA A+ + ++ ++ | ++ + + + - - 0,0124062
31 AZA A+ ++ ++ + + + + - - - 0,140625
51 AZA A+ - + + + + - - - - 0,003
73 A/ZA A+ - + + * - - - - - 0,004
79 AZA A+ + + + + - - - - - 0,009
72 A/A O+ ++ + ++ | ++ | ++ + + + - 0,0141093
77 AZA O+ ++ ++ + + - + + - - 0,0139687
38 A/A O+ + ++ | ++ + + + - - - 0,01175
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++
106 AZA O+ +++ + . ++ + + + + - 0,0149218
107 A/ZA O+ + + + + + + - - - 0,0095623
109 A/ZA O+ ++ + + =+ - - - - - 0,01125
39 c/S O+ - - - + - - - - - 0,00025
47 c/sS O+ ++ + + + + + + - - 0,012875
41 c/s O+ ++ ++ + + + + + - - 0,0142812
++

42 c/sS A+ ++ + ++ + + + + + - 0,015953
23 C/S B+ + ++ + + + + + - - 0,010625
30 C/S O+ + + + + + + =+ + - 0,0092343

+ +

11 Cc/S A+ + - - - - - - 0,00625
12 Cc/S O+ + + + + + - - - - 0,003875
17 Cc/S A+ + + + - - - - - - 0,008

A+

21 c/s + + + - - - - - - 0,008
33 c/s A+ + + + B - - - - - 0,0065
36

C/S O+ + + + + + + + + - 0,0092343

45 Cc/S A+ + ++ | ++ + + + + + - 0,118593
50 C/S O+ + ++ | ++ + + + - - - 0,01143
46 C/S O+ ++ + ++ | 4+ |+ + + + - 0,0143281

5 Cc/S O+ - + + + =+ + + + + 0,002152

++
80 Cc/Ss O+ ++ ++ ++ ++ + + + - 0,01625
+

81 C/S A+ + ++ | ++ + + + - - - 0,012
82 C/S A+ ++ ++ + ++ + + + - - 0,0147031
110 Cc/S O+ - + + + + + + + + 0,002152
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112 C/s A+ + ++ | ++ + + + + + - 0,0118593
+

113 Cc/s A+ + + - - - - - - 0,008
56 Cc/s A+ + + + - - - - - - 0,008
34 Sana O+ + + + - - + + - - 0,006593
57 Sana B+ + =+ =+ - - - - - - 0,0065
58 Sana A+ + + - - - - - - - 0,003
102 | sana O+ + =+ - - - - - - - 0,003
103 Sana O+ + - - - - - - - - 0,002
105 | sana o+ + - + - - - - - - 0,0025
115 Sana A+ + - + - - - - - - 0,0025
116 | sana A+ + + + - - - - - - 0,0065
117 | sana o+ =+ - - - - - - - - 0,002

A/A: Abierto o asintomatico

C/S: Cerrado o sintomatico
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Analisis

Resultados Estadisticos

Grupo n Media Mediana Rango intercuartil
Abiertos 33 0.00972864 0.0092187 0.0064062
Cerrados 23 0.00961137 0.010625 0.006375

Sanos 10 0.0042593 0.003 0.004

Box Plot Mdltiple

[

Abiertos I + a]

Cerrados | || + I

Sanos Hl + M

l
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03

Parametro de sensibilidad

Luego de aplicado el test de Kruskall Wallis se concluyé que existen
diferencias significativas en las medianas del parametro de sensibilidad de los
grupos considerados (p=0.001).

Luego de aplicado el test de contrates multiples se concluyé que las
medianas correspondientes a los grupos abiertos y asintomaticos y cerrados y
sintomaticos son significativamente mayores que los correspondientes a los sanos
(p<0.05), no habiendo diferencias significativas entre asintomaticos y sintomaticos.

Se trataron los especimenes de N= 66 pacientes, cuyas edades oscilaron
entre los 18 y 45 afios con un promedio de edad de 31,5 afios. De ellos, 33 que
representaban un 50% fueron procesos abiertos asintoméaticos (grupo A), 23 que
representaban un 34.84% fueron procesos cerrados sintomaticos (grupo B) y 10
que representaban un 15.15% fueron casos sanos (grupo C)
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Del grupo A: 9 casos pertenecian al grupo sanguineo A
Del grupo A: O casos pertenecian al grupo sanguineo B
Del grupo A: 25 casos pertenecian al grupo sanguineo O
Del grupo B: 11 casos pertenecian al grupo sanguineo A
Del grupo B: 1 caso pertenecia al grupo sanguineo B
Del grupo B: 11 casos pertenecian al grupo sanguineo O
Del grupo C: 3 casos pertenecian al grupo sanguineo A
Del grupo C: 1 caso pertenecian al grupo sanguineo B
Del grupo C: 5 casos pertenecian al grupo sanguineo O
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Discusion

El dafio pulpar es la consecuencia de la infeccion bacteriana que proviene del
proceso de caries; de algun trauma ocasionado sobre la pieza dentaria o alguna
accion iatrogénica que actua sobre la misma.

En las dltimas décadas se le ha dedicado un tiempo considerable al estudio
de la biologia de la pulpa y esto ha conducido a importantes avances en el
conocimiento de la reparacién en el tejido pulpar. En el comienzo de un nuevo
milenio, el uso de las moléculas bioldgicas para el desarrollo de nuevas modalidades
restaurativas en odontologia clinica estad basado en tecnologias que emergen de la
vision molecular y la biologia celular.

En el presente estudio se ha demostrado que la expresion del receptor de
hialuronato (CD44) esta sobreregulada en tejido pulpar de pacientes con procesos
inflamatorios sintoméaticos y asintomaticos. Estos procesos inflamatorios que
ocurren en el tejido pulpar son extremadamente complejos. Los cambios
inflamatorios en la pulpa dental estdn acomparfiados por una amplia variedad de
mediadores quimicos. Se produce vasodilatacibn, aumento de la permeabilidad
vascular y extravasacion leucocitaria, que son mediadas por muchos mediadores
endégenos tales como quininas, prostaglandinas y neuropéptidos.

En la matriz dentinaria se han detectado varios factores de crecimiento tales
como PDGF (Factor de Crecimiento Derivado de las Plaquetas), VEGF
(Factor Vascular Endotelial de Crecimiento), FGF-2 (Factor de Crecimiento de
Fibroblasto) y EGF (Factor de Crecimiento Epidérmico). Estos mediadores se hallan
presentes en la dentina luego de una injuria como estimulos mecéanicos, quimicos o
por caries y es probable que desempefien un papel importante en las respuestas
inflamatorias y cicatrizacion del tejido pulpar dafiado.

Cuando la pulpa es afectada e invadida por sustancias toxicas como
bacterias y sus productos, ésta reacciona inflamandose produciéndose una
hiperemia, hasta que llega al limite de su capacidad defensiva, la inflamacion
progresa y se produce una pulpitis. Cuando la congestién, la infiltraciéon celular y el
edema se hacen presentes, se produce compresion de la circulacion sanguinea del
resto del tejido pulpar que rodea a la zona afectada. Ademas durante el proceso
inflamatorio se produce el estancamiento de la sangre y se producen cambios
reoldgicos, caracterizados por agregacion eritrocitaria, aumento de la viscosidad
sanguinea. También se produce un aumento de las concentraciones de dioxido de
carbono y disminucién de pH en la sangre. El elevado nivel de diéxido de carbono
CO- se produce por la dificultad de eliminaciéon de los productos de desecho en los
tejidos™®®.

Si existe comunicacion directa entre el tejido pulpar y la cavidad de caries, se
produce un proceso inflamatorio abierto, generalmente asintomatico, caracterizado
histolégicamente por tejido inflamatorio con células de la fase aguda como los
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leucocitos polimorfonucleares (neutréfilos). Clinicamente no hay dolor, pero puede
manifestarse una leve respuesta sintomatica a la exploracién, o la masticacion.

La cavidad de caries esta cubierta por una escara de tejido necrético, bacterias
muertas, detritus, que aislan a la pulpa de la cavidad de caries.

Si no existe una comunicacion directa entre la pulpa dental y la cavidad de
caries, el proceso inflamatorio es cerrado, sintomatico, con presion intrapulpar
elevada. En general el paciente puede localizar la pieza afectada y responder
positivamente a los estimulos como el frio, calor, presién, dulces, en forma
espontanea o provocada.

Histol6égicamente, el proceso inflamatorio crénico se caracteriza por la
presencia de macrofagos, linfocitos, células plasmaticas, fibroblastos, angioblastos y
fibras™®’.

Todos estos cambios en el metabolismo local generan la vasodilatacion del
area adyacente y la extension gradual de la inflamacién.

La distribucion del receptor CD44 fue estudiada por Mohamadzadeh y col. en
diferentes tejidos, tanto normales como patolégicos, incluyendo células
endoteliales activadas de pequefios vasos sanguineos®®®, tejido embrionario,
tumores, pero no ha sido estudiado en el tejido pulpar dental humano.

Segun Borland y col. la expresion de la mayoria de las isoformas variantes de la
molécula de CD44 que se han descrito, estan altamente restringidas en tejidos
normales, y algunas de ellas solo han sido encontradas en células malignas y lineas
celulares derivadas de tumores®®.

En este trabajo se estudié y se demostré la presencia del CD44 en tejido
pulpar humano de una poblacion de 66 pacientes a los que se los dividié en tres
grupos, segun el diagndstico clinico:

a. un primer grupo sano o control,
b. un segundo grupo de procesos abiertos asintomaticos y
c. un tercer grupo de procesos cerrados sintomaticos.

Los pacientes incluidos en el presente estudio fueron comprendidos en
edades desde 18 y hasta los 45 afios. El sexo, si bien fue registrado en la ficha de
recoleccion de datos del paciente, no fue tenido en cuenta para el andlisis en
relacién con las distintas patologias. Para la seleccién de las piezas dentarias, éstas
debieron tener el apice completamente desarrollado, ya que no se analizaron piezas
con apices inmaduros, incompletamente desarrollados, lo cual podria aportar mayor
informacidén o abrir nuevas lineas de investigacion futura.

El grupo sanguineo y factor de cada paciente también fue registrado, pero no
fue tomado como una variable a analizar. Para poder realizar el andlisis de la
presencia del receptor CD44, se requiere enfrentar una suspension de eritrocitos del
mismo grupo y factor del paciente analizado.
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El estudio de la distribucién de esta molécula de adhesion en el tejido pulpar
dental se realiz6 para establecer el patron de expresidon bajo condiciones normales
in vitro comparandolo con condiciones patolégicas.

Este estudio demostré que los niveles del receptor CD44-hialuronato estan
aumentados en pulpitis diagnosticadas como irreversibles, tanto sintomaticas como
asintomaticas en contraste con las pulpas clinicamente sanas.

La interaccion CD44-HA ha sido involucrada en enfermedades autos inmunes
y canceres, y han sido estudiadas intensamente en los ultimos afios*®°.

Ha sido demostrado que el CD44 es una molécula de adhesiéon, que
participa en la migracion leucocitaria hacia los sitios de inflamacion'®* 2 y que
también induce a los mediadores proinflamatorios’®® ¢ La produccién local de
citoquina en el interior del lecho vascular inflamado aumenta la expresion de
hialuronato sobre las células endoteliales y por esa razén posibilita las interacciones
CD44-hialuronato y consecuentemente la extravasacion de células inflamatorias.

El Hialuronato, el ligando para CD44, es un componente importante del
fluido sinovial, sustancia fundamental, y juega un rol critico en el mantenimiento de

su viscosidad en el tejido normal.

La matriz extracelular o sustancia fundamental tiene como funciones rellenar
el espacio existente entre las células, otorgando resistencia a la compresién y al
estiramiento, también constituye un medio por donde circulan los nutrientes y se
eliminan los desechos titulares. Constituye un espacio por donde migran las células
cuando se desplazan de un punto a otro del tejido, y también viajan a través de ella
sefales bioquimicas provenientes de otras células.

Cuando se produce el proceso inflamatorio, el grado de polimerizacion de la
sustancia fundamental decrece y queda expuesto al ataque de las bacterias y sus
productos.

Los niveles de CD44 aumentan en proporcion directa al grado de inflamacion

presente en el tejido pulpar. CD44 puede interactuar con hialuronato, colageno y
potencialmente otras moléculas del estroma que permite a los linfocitos migrar a
través de la matriz extracelular.
Durante el proceso inflamatorio en la pulpa se produce degeneracion de las
proteinas de la matriz extracelular, y ésta requiere de la actividad de distintas
endopeptidasas, enzimas proteoliticas que son indispensables para la degradaciéon
de la matriz extracelular, cuyo principal componente de dicha matriz es el
hialuronato.

Otros datos de estudios in vitro recientes ya han implicado interacciones
CD44-HA en asma y ateroesclerosis. Fue demostrado que CD44 regula el
reclutamiento y la funcién de leucocitos involucrados en ateroesclerosis y asma,
incluyendo a los macréfagos, células T y eosinéfilos. Ademas CD44 esta expresado
y regula la funcién de células parenquimatosas a las que estan dirigidas en estas
enfermedades, por ejemplo CD44 esta inducido sobre células vasculares de la
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tdnica muscular y podria mediar su proliferaciéon y migracién hacia la intima de las
lesiones de ateroesclerosis®®®.

Las interacciones CD44-Hialuronato pueden promover la inflamacion a través
de multiples mecanismos, Puré y Cuff en su trabajo de investigacion han propuesto
que el balance entre estos mdltiples mecanismos determinan las consecuencias en
su totalidad tiene en la progresion y resolucion de la respuesta inflamatoria local,
reparacion tisular y cicatrizacion*®.

Inicialmente el reclutamiento de leucocitos involucra el “rolling” o
rodamiento de leucocitos activados a lo largo del endotelio vascular, lo que conduce
a la formacién de interacciones de adhesién adicionales que median una unién
firme, y luego se produce la migracion transendotelial. La adhesién primaria puede
estar mediada por selectinas y sus ligandos'®’. Las citoquinas y quimiocinas
producidas localmente en los sitios de inflamacion pueden activar rapidamente al
CD44 sobre las células T. Ademas la activacién de CD44 expresado en la superficie
de células endoteliales estimuladas por citoquinas proporciona un sitio de
acoplamiento para hialuronato®®®,

En un estudio realizado por Oksala y col. investigaron la expresion de
hialuronato durante la cicatrizacion de mucosa humana. El area de epitelio por
debajo de la herida contenia nuevas fibras colagenas sintetizadas y el tejido de
granulacion era fuertemente positivo tanto para Hialuronato como para CD44,
sugiriendo que influyen sobre la migracion y diferenciacion de los queratinocitos
durante la reepitelizacion™®®.

Formas de CD44 de varias medidas han sido descriptas en varios tipos
170.171,172.173 "y, activa a una variedad de células parenquimatosas como por
ejemplo a las células endoteliales, células musculares lisas, fibroblastos y células
epiteliales mediante la estimulacion de proliferacién celular y migracién celular;
ambos estan asociados en la remodelacién tisular*’17>,

CD44 también liga miembros de la metaloproteinasas de la matriz (MMP); familia
de proteasas que degradan la matriz extracelular en los sitios de inflamacién y de
ese modo podria jugar un rol en la remodelacién tisular*’®.

La degradacion de los componentes de la matriz extracelular, incluyendo
colageno y proteoglucanos estad regulada por una familia de endopeptidasas
dependientes de zinc llamadas MMPs o metaloproteinasas de la matriz'’’. Su
actividad esta regulada en parte por su interaccion con Inhibidores Tisulares de
metaloproteinasas de la matriz. Se ha informado que fueron halladas actividades
colagenoliticas y elastinoliticas en pulpas necréticas, mientras que ninguna actividad
enzimatica fue detectada en pulpas sanas®’®.

celulares

En estudios previos realizados por Shin y Gusman, informaron que
numerosas metaloproteinasas de la matriz (MMPs) tales como MMP-1, MMP-2, MMP-
3 Y MMP-9, estan implicadas en la destruccién del tejido pulpar’® 8. Se cree que
MMP-1 (colagenasa-1) es la enzima clave involucrada en la degradacion de la triple
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hélice de colagenos tipo I y 111'®, La actividad de MMP-1 estéa regulada en parte por
TIMPs (Inhibidores tisulares de metaloproteinasas de la matriz) los cuales pueden
formar un complejo estoiquiométrico 1:1 con una MMP-1 inactivada. Por lo tanto el
equilibrio entre MMP-1 como de otras MMPs y las TIMPs (Inhibidores Tisulares de
metaloproteinasas de la matriz) pueden jugar el rol mas importante en la
remodelacion del tejido conectivo.

MMP-3 (estromelisina-1) es capaz de adherirse a numerosos componentes de la
matriz extracelular como al colageno tipo 1V, V y IX, fibronectina y laminina*®?. En
estudios previos fue demostrada la expresion de MMP-3 en cultivos de
odontoblastos y células de la pulpa dental*®3. El aumento de niveles de MMP-3 en
pulpitis aguda y lesiones periapicales comparada con pulpas sanas, también fue
informado®®“. Autores como Shin y col. han informado niveles elevados de algunas
MMPs en pulpa inflamada y lesiones periapicales. La concentracion de MMP-1
estaba significativamente aumentado en pulpitis agudas y crénicas y también en
lesiones periapicales. Concentraciones elevadas de MMP-2 y MMP-3 han sido
asociadas con pulpitis agudas y lesiones periapicales en comparacion con tejidos
sanos'®®.

Se ha demostrado que numerosas citoquinas son inducidas durante la
respuesta inflamatoria en pulpa dental humana. Esto incluye IL-1a (Interleuquina
1a), IL-1 B (Interleuquina 1p), IL-6 (Interleuquina 6), IL-8 (Interleuquina 8), IL-
10 (Interleuquina 10), TNF-a (Factor de Necrosis Tumoral) y miembros de la familia
de factores de crecimiento de hueso morfogénico®® 87,

Aunque numerosos estudios in vitro han contribuido a comprender la
importancia de CD44 en la induccién de eventos proinflamatorios, no se sabe con
certeza si estos mecanismos estan presentes en el ser vivo, pero la sensibilidad de
la técnica de cuantificacion de la inhibicién de la adhesién (aglutinaciéon) aplicada en
el presente estudio, permitid demostrar la presencia de receptores de Hialuronato
(CD44) solubles en el lisado de tejido pulpar, donde se observé un poder inhibitorio.

De acuerdo a los resultados obtenidos se observaron diferencias
significativas de ambos grupos de procesos inflamatorios pulpares al compararlo
con los casos sanos. En las pulpas sanas se pudo inferir que su presencia es
practicamente muy baja o inexistente®®, coincidiendo con la bibliografia, en la cual
se describe la presencia de dicha molécula en estadios tempranos de desarrollo
embriolégico con una amplia expresion, la cual disminuye a medida que los tejidos
maduran, volviendo a expresarse cuando alguna noxa atraviesa las barreras
defensivas del organismo, para permitir el rodamiento leucocitario y el pasaje de
células inflamatorias al espacio extravascular desencadenando de esta forma el
proceso inflamatorio®°.

Se han identificado células dendriticas pulpares, que si bien no pueden
identificar especificamente a antigenos extrafios proporcionan sefiales necesarias
para activar a células especificas como los linfocitos T, que combinados con otros
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tipos celulares y mediadores quimicos desplegaran la respuesta inmune especifica
de la pulpa dental*®°.

Todos estos cambios en el metabolismo local generan la vasodilatacion del area
adyacente y la extension gradual de la inflamacién.

Segun Haynes y col. formas de CD44 de varias dimensiones han sido
descriptas en varios tipos celulares™® '°2, De este modo, la produccién local de
citoquina en el interior del lecho vascular inflamado aumenta la expresién de
hialuronato sobre las células endoteliales y por esa razén posibilita las interacciones
CD44-hialuronato y consecuentemente la extravasacion de células inflamatorias.

Se cree que la degradaciéon del colageno de la matriz extracelular juega un
rol clave en la destruccion tisular durante la inflamacioén pulpar.

Se puede aseverar que a mayor expresion de la molécula de CD44
representaria de alguna manera la iniciacion de los procesos inflamatorios y el
comienzo de la destruccién de la matriz extracelular o sustancia fundamental del
tejido pulpar.

También podria pensarse que en los procesos inflamatorios crénicos, donde
la organizacion del tejido de granulacién intenta neutralizar a la noxa y organiza a
las células de la reparacion, justifica que los resultados obtenidos revelaron niveles
ligeramente inferiores del receptor CD44.
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Conclusiones

CD44 representa una familia de las proteinas de transmembrana que realizan
una variedad de funciones. Durante el desarrollo embrionario, CD44 puede jugar un
papel dominante en la morfogénesis y organogénesis con la degradaciéon localizada
de hialuronato. En el adulto, CD44 media la adherencia del linfocito guiado hacia el
blanco, y de la célula de hialuronato-dependiente. Es posible que en el futuro sean
descubiertas funciones adicionales.

Con el presente trabajo se concluye que este modelo puede ser aplicado a
tejido pulpar sano e inflamado.

Con los resultados obtenidos se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de pulpitis sintomaticas y asintomaéaticas, cuando
fueron comparadas con el tejido pulpar sano, y cuando se compararon ambos
grupos entre si, se pudo observar una ligera o minima diferencia entre ambos
grupos patolégicos, con mayor expresion en el grupo cerrado.

Para articular los resultados obtenidos con la clinica, a partir del presente
estudio se concluye que en procesos agudos la expresion de esta molécula es
mayor que en los procesos pulpares crénicos, en los cuales hay mas destruccion y
desorganizacion tisular y que en el tejido pulpar sano su presencia es casi
inexistente.

Estos hallazgos se apoyan en la hipotesis que CD44 estd presente en el
tejido pulpar dental inflamado y podria modular la respuesta inflamatoria y jugar asi
un rol en la remodelacion tisular.

Esto introduciria otras alternativas terapéuticas para la proteccion pulpar, ya
que si fuera colocado sobre una pulpa expuesta por un proceso de caries, en una
pieza dentaria que presenta una hiperemia con ausencia de sintomatologia
espontanea, intervendria en la remodelacién tisular y podria actuar como iniciador
de la reparacion del tejido pulpar.

Esta técnica podria ser aplicada como indicador del grado de inflamacién del
tejido pulpar, y se podria inferir que si el hialuronato es aplicado localmente sobre
el tejido pulpar expuesto podria actuar para modular la respuesta inflamatoria de la
pulpa, lo que daria origen a nuevos estudios de investigacion.
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Fotos

Foto 2: Foto 3:
Muestra de tejido pulpar en tubo de Eppendorf Dilucion de Hialuronato

Foto 4:
Presentacién comercial del Acido Hialurénico
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Foto 5:
Dilucién geométrica con el lisado pulpar

Foto 6:
Dilucién geométrica con el hialuronato
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Foto 7:
Lavado de glébulos rojos

Foto 8:
Incubacién de glébulos rojos con Bromelina
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Foto 9: Foto 10:
Solucidn de glébulos rojos bromelinizados al 5% Testigos de la bromelinizacion

Foto 11: Foto 12:
Bromelinizacion Positiva (+) Bromelinizaciéon negativa (-)
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Foto 13:
Colocacién de glébulos rojos bromelinizados

Foto 14:
Tubos preparados para incubar
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Foto 15:
Se incuba 12 horas en heladera

Lectura pasadas las 24 horas

Foto 16: Foto 17:
Reaccion positiva (+) Reaccion negativa (-)
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FICHA DE INCLUSION-EXCLUSION PARA LA RECOLECCION DE LAS MUESTR.
UNIVERSIDAD NACIONAL DE ROSARIO
FACULTAD DE ODONTOLOGIA-CARRERA DEL DOCTORADO
Operador: Fecha: 7/ /

DATOS PERSONALES DEL PACIENTE

APELLIDO: NOMBRE: EDAD:

DOMICILIO: TELEFONO: CODIGO POSTAL:
NACIONALIDAD: DNI: SEXO:

PROFESION: OBRA SOCIAL: GRUPO SANGUINEO: _

Historia Médica
MEDICO DE CABECERA:

ASOCIADO A SERVICIO DE URGENCIA S NO
¢DEBIO SER HOSPITALIZADO EN LOS ULTIMOS 2
ANOS? >l NO
¢ESTA BAJO TRATAMIENTO MEDICO POR ALGUNA
ENFERMEDAD? °! NO LCUAL?
¢ TUVO ALGUNA VEZ REACCIONES ALERGICAS,
COMO ASPIRINAS, PENICILINAS, ANESTESIAS? ! NO
CUANDO SE LASTIMA O EXTRAE UN DIENTE ¢LE
SANGRA EXCESIVAMENTE Y NECESITA ATENCION Sl NO
PARA DETENER EL SANGRADO?
PROBLEMAS CARDIACOS HEPATITIS ARTRITIS
PRESION SANGUINEA ALTA ULCERA DE ESTOMAGO ALTERACIONES NERVIOSAS
PRESION SANGUINEA BAJA DOLORES DE CABEZA TOMA MEDICAMENTO
S NO CUAL __
ENFERMEDADES VENEREAS SIDA SE CANSA AL SUBIR O
BAJAR ESCALERAS
FIEBRE REUMATICA EPILEPSIA FUMA BEBE
PACIENTE MUJER (EMBARAZADA? SINUSITIS
CANCER DIABETES ¢HA  RECIBIDO TERAPIA
RADIANTE?
S NO
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Historia Clinica
DIAGNOSTICO PULPAR:
PIEZA DENTARIA A EXTRAER: SANA CON PATOLOGIA

GRUPOS

®» pulpitis infiltrativa, con sintomatologia
®» pulpitis ulcerosa secundaria, asintomaticos

®» pulpas sanas

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA SOMETERSE A TRATAMIENTO
ODONTOLOGICO

Por la presente reconozco que la Od. Gabriela Pisterna y/o ayudante de su eleccién me
han informado del tipo de tratamiento que debe efectuarse en base al diagnéstico
realizado. A su pedido he manifestado todo lo que conozco respecto de mi salud.

Se me ha explicado en términos comprensibles para mi, y reconozco haber entendido
acabadamente, la tarea propuesta. De la misma manera se me ha informado de los
riesgos y complicaciones que puedan surgir, y ante la posibilidad que aparezcan
consecuencias no previsibles, dada la capacidad que le reconozco los aceptaré como
inherentes y propios a la tarea a realizar. Comprendo el uso correcto de la aparatologia
asi como el cumplimiento de las indicaciones del profesional, hacen al éxito del
tratamiento y son mi exclusiva responsabilidad.

También se me han descrito todas las variantes y sus correspondientes posibilidades y
riesgos y, en ejercicio de mi derecho, considerandome suficientemente informado/a al
respecto, opto por lo que se ha detallado en esta ficha, firmando de conformidad la
misma. Autorizo a proveer los servicios o tratamientos adicionales que considere
razonables, incluyendo, aunque no limitados a ellos, la administraciéon de anestesia
local, préacticas radioldgicas, otros métodos de diagndstico, y someter los desechos
biolégicos resultantes del tratamiento a procesos experimentales que no involucran mi
salud.
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