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INTRODUCCION

La pulpa dentaria presenta caracteristicas anatdmicas y funcionales que la
diferencian de otros tejidos conjuntivos del organismo, ya que se encuentra en una
cavidad rigida, carece de circulacion colateral, con un reducido aporte nutritivo a
través del foramen apical, pero en estados adultos, conserva aspectos
embrionarios. La pulpa dentaria deriva de la cresta neural cefdlica. Las células
experimentan una extensa migracion, descendiendo a ambos lados de la cabeza
hacia el maxilar y la mandibula formando los gérmenes dentales (Murakami et al, 1999)

Durante el desarrollo del diente, numerosos factores contribuyen al crecimiento y a
la diferenciacion de las células relacionadas con la formacidon de tejidos duros y
blandos. Se ha demostrado que la interaccion entre tejido epitelial y mesénquima
es crucial para la organogénesis dental. Dicha interaccion se regula en la matriz

extracelular por moléculas que median una secuencia ordenada y especifica de
sSuUCesos (Thesleff, 1995; Martinez, 1998)

La matriz extracelular o intercelular estd conformada por fibras y sustancia
fundamental. Las propiedades de la matriz son las que confieren a cada tipo de
tejido sus caracteristicas funcionales.

Por su resistencia a la traccion y su elasticidad, las fibras elasticas son la base de la
funcion mecanica de sostén; cualitativa y cuantitativamente, el colageno es la fibra
mas importante y mas abundante, principalmente los de tipo I y tipo III; sirven de

armazén para el depdsito de elastina y el ensamblaje de las fibras eldsticas. (P¢"™
2004, Mithieux y Weiss, 2005; Rodriguez-Cabello, Reguera y cols, 2005)

Por su consistencia y contenido hidrico, la matriz amorfa o sustancia fundamental
es el medio de transporte de elementos entre la sangre y las células de los tejidos,
a la vez que amortigua y se opone a las fuerzas de presion. La conforman
glicosaminoaglicanos y glicoproteinas de adhesion.

Se han diferenciado 6 grupos de glicosaminoaglicanos: Acido hialurénico, condroitin-4-
sulfato, condroitin-6-sulfato, dermatan sulfato, heparan sulfato y queratan sulfato.

Las glicoproteinas de adhesién son grandes moléculas polipeptidicas acompafiadas
por cadenas laterales de hidratos de carbono que se fijan al colageno, por lo que
facilitan la adherencia celular a la matriz extracelular; actian como moléculas de
adhesion y pueden unirse a receptores especificos de la membrana plasmatica,

estableciendo una continuidad entre el interior de la célula y el espacio extracelular.
(Geneser Finn, 2000; Adams, 2001, Abraham, 2006, Schmidt y Friedl, 2010)

La razdén de la denominacion moléculas de adhesion reside en que, para que una
molécula pueda actuar con otra de la superficie celular adyacente o de la matriz
circundante ambas deben establecer contacto mediante la formacién de puentes
intermoleculares. La finalidad esencial de la interacciéon entre dos moléculas es el
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paso de informacién de una célula a la otra. (7homas y Speight, 2001; Butier, Brunn y Qin, 2003;
Maillet, 2006, Abraham, 2006, Pizzi y Crowe, 2007; Bertl y cols, 2009)

Se distinguen moléculas de adhesién celular (inmunoglobulinas, cadherinas y
selectinas) y de adhesidn al sustrato (integrinas, fibronectina, laminina, tenascina y
CD44). La molécula CD44 es una glucoproteina. Es una de las mas importantes
moléculas de adhesién al sustrato, y uno de los cluster de diferenciaciéon antigénico
en leucocitos y eritrocitos. (tesiey ¥ cols, 2000)

El gen CD44 esta localizado en el cromosoma 11p13. Esta codificado por 20 exones. Los
exones 1-5 y 16-20 se expresan en forma constante y constituyen la forma estandar de
CD44 predominante en la mayoria de los tipos celulares; los exones 6-15 pueden
incorporarse a la estructura constante en la porcién extracelular en una o mas
combinaciones por un proceso regulado de adhesidén alternativo formando diferentes
isoformas variables con caracteristicas de adhesién distintivas (se han descrito al menos

12 diferentes isoformas por un mecanismo de adhesion). Las isoformas de CD44 varian
entre 80 y 160 kD (Banerji y cols, 2007; Naor y cols, 2008)

La correlacion encontrada entre la expresion de CD44 y la capacidad migratoria de
diferentes subpoblaciones de linfocitos avalaron el concepto de que se expresa
sobre la superficie de diversos tipos celulares, incluyendo Ilas del linaje
hematopoyético, ya que los linfocitos circulantes de sangre periférica o los linfocitos
T medulares expresan altos niveles de CD44, (tesleyy cols, 2000; Pure y Cuff, 2001)

Actualmente se sabe que CD44 cumple una variedad de funciones: es un antigeno
de diferenciaciéon durante la linfopoyesis, actia como molécula de adhesidon en
interacciones entre linfocitos y células endoteliales, en la migracion leucocitaria
hacia los sitios de inflamacion y en la diferenciacion celular, participa en la adhesion
celular, puede remodelar la matriz extracelular durante el desarrollo embriogénico y

constituye un potencial marcador de malignidad tumoral y metéstasis. (Kmata et 2,
1983; Laurent and Fraser, 1992; Knudson y Knudson, 1993; De Grendele. Estess y Siegelman, 1997; Borland, Ross y Guy,

1998, Stoop, Gal y cols, 2002)

Pertenece a la superfamilia de proteinas vinculantes de hialuronato o
hyaladherinas. La conexidon entre el receptor de hialuronato y CD44 fue inicialmente
sugerido en 1989 por los estudios de Goldstein y cols y los de Stamenkovic y cols;
estos trabajos reportaron que el dominio extracelular de CD44 es homodlogo a la
region que une hialuronato de la proteina unida al cartilago, sugiriendo que el CD44

es capaz de unir hialuréonico y asi semejarse fuertemente al receptor hialuronato.
(Ponta y cols, 2003)

El acido hialurénico se expresa sobre la matriz extracelular en diferentes células

dentarias, en los odontoblastos, en los ameloblastos y en los tejidos conectivos y
fluidos del organismo. (Lesley, English y cols, 1995; Aruffo y cols, 1990; Felszeghy et al, 2005) En la década

del "90 se estudié la localizacién histoquimica del acido hialurénico en el epitelio
oral humano, usando una prueba de reaccion especifica para el hialuronato. Se
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encontrd que esta sustancia estaba presente en el epitelio bucal y gingival, pero su
localizacién se correlacionaba con el tipo de queratinizacién, (7@mm et al, 1990)

Una década después, Felszeghy y cols ?°°Y evaluaron el patrén de distribucién del
hialuronato, receptor del CD44, durante el desarrollo dental humano, no habiendo
hasta entonces informacién sobre tal presencia en estructuras dentales en
diferentes estadios del desarrollo. La localizaciéon inmunohistoquimica del CD44 fue
estudiada usando un anticuerpo monoclonal H3, que especificamente reconoce, en
la estructura comun de todas las isoformas del CD44, un determinante antigénico
que produce la reaccion especifica a través de una inmunoglobulina. La lamina
dental expres6 una sefial muy fuerte de presencia de CD44; el epitelio externo del
esmalte fue negativo. En la regién coronal del germen dentario los ameloblastos
pre secretores mostraron una intensa reaccion mientras que las pocas células
epiteliales internas diferenciadas del esmalte no evidenciaron sefiales en el contacto
con el epitelio externo del esmalte. Una moderada reaccion fue detectada en el
reticulo estrellado. Los ameloblastos secretores y el estrato intermedio mostraron
una fuerte sefal de adhesion de superficie de CD44. Una intensa reaccion también
fue observada en los odontoblastos y sus procesos. En la pulpa, cercano a la capa
odontoblastica, débiles titulos fueron observados en las paredes de los vasos
capilares. Los autores concluyeron que la distribucién de CD44 en el germen dental
humano corresponde a la misma del hialuronato en la mayoria de las
localizaciones, sugiriendo que durante el desarrollo dentario esta proteina de
transmembrana juega un rol importante en los eventos mediados por hialuronato.

La principal propiedad del acido hialurénico es su capacidad de embeberse en agua
hasta aumentar mas de 50 veces su peso seco, lo que da a la sustancia
fundamental un alto grado de elasticidad, favoreciendo el intercambio de gases y
moléculas pequefas y actuando de barrera al paso de macromoléculas y cuerpos

extrafios. Por esta propiedad, se lo considera responsable de proveer hidratacién a
Ia matriz extracelular (Aruffo et al, 1990; Murakami et al, 1999, Bajorath, 2000; Pure y Cuff, 2001; Felszeghy et al,

2001; Mesa Aguado, Aneiros Cachaza y O’Valle Ravassa, 2001, apud Pisterna, 2006.)

Ademds de su adhesién al Aacido hialurénico, el receptor CD44 tiene una
predominante afinidad de adhesién a ligandos de la matriz extracelular. (fvmes 2002)
CD44 también puede interaccionar con otros ligandos, sirviendo como un co-
receptor para otros receptores de sefializacion como heparan sulfato (axén 3),

condroitin sulfato (axén 5), laminina, colageno tipo I y VI, fibronectina,
osteopontina y selectinas E- y L- (Bourguignon y cols, 2000; Bourguignon y cols, 2001, Bendall y cols, 2004,

Singleton y Bourguignon, 2004, Naor y cols, 2007, Ouhtit y cols, 2007; Takada y cols, 2007)

La interaccion de CD44 con diferentes ligandos parece ser mediada por distintos
tipos de adhesién celular; la molécula de CD44 puede dividirse en tres principales
dominios: El dominio citoplasmico (el cual media la interaccién con el citoesqueleto,
haciendo puentes entre los ligandos extracelulares y las actinas del citoesqueleto,
induciendo la sefalizacion intracelular). El dominio medio (contiene las inserciones
de las diferentes isoformas y donde se llevan a cabo los principales cambios,
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responsables del "homing” linfocitario) y el dominio amino-terminal (que se liga al
hialuronato)' (Legg y cols, 2002; Singleton y cols, 2004, Ponta y cols, 2003; Banerji y cols, 2007; Bourguignon 2008)

CD44 se expresa en todos los vertebrados, sobre la superficie de diversos tipos
celulares que incluyen macréfagos, neuronas, células epiteliales y la mayoria de las
células tumorales; particularmente en el caso del epitelio, se expresa sobre células

que llevan cabo la activacion de la division celular, (Pure v Cuff, 2001; Stoop y cols, 2002; Hynes,
2002; Day y Prestwich, 2002; apud Pisterna, 2006, Zhu y cols, 2006, Naor y cols, 2008; D ’Arrigo y cols, 2009; Wang et al.

2009; Wolny y cols, 2010)

Ademas de actuar de enlace al acido hialurdnico incluido en un tejido, la molécula
de CD44 inmoviliza el acido hialurénico en la superficie celular. El acido hialurénico
de superficie estd constitutivamente presente como seuddpodos en las puntas

ciliares de las células donde son detectables la formacion de adherencias focales.
(Zimmerman y cols, 2002; Rilla y cols, 2008)

La interaccion de CD44-acido hialurénico también producen una rapida activacion
de la degradacion de proteinas (protedlisis) de superficie por medio de las familia
de metaloproteinasas (conocidas proteinas que actlan en el proceso de rizdlisis
dental); estas proteinas rompen el dominio externo de las moléculas de CD44 y asi
limitan la adhesidn celular, (Vaganey cols, 2004)

En contraste con los hallazgos in vitro con respecto a la contribucién de CD44 a la
migracion de células en un sustrato de acido hialurénico, estudios en ratones con
deficiencia de CD44 mostraron una pérdida de defectos obvios de desarrollo, de
regeneraciéon y de funciéon inmunoldgica, indicando una intacta migracion celular
intersticial, (Protin v cols, 1999, Naor y cols, 2008) En re|acién con estos resultados, otros
autores se preguntan en qué medida otros receptores de adhesién de acido
hialurénico, compensan la pérdida de CD44, (Vaory cols, 2007; Chen y cols, 2008)

Otros investigadores realizaron un analisis cuantitativo de imagenes digitales de las
expresiones del acido hialurdénico en gérmenes dentales humanos. Concluyeron que
el acido hialurdnico puede desempefiar un rol transitorio en la fase temprana del
desarrollo de la organizacién de la matriz del esmalte. Observaron una senal muy
débil en la pared de los tubulos dentinales mientras que el resto de la matriz de la
dentina no estaba tefiida. Los odontoblastos y la pulpa también estaban tefidos
moderadamente, y estas reacciones fueron decreciendo gradualmente con la edad,

lo que sugiere que el AH podria contribuir al desarrollo de la matriz y la pulpa.
(Felszeghy et al, 2000)
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MARCO TEORICO

ANATOMIA, FISIOLOGIA E HISTOLOGIA DE LAS PIEZAS DENTARIAS DE LA
PRIMERA DENTICION

El tejido potencialmente odontogénico puede ser identificado a partir del dia 28 de vida
intrauterina, al mismo tiempo que se desintegra la membrana bucofaringea e islotes de
epitelio odontogénico se organizan en diferentes puntos del arco maxilar y mandibular,
con capacidad de coalescencia como para formar una lamina dental continua en la 62
semana de vida intrauterina. (7esk 2003)

En la lamina dental, gracias a una intensa y localizada proliferacién, se forman en la
octava semana 10 centros especificos epiteliales y se profundizan en el
ectomesénquima de cada maxilar. En los sitios correspondientes a los 20 dientes
primarios de esta lamina se originaran, alrededor del quinto mes de gestacién, los
gérmenes de los 32 dientes permanentes, los primordios, por lingual o palatino de los
elementos primarios, para incisivos, caninos y premolares, y hacia distal de la 1dmina
para los dientes accesionales, o sea, los molares. El inicio del primer molar permanente
se establece muy temprano, al cuarto mes de vida intrauterina. A partir de ese punto, el
desarrollo de las piezas dentarias se puede describir en los clasicos estadios de brote,
casquete y campana. (Ikeda y Tsuji, 2008) (Figura 1)

Estadio de Estadio de Estadio temprano Estadio tardio Maduracién
brote casquete de campana de campana del diente
A Cr /A \ ~

: £
Epitelio \ [ | A

Mesénguima / _,.r( F ' I \
! [ - \
Nudo del [ 7 N1
esmalte Esmalte d’m.}‘ ‘.I-'. \‘ AmEhﬁenESts i|| ;‘ I"l 1
Papila I"'-. :‘r | r I
dental 1 \ J
Falicula \ j "L

dental b

Odontogénesis

Figura 1.

Secuencia clasica de etapas en la odontogénesis
Fuente: E.Ikeda y T.Tsuji. Growing bioengineered teeth from single cell: potential for dental regenerative medicine. Expert Opin Biol Ther
2008; 8(6): 735-744

En el estadio de brote se distinguen células cubicas periféricas y células poligonales
internas. Los brotes o gérmenes dentales que se corresponden con el numero de
dientes temporales se desarrollan a la 82 semana de desarrollo intrauterino como
proliferaciones locales de la ldamina dental. Alrededor de estas proliferaciones
ectodérmicas, las células mesenquimatosas adyacentes procedentes de la cresta neural
ceféalica sufren un proceso de condensacion, ya sea por un aumento de la proliferacion
celular o porque disminuye la sustancia extracelular que constituiran la papila dental. En
este proceso, las células epiteliales muestran poco cambio respecto a su forma o
funcién, ya que aun no han comenzado el proceso de histodiferenciacion. El extremo
posterior de la lamina dental continda su crecimiento profundizando en el tejido
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conjuntivo de la mandibula y el maxilar, ya que proveera los brotes de los dientes
permanentes que no tienen predecesores deciduos; por esta funcion también se la
denomina ldmina madre, sucesiva o definitiva. (P2shley v Liewehr, 2006)

En el estadio de casquete, aproximadamente a la 10° semana de vida intrauterina, las
células de la lamina dental han proliferado para formar una concavidad que produce un
aspecto similar al de un capuchon. Las células externas del casquete son cuboides y
constituyen el epitelio externo del esmalte; las de la parte interna son alargadas y
representan el epitelio interno del esmalte. Entre el epitelio externo e interno del
esmalte existe una red de células, conocida como reticulo estrellado, conocida asi por la
disposicion reticular ramificada de los elementos celulares. A la zona donde se unen los
epitelios externos e internos del esmalte se la denomina asa cervical; conforme siguen
proliferando las células que forman el asa, se produce una mayor invaginacion en el
mesénquima, asumiendo forma acampanada: (Pashley v Liewehr, 2006)

En el estadio de campana (3° mes de desarrollo intrauterino), el ectomesénquima de la
papila dental queda parcialmente rodeado por el epitelio invaginado. Se distinguen dos
etapas: inicial y avanzada. En la etapa inicial, el érgano del esmalte comprende cuatro
capas (epitelio externo, reticulo estrellado, epitelio intermedio e interno
preameloblastos); en la papila dental ain no hay diferenciacion de odontoblastos y el
saco dentario se describe como una capsula vascular fibrilar, que posteriormente dara
origen al cemento y sera la cobertura de la raiz dental y del ligamento periodontal. En el
estadio avanzado de campana, en la concurrencia entre su borde y contorno, se
organiza la membrana epitelial de Hertwing, que estara a cargo de la formacion
radicular. La expresiéon de esta membrana por mitosis estda bajo control genético
determinando las varias formas (incisivos, caninos y molares), la longitud, la curvatura,
el didmetro y el nimero de raices de la pieza dentaria; en la medida en que la
membrana migra hacia apical se doblard hacia adentro en un angulo aproximado de
4590, para doblar un diafragma con apertura central, la cual puede modelarse para
determinar una, dos o mas raices; la interrupcion de la capa celular interna permite la
migracion de los cementoblastos y la eventual insercion de fibras a medida que migren
apicalmente (Pashler v Liewehr, 2006)  pelimitada por el saco dentario, esta estructura
amelodentinaria, que encierra en su interior las células de la pulpa, se pliega, creando
asi las formas y lugares de cluspides y surcos; y en su exterior se relaciona con las
células del foliculo dentario, el cual formara las estructuras de soporte periodontales.

La aposicion de dentina es mas lenta en la raiz que en la corona, el patron de
mineralizacion es semejante, pero los gldbulos de calcificacion son mas pequefios.
Ademas, los indices de calcio y fésforo son menores en dentina radicular que en la
coronal, y las fibras coldgenas en la dentina del manto son mas gruesas, lo que va
creando unos espacios irregulares, hipomineralizados, llenos de aire, lo cual se conoce
como la zona granular de Tomes. Por ultimo, el nimero de odontoblastos es menor

(8.000/mm?) comparado con la parte coronal donde pueden llegar a haber de 45-
60. OOO/mmz. (Gémez de Ferrari y Campos Mufioz, 2005)
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Interaccion epitelio-mesénquima

El factor mas importante en la regulacién epitelio-mesénquima para la diferenciacion de
odontoblastos radiculares es la sustancia fundamental; sus componentes han sido
considerados esenciales para la morfogénesis epitelial, la diferenciacion de
odontoblastos y la posterior formacidén de predentina.

En esta interaccién se distinguen tanto las moléculas de adhesion celular como las de
adhesidn al sustrato; las primeras actlan como receptores de superficie especializados
en reconocer otras células a las que se adhieren para constituir los tejidos y érganos;
las segundas cumplen un rol importante en la fisiologia de las células inmunes y son
responsables de la interaccién que se establece en procesos patoldgicos.

Durante el desarrollo del diente, las interacciones de las moléculas de adhesion son
responsables de la sefializacién de los eventos que comienzan con la iniciacion del
diente y que luego conducen a la diferenciacidon entre ameloblastos y odontoblastos,
responsables de la secrecidn de esmalte y dentina, respectivamente. Los factores de
crecimiento son los responsables de tales interacciones; los conduce a una cadena de
sefales intracelulares sobre la expresion de genes en el nlcleo de la célula, mediada
por factores de transcripcion, proteinas que participan en la regulaciéon de la
transcripcion del ADN. Los factores de transcripcidn son estimulados por sefales
citoplasmaticas, que al ser activados adquieren la capacidad de regular la expresion
génica en el nucleo celular, ya sea activando o reprimiendo la transcripcién de diversos
genes. Esto implica que los factores de crecimiento pueden genéticamente regular la
proliferacion y diferenciacion celular; son responsables de la sefializacién de los eventos
claves en la morfogénesis, diferenciacion y regeneracioén tisular.

El germen del diente empieza a formarse desde las interacciones entre el epitelio de la
mucosa oral y el mesénquima en el sitio del diente futuro. Durante estos procesos, la
expresion de genes que codifican proteinas y actlan como factor de transcripcidon de
otros genes, indicando qué tipo de células se deben reproducir (genes homeobox) es
inducida por las acciones coordinadas de factores de crecimiento, citoquinas y moléculas
de adherencia. La activacidn de estos genes guiard cada yema dental a lo largo de un
camino para desarrollar un diente de un determinado tamafio y forma que esta
predeterminado por su posicién. Este control transcripcional de la expresion génica
puede tener efectos de gran alcance, tanto en términos de eventos intra como

extracelulares, cuyo resultado es la transduccién de la sefial al nicleo de la célula. (™
Smith y Lesot, 2000, Smith y Lesot, 2001, Smith, 2002)

Los roles de los factores de crecimiento durante el desarrollo y regeneracién dentaria
han sido identificados durante la década de 1990. En particular, el potencial de los
factores de crecimiento, particularmente del factor transformante de crecimiento (TGF-
B) y de las proteinas osteogénicas (BMPs), han sido demostrados tanto en experiencias
in vivo como in vitro. La aplicacién directa o transdentinal de TGF-1 y BMP-7 a los
odontoblastos de pulpas cultivadas también ha permitido demostrar la capacidad de
estos factores de crecimiento indicando una dentinogénesis reaccionaria. Estos
hallazgos sugirieron interesantes oportunidades en el enfoque terapéutico de la
reparacion tisular dentaria, asi como se comenzd a comprender cédmo funciona un

proceso regenerativo en el diente (Mekin y cols, 2000, Sloan, Rutherford y Smith, 2000; Mander y Neubuser, 2001)
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Junto a los anteriores, el factor de crecimiento insulinico tipo I (IGF-1) han sido
identificados como moléculas sefializadoras en la diferenciacion de odontoblastos a nivel
coronal y radicular. (5"t 2003)

Los odontoblastos producen los componentes de la matriz organica de la predentina que
incluyen colageno (90% tipo I) y proteoglicanos; también sintetizan varias proteinas no
colagenas, como: sialoproteina Osea, sialoproteina dentinaria, fosforina dentinaria,
osteocalcina, osteonectina y osteopontina Estas proteinas estan encargadas de controlar la
deposicion de cristales de hidroxiapatita mediante la atraccién de iones de Ca* y PO, para
ser enucleados y formar los glébulos de calcificacion. (Cohen v Burn, 2002; Hargreaves y Goodis, 2002)

En la etapa de casquete, un centro de sefializacion transitorio epitelial denominado
"nudo de esmalte' se estima que regula los destinos de cada célula y las interacciones
entre epitelio y mesénquima. La formacion de este nudo de esmalte asi como su
delimitacién espacial también estd regulada por proteinas osteogénicas (BMP-4), el
factor de crecimiento fibroblastico (FGF) y factor Wnt (una familia de moléculas
secretadas muy conservadas que regulan las interacciones celulares durante la
embriogénesis), entre otras protel'nas. (Tucker, Headon y cols, 2000; Thesleff, 2003; Thesleff, 2006)

En la etapa de campana del germen dentario, el proceso de diferenciacion en esmalte
por parte de los ameloblastos y en dentina por parte de los odontoblastos también esta
regulado por la accion de expresiones de los genes de distintas células implicadas. En
este sentido, se sabe que un factor de transcripcion importante en la mineralizacion de
tejidos como la dentina, es la proteina RUNX-2, también denominada Cbfa-1. Este
factor es un potente condicionante para que el mesénquima de la papila dental
responda a las sefiales epiteliales, sin embargo no se ha demostrado claramente su
presencia en el mesénquima radicular, (Heroreaves y Goodis, 2002)

En 1997, se evaludé la localizacion del acido hialurénico en gérmenes de dientes
deciduos en la etapa de campana. Compararon el acido hialurénico detectado con una
proteina de unién marcada con biotina, con el contenido de sulfatos de condroitina (SC)
identificado con un anticuerpo monoclonal. Se encontré considerable cantidad de acido
hialurénico en el reticulo estrellado aunque también se observé SC. Por otro lado, la
papila contenia similares cantidad de acido hialurénico y SC, mientras que la predentina
y la dentina sélo contenian SC y el esmalte no contenia SC pero se observd leve
cantidad de acido hialurdnico alrededor del limite entre los ameloblastos y el esmalte.
Los autores discutieron la relevancia del acido hialuréonico en el reticulo estrellado y

enfatizaron la importancia de llevar a cabo investigaciones con y sin digestiones de
proteasas (Matthiessen et al, 1997)

Felszeghy et al ?°°> investigaron la localizacién de las sintasas de &cido hialurénico y las
enzimas que lo polimerizan en gérmenes de dientes humanos desde diferentes etapas
del desarrollo. Utilizando técnicas de inmunohistoquimica, ratificaron el patréon de
distribucion del acido hialurdnico en los diversos tejidos del primordio dental en la etapa
de campana, y concluyeron que la sintasa del acido hialurénico se produce localmente
en diferentes células dentarias; estos resultados proporcionaron un apoyo adicional
indirecto a la sugerencia de que el acido hialurénico puede contribuir a la regulacién de
la morfogénesis dental y a la formacion de los tejidos duros dentarios.

1521

e-universitas | U.N.R. Journal // Afio 05// Volumen 01 // Nov. 2012.

WWWw.e-universitas.edu.ar




Nannini, A. N. Ciencias de la Salud

Variacion histoquimica en los procesos de rizolisis
de las piezas dentarias de la primera denticion.

Las células epiteliales de la vaina radicular actian como centros de sefalizacidn
mediante la expresion de proteinas morfogenéticas dseas (BMPs), principalmente la
BMP-2 y -4. Las BMPs, vuelven a ser unas de las moléculas mas importantes en la
senalizaciéon para que se produzca esta diferenciacion. La BMP-4 se ha encontrado
expresada en pre-odontoblastos tempranos que bordean la vaina epitelial radicular.
Subsecuentemente, se ha visto la expresion de BMP-2 Y BMP-7 en pre-odontoblastos vy
odontoblastos durante un corto periodo en la diferenciacion de estos ultimos. Finalmente, se
ha observado la BMP-3 en odontoblastos maduros en el area radicular. Esta proteina
también se ha encontrado fuertemente expresada en las células del foliculo dental que se
encuentran cercanas a la zona radicular, por lo que se ha sugerido que la BMP-3 podria
regular la funcidn de osteoblastos y cementoblastos. Parece ser que uno de los objetivos
principales de la regulaciéon de las BMPs en dentina radicular es la modulacién en la
produccién de BSP, ya que ésta se coexpresa con BMP-2, -3 y -7 en la diferenciacion
de odontoblastos, Unicamente en la zona radicular. (Yamashiro, 2003; Chen, Zhao y Mundy, 2004)

Otro factor de transcripcién de la dentina radicular es la proteina de matriz dentinal-1
(DMP-1). Esta proteina esta asociada en el aumento de la tasa de mineralizacion de la
dentina. Se ha observado la marcacién positiva por parte de odontoblastos radiculares a
esta proteina en molares de ratas Wistar, mientras que no se ha encontrado marcacion
en odontoblastos coronales, (7ovosawa, 2009)

Se ha sugerido que la tenascina puede ser importante como estimulante de la
diferenciacion de los odontoblastos, asociada con cambios en la expresidon de moléculas
extracelulares. Esta proteina se localiza en los tejidos mesenquimatosos dentales
simultdneamente con otras moléculas de adhesion especificas a las que se une, para
regular conjuntamente cambios en la morfologia celular, la adhesién de las células
proliferativas y la condensacién del tejido que rodea el mesénquima dental, efectos
modulados por el factor de crecimiento transformante-B (TGF-B) y por el factor de
crecimiento fibrobldstico (FGF). (V@i y Jalkanen, 1959)

Recientemente se ha publicado una experiencia donde se analizaron las expresiones de
tenascina, fibronectina, colagenos I y III, osteonectina y proteina osteogénica (BMP-4)
en la matriz extracelular de tejido pulpar en dientes deciduos durante el periodo de
resorcidn fisioldgica. El analisis inmunohistoquimico mostré que todas las proteinas
analizadas fueron expresadas en el tejido pulpar; la tenascina, el colageno I y
osteonectina mostraron amplia e intensa reactividad en pulpas de dientes con 2/3 de
longitud radicular pero mostraron débil y escasa reactividad en dientes con 1/3
reabsorbido o con falta de raiz; la expresion de fibronectina, colageno III y BMP-4 no
vario con la fase de reabsorcion. Los autores concluyen que las expresiones de
tenascina, coldgeno I y osteonectina reducida en la matriz extracelular durante las
distintas fases de reabsorcién puede estar relacionado a la decreciente respuesta pulpar
al dafio durante la progresidn de la resorcién radicular. (B9necker, Mantessoy cols, 2009)
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Foliculo dental

El foliculo dentario es el tejido fibrocelular que inicialmente rodea el érgano del esmalte,
mas tarde rodea la corona y posteriormente la raiz. De alli provienen los
cementoblastos, pero ademas es el origen del ligamento periodontal y del hueso
alveolar, como cripta primero y alvéolo después. Las células mesenquimaticas del foliculo se
organizan en tres capas; las mas internas para los mencionado cementoblastos, las externas
conforman el alvéolo con funcién de osteoblastos y las intermedias, transformadas en
fibroblastos, elaboran fibras colagenas que resultan unidas al hueso y al diente al ser
sus extremos incluidos en hueso y cemento (fibras de Sharpey).

El tejido del ligamento periodontal experimenta cambios de orientacidon durante los
primeros estadios formativos, el proceso eruptivo y finalmente en la fase funcional de las
piezas dentarias, conjuntamente con una continua condicion de remodelado de las fibras,
sintesis y degeneracidn, que involucra todo el espesor del ligamento. (Apramovich, 1999)

La estructura del hueso alveolar se forma asociada al desarrollo dentario, primero como
una delgada cascara rodeando cada germen y ganando altura en la medida en que se
alarga la raiz del diente. El desarrollo se inicia a la 82 semana intrauterina, como un surco
abierto hacia la cavidad bucal formado por las corticales del maxilar y la mandibula, que
contiene los vasos y nervios alveolares ademas de los gérmenes; progresivamente éstos van
quedando rodeados de criptas independientes. La conformacion del alvéolo corresponde a
formas y numero de raices, y esta igualmente sometido a una continua remodelacion
por demandas funcionales; es el que eventualmente responde a la solicitud de fuerzas
ortoddnticas, por ejemplo, (Escobar Mufioz, 2010)

Erupcién dentaria

La erupcidn es un fendomeno complejo que da lugar al movimiento de un diente a través
del hueso alveolar y de la mucosa para emerger en la cavidad bucal. Es un capitulo de
un proceso que se inicia tan pronto como concluye la formacién coronaria o, lo que es lo
mismo, cuando comienza la formacion radicular. Se especula sobre algunos factores que
la pudieran determinar, que suceden en el momento de la erupcién pudieran ser el 6 los
responsables del proceso; entre tales factores, se mencionan la formacién radicular, la
proliferacion de la vaina epitelial de Hertwing, la del tejido conectivo de la papila dental,
el crecimiento simultaneo de los maxilares, las presiones por accién muscular, la
aposicidn y resorcién de hueso. (Penmisen y cols, 2000)

También se ha sugerido que factores neonatales como el bajo peso al nacer (£2500 gr)
y/o prematuros (<37 semanas de gestacion) postergan el tiempo de la erupcion

dentaria respecto de los que nacen a término y/o con peso adecuado: (¢¥eta y Corréa, 2007;
Aktoren, Tuna y cols, 2010)

En la erupcion dentaria se distinguen tres fases. Una primera fase pre eruptiva, periodo
en el cual la raiz dental empieza su formacidon y comienza a moverse hacia la superficie
en la cavidad bucal desde su bdéveda 6sea. Una segunda fase, denominada fase eruptiva
pre funcional, consiste en un proceso de desarrollo de la raiz dental durante el
surgimiento del diente a través de la encia, la raiz siempre tiene la mitad o dos tercios
de la longitud final al momento de la emergencia gingival. Y una tercera fase eruptiva
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funcional o pos eruptiva, una vez que erupciona dentro de la cavidad bucal y se
encuentra con su antagonista del arco opuesto (Tabla 1).

Denticion Formacion Inicio de Corona ‘

. . . . Erupcion* Raiz
primaria del germen mineralizacién completa completa
Incisivos ! ! I 2-3meses ! 6-9meses !

_________ 1 1 Lo o o __JdA________2Q N
Caninos ! ! I 9meses ! 16-18 meses ! 1 - 15 afios
"o moias -, 3-4meses | 4 - 6 meses R e — - - - - - - - | después de la
_LTMmORreS 1 intradtero L S meses |y 12T meses 1 erupcisn
20 molares | : | 12meses | 20-30 meses ,
Denticion permanente
] ] ] ] ]
| | 3-4 meses | Y |
.. 1 | | . | and. 6-8 a \
Incisivos | | (Lat.max | 4-5 afios | |
| | | | Max. 7-9 a |
, 30semanas |, 10-12 meses) | | |
ST 77777 intradtero [ T T T e T ' "Mand. 9-10a |
Caninos | | 4-5 meses | 6-7 anos | | -3 aff
_________ - by Mecila2a | 2305
Premolares | "15-25afios ! 5-7afios ! 10-12 a 1 despues de fa
_________ L erupcion
1 r r T 1
| 24 sem o | N |
19 molar | , Nacimiento | 2.5 - 3 afos 6-7 a |
. intrautero . . . .
20 molar : 6° mes :- 2.5 -3 affos 7-8 afios | 11-13 a :
" "30molar |,  6°aflo , 7-10afos , 12-16afos , 17-21a

Tabla 1. Cronologia de la denticién primaria y permanente
* en dientes primarios: perforacion de mucosa y exposicidén de clspide o borde coronario
Fuente: Escobar Mufioz (2010). Crecimiento y desarrollo de la denticién y de la oclusién. Cap. 2

La raiz de un diente temporal completa su formacién al afio de hacer su erupcién; por lo
tanto, a los 3-4 afios de edad todos los dientes temporales han completado su
formacion radicular. Una vez completa la denticién primaria, hay un periodo de mas o
menos tres afios durante el cual no hay erupcion de nuevos dientes. Sin embargo, un
nimero de sucesivos cambios delatan el continuo proceso de crecimiento y desarrollo
del paciente infantil. Ademas de los cambios relativos a la posicidon y los desgastes de
cuspides y bordes, la denticion presenta la aparicién gradual de un plano retromolar por
distal de los segundos molares. Por su parte, en el sector frontal se producen cambios
notorios en el sector incisal de ambos arcos por la presencia cercana de las coronas de
los sucesores permanentes, visibles en el abultamiento de las tablas dseas vestibulares.
Los gérmenes dentarios presentan diversos niveles de maduracién y reubicaciones en
relacion con sus predecesores primarios. El complejo craneofacial en su conjunto
expresa cambios sutiles de la arquitectura, casi imperceptiblemente, junto con el
aumento de movilidad de algunos incisivos. En rigor, el denominado periodo de reposo
resulta aplicable sélo a la falta de aparicion de nuevos dientes en la boca y no hace
justicia a la dindmica de cambios de este periodo. (Escobar Mufioz, 2010)
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CRONOLOGIA DE LA REABSORCION DE PIEZAS DENTARIAS DE LA PRIMERA
DENTICION

Como se ha referido, los osteoblastos son derivados de las células madres del
mesénquima con un potencial Unico para diferenciarse en adipocitos, condrocitos y
células del estroma. Los osteoclastos, en cambio, son derivados de las células madres
hematopoyéticas. Estos dos tipos de células, de diferentes origenes, cooperan entre si
para mantener la hemostasia del tejido 6seo.

La exfoliacion de los dientes temporales, fenomeno fisioldgico propio del ciclo vital de la
formula primaria, se manifiesta con una progresiva reabsorcion o resorcion radicular
que termina con la caida del diente. Las células responsables de la reabsorcion
fisioldgica del tejido dental son los odontoclastos.

Estructuralmente los  odontoclastos
poseen similares caracteristicas que los
osteoclastos; sin embargo, son
generalmente mas pequefios que los
osteoclastos. Hasta 1980, el origen de

Progenitores
los odontoclastos multinucleados fue comunes

Célula madre
hematopoyética

controversial, pero entonces el trabajo ~ Menecite/macrofago
de Ash y cols (%9 permitieron

determinar su auténtico origen. El Integrina a,pB;

Osteoclasto

; TRAP
origen de los odontoclast_o,s €s, COI'\?]O el Mononuclear Receptor de calcitonina
de los osteoclastos, también a partir de MMP

la linea de los monocitos sanguineos y Reabsorcion deea

un progenitor mieloide, que dan origen Fusié m
. . . , usion
tanto a un linaje monocito-macréfago

como a un linaje osteoclastico (médula
ésea). (Aubin y Bonnelye, 2000) (Figura 2)

Multinucleacidn
Zona Hermética
Borde rugoso

Osteoclasto

Diferenciacion odontoclastica Spreiicies b B

Transitosis
La diferenciacion odontoclastica tiene
varios aspectos vy funciones muy f
caracteristicos: Los odontoclastos i
. i Zona hermetica Borde
mononucleares se adhieren firmemente {cereo de actina) digoss Matriz

al hueso y se fusionan con otros para e ‘fri-sea
formar odontoclastos multinucleados. El b
mecanismo involucrado en la fusién -

celular no es aun muy claro, se postula

un mecanismo similar a la fusién viral,

dado que algunos inhibidores previenen

fusiones osteocldsticas. La fusidn
; res Figura 2. Origen y desarrollo del odontoclasto
celular no es un fenomeno espeC|f|co Fuente: Miyamoto T, Suda T. Differentiation and function of

de los odontoclastos, pues se ha Visto  osteoclasts. Keio J Med 2003; 52(1): 1-7.
en otros tejidos como la placenta y

miotubulos, pero la multinucleacion es el aspecto mas llamativo de este tipo de células.
(Miyamoto y Suda, 2002)
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Los odontoclastos son células multinucleadas (entre 10 y hasta 100 nucleos), que contienen
numerosas mitocondrias con granulos electrodensos de fosfato de calcio. En su superficie,
presentan un “borde rugoso” formado por abundantes microvellosidades irregulares provistas
de filamentos de actina, donde se originan invaginaciones tubulares muy tortuosas en la
membrana plasmatica y se introducen profundamente en el citoplasma, donde existen
también pequenas vesiculas o lisosomas comprendidos en el complejo de Golgi. Viven
alrededor de dos semanas y desaparecen por apoptosis (muerte celular programada por la
fragmentacién en particulas con membrana que permite su fagocitosis sin inflamacién). Son
las responsables de la destruccidn de las partes organica e inorganica del hueso. Son activos

tanto en los procesos de la renovacidn fisioldgica del hueso como en los de su pérdida
patolégica (Chambers, 2000; Lerner, 2000)

Las propiedades metabdlicas y enzimaticas de los odontoclastos son también similares a la
de los osteoclastos. (0shro v cols, 2001; Arana y Bradaschia, 2009) | 5 principal diferencia en biologia dental
y Osea es que el hueso sufre constantemente remodelacion fisioldgica, mientras el diente
sufre resorcién “normal” sélo en el caso de denticidon primaria, pero mas intrigante sigue

siendo la pregunta de por qué la raiz del diente permanente no se reabsorbe. (Harokopakis-
Hajishengallis, 2007)

Resultados obtenidos en estudios previos mostraron que no existen diferencias histologicas
en los tejidos pulpares de los dientes temporales y permanentes, pero si existe una
diferencia desde el punto de vista fisioldogico, como es la reabsorcion de los dientes
temporales; por esto, se cree que los mecanismos que producen estos fendmenos no se
encuentran en los constituyentes histolégicos del diente, sino a nivel enzimatico. &4 ¥ cols; 1993)

Estudios in vitro de la misma época han mostrado que la pulpa temporal, al colocarla sobre
geles de colageno, presenta una actividad colagenolitica pero esta actividad no se constatd
en pulpas permanentes; para los autores, este hecho podria indicar la posibilidad de que
exista un factor difusible en forma "activa" en la pulpa de los dientes temporales (la
colagenasa). Se puede entonces suponer que la funcidn de la colagenasa no es
necesariamente igual en pulpa de dientes temporales que en pulpa de permanentes y que en
primer caso puede estar asociada a la reabsorcion fisioldgica y en el segundo a procesos de
renovacion y reparacion, (Sarmiento y cols, 1954)

En la actualidad, poco se sabe sobre como aparecen los precursores de los odontoclastos,
qué causa su diferenciacion, quién les da la sefial para comenzar la reabsorcion de la raiz del
diente primario en un tiempo y area especificas, por qué la transcitosis comienza del lado
basal al apical del odontoclasto permitiendo la descarga de restos 6seos desmineralizados, y
por qué se activan prematuramente en algunas condiciones patoldgicas y no en otras. La
mayoria del conocimiento sobre la reabsorcion de tejidos duros estd basada en estudios
sobre reabsorcion dsea osteoclastica. Actualmente, no hay adecuada evidencia cientifica para
probar que las células que reabsorben los tejidos duros dentales pertenezcan a un tipo
celular diferente a los osteoclastos. (Harokopakis-Hajishengallis, 2007)

Los osteoclastos multinucleados y algunos mononucleados (monocitos) con potencial
resortivo son positivos a la fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP), por esto es que se usa

como el marcador mas caracteristico de este proceso. También lo es el receptor de
calcitonina (Miyamoto y Suda, 2003)

Aplicando el marcador TRAP, siguiendo criterios histoldgicos y de citodiferenciacion se pudo
dividir en proceso de reabsorcidon en cuatro etapas; pre reabsorcion, donde la pared de la
camara pulpar es cubierta con una capa odontobldstica y ninglin odontoclasto multinucleado
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pudo ser detectada en dicha camara (nula tincidon positiva para TRAP), reabsorcion
temprana, donde odontoclastos multinucleados se detectan en la cdmara pero el resto de la
superficie pulpar sigue alun cubierta por la capa odontoblastica (regular tincion-TRAP),
reabsorcion tardia, donde los odontoblastos desaparecen de la cdmara pulpar y domina la
presencia de odontoclastos multinucleados alineados (tincién-TRAP dominante), vy
reabsorcion final, donde la superficie de dentina de la cdmara pulpar ha sido parcial o
totalmente reabsorbida. (Saharay cols, 1996)

Posteriores investigaciones de los mismos autores pudieron profundizar tales hallazgos,
obteniendo informacion de la citodiferenciacion de los odontoclastos y mostrandolo en
dientes deciduos de conejos, considerandolo un proveedor de material adecuado e ideal.
(Sahara 2001) De ambas investigaciones, los estudios histomorfométricos de la longitud de la
superficie radicular confirmaron que la clasificacion por caracteristicas histoldgicas que los
autores propusieron representa una secuencia de eventos durante el proceso de reabsorcion.

La reabsorcion fisioldgica de las raices de los dientes temporales es un proceso intermitente
en el que se alternan periodos de reabsorcion activa con otros mas prolongados de reposo,
durante los cuales se ponen en marcha procesos reparadores que restablecen la insercidn
periodontal de la zona reabsorbida. Durante estos periodos de reparacion sobre la superficie
radicular, se deposita cemento radicular ordinario, y si estos procesos de reparacion superan
por algin motivo a los de reabsorcion, el resultado puede ser una anquilosis, con la
consiguiente infraoclusion del diente.

Al final de la reabsorcion, los odontoclastos gradualmente pierden su borde rugoso y se
separan de la superficie reabsorbida (52" 1996) Se demostré histomorfométricamente la
posicién de un tejido cementoide, constituido por haces de fibras, lagunas, canaliculos y
cementociticos en formacidn depositados en forma irregular sobre lagunas de reabsorcion
dentinaria, como una reaccién de reparacién de los tejidos duros radiculares en superficies
dentinarias en reabsorcidn en etapas de reparacion tisular. (Martinez 1994)

Esta reparacion explicaria la reorganizacion del ligamento periodontal luego en un periodo de
reposo, que sigue al de reabsorcion. El tejido periodontal experimenta una desorganizacion
de sus componentes, cesando la sintesis de coldgeno y su posterior degradacion. Las fibras
principales se liberan del cemento y del hueso, observandose una compresion local de los

vasos sanguineos y una pérdida importante de sus componentes celulares. (Harokopakis-
Hajishengallis, 2007)

El epitelio gingival y la unidn gingivo-dental también participan en el proceso de
resorcion del diente primario. Como la resorcion radicular avanza, ambos migran
apicalmente, debido a la inflamacion a la unidon gingivo-dental. El epitelio migra debajo
de la corona del diente reabsorbido, aislando y protegiendo de la inflamacién en el
tejido pulpar remanente al germen del diente permanente en desarrollo. No se ha
establecido a ciencia cierta cobmo es que se produce la eliminacién del tejido pulpar,
pero se sabe que en este proceso intervienen células fagocitarias del mismo tejido, tales
como macroéfagos y fibroblastos modificados, pero ya en etapas tardias. Antes de la
caida del diente temporario, la pulpa adopta un aspecto de tejido de granulacién o
atrofia pulpar. El epitelio bucal también interviene en la caida y exfoliaciéon del diente
deciduo, a partir de su adelgazamiento y proliferacion por debajo del margen de la

corona, sin ocasionar una lesién importante sobre la mucosa de la zona. (arokopakis:
Hajishengallis, 2007)
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Proceso de reabsorcion

El papel fundamental de los osteoblastos en el proceso osteoclastogénico fue hipotetizado
hace bastante tiempo. (Redan y Martin, 1981) E||os referfan que la remodelacidon dsea era llevada a
cabo por dos importantes células: los osteoblastos y los osteoclastos, que el osteoblasto era
considerado el responsable celular de iniciar el proceso resortivo con la sintesis de la matriz
organica y su calificacidn, y que los osteoclastos, a través de sus propiedades enddcrinas y
paracrinas, completaban el proceso. Para los autores, el osteoblasto y no el osteoclasto
poseian receptores de hormonas reabsortivas dseas como la parathormona, Vitamina D e
interleuquina. Pero se requirieron varios afios para confirmar estos hechos y caracterizarlos.

Actualmente se prefiere pensar la etiologia de la reabsorciéon dentaria como una sucesion
encadenada de factores de transcripcion y de eventos mediados por integrinas que

comprenden un operativo ordenado, permitiendo una regulacion especifica de los mismos.
(Harokopakis-Hajishengallis, 2007, Wang y McCauley, 2010)

En este sentido, varios autores opinan que toda resorcion es el efecto de la inflamacién
asentada sobre un tejido mineralizado, que la reabsorcidon dental es una consecuencia
gue sigue a un proceso inflamatorio del ligamento periodontal y/o la pulpa del diente.
Segun este criterio, toda resorciéon seria un proceso mediado por complejas
interacciones entre factores humorales locales (citoquinas) y elementos celulares

(monocitos y clastos multinucleados) especializados en la destruccién de tejidos duros.
(Ne, Whitterspoon y Gutmann, 1999; Del Nero-Viera, 2005, Baer, 2001)

El proceso inflamatorio se produce en sitios de compresién, causado por constriccion de la
microvasculatura del ligamento periodontal. La inflamacion produce, en primera instancia,
alteraciones vasculares en los tejidos radiculares, peri-radiculares y pulpares, mediados
ahora por la histamina y la bradiquinina, reconocidos como potentes vasodilatadores ante la
falta de oxigeno, resultando en una necrosis focal en las adyacencias del ligamento y vasos
de la pulpa. Como consecuencia de la vasodilatacion, aumenta el flujo sanguineo y la
permeabilidad vascular, lo que permite la salida de liquidos y de proteinas, originando un
edema que acompafa la migracion de neutrofilos polimorfonucleares. Las primeras células
gue aparecen en el area necrotica son los macréfagos. Estas células son responsables de la
reabsorcion inicial de la capa precementicia. Se ha demostrado que estos macréfagos son
posteriormente seguidos por células multinucleadas (odontoclastos), los cuales atacan el
cemento y eventualmente la dentina. (Brudvik v Rygh, 1993)

El proceso de reabsorcidn por si mismo puede describirse como bimodal, comprometiendo la
degradacion de la estructura inorganica del cristal de hidroxiapatita y la estructura organica
de colageno del hueso. El proceso resortivo comienza cuando el odontoclasto se adhiere a la
matriz de hueso. La penetracidn inicial en el precemento/cemento se mostré que ocurre en la
periferia del area hialinizada del diente. Un nimero aumentado de células gigantes
multinucleadas fueron observadas adyacentes a areas de reabsorcién. Se han descripto

lagunas de reabsorcion penetrando el cemento y la dentina en dientes premolares humanos.
(Abass y Hartsfield Jr, 2007)

La caracteristica mas sorprendente y Unica del citoesqueleto del odontoclasto se encuentra
en el sitio de contacto célula-sustrato. La mediacién de la interaccion célula-sustrato en la
interfase entre el odontoclasto y el hueso es facilitada por proteinas de la familia de las
integrinas. La adhesién de los odontoclastos al hueso mineralizado a través de la expresion
en superficie de la molécula de adhesidon «,Bz receptor (receptor de vitronectina). Este
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receptor es una proteina transmembrana, cuyo extremo intracelular estd unido al
citoesqueleto de actina y cuyo extremo extracelular se una a moléculas de adhesion que se
fijaran al calcio de los cristales de hidroxiapatita del hueso. En esta instancia, los
odontoclastos organizan sus elementos citoplasmaticos, polarizando areas de la membrana
basal que permiten al aparato de Golgi la excrecidon de enzimas lisosomales que no salen a la
matriz extracelular sino que quedan atrapadas contra el hueso, donde acontecera el proceso
resortivo. Alli, con la superficie del hueso y por debajo del borde rugoso de la superficie
celular del odontoclasto como fronteras, se genera una camara hermética y con un
microambiente &cido donde acontecerd el proceso resortito. (Téitebaum, 2007)

La enzima anhidrasa carbdnica II (CA II), la cual es especifica para osteclastos, también es
importante en establecer un pH acido subosteoclastico. La CA II cataliza la conversion
intracelular de didxido de carbono (CO,) y agua formando bicarbonato (H,CO3), éste es muy
inestable y se disocia liberando iones H+ que son bombeados al espacio osteoclastico y que
disuelven rapidamente el componente déseo mineralizado. Privado el hueso de su capa
organica protectora, el espacio resortivo es un medio sin oxigeno, periféricamente sellado,
de extrema acidez (pH 3.0 a 4.5), donde distintas moléculas de adhesidén (proteinasas) se
fijan las sales cristalinas que comprenden el componente inorganico del hueso (iones de
calcio y fosfato en forma de hidroxiapatita); a un pH de 5.0 o mas bajo, la disolucion de

hidroxiapatita se incrementa dramaticamente, y la reabsorcion de tejidos duros puede
(Ne, Whitterspoon y Gutmann, 1999) (Figura 3)

ocurrir.
Capilar
Sanguineo
Anhidrasa
carbonica
o Microambiente de |
Matriz
caracter acido
I,‘ asea
—
T—  li— —
Figura 3.

Mecanismo de la resorcion dsea
Fuente: Sistema 6seo. Estructura y funcién.

Disponible en http://www.igb.es/cbasicas/fisio/cap06/cap6_3.htm (Consultado el 17/05/2011)
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Los odontoclastos parecen expresar multiples proteinas de integrina, algunas de las
cuales estan involucradas en la adhesion celular a la matriz de hueso; varias de
ellas han sido identificadas, de las cuales el colageno tipo I, la osteopontina y la
sialoproteina 6sea son las integrinas mas involucradas. El importante uso de las
integrinas en la adhesion y funcion de los osteoclastos ha sido demostrado tanto in
vivo como in vitro. Se sostiene que los odontoclastos degradan el mineral 6seo vy el
colageno con asincronia temporal sugiriendo que la fase inorganica es removida
antes de la colagenogénesis. La resorcion interna no es soélo de la dentina; después
de removerla, los odontoclastos también remueven grandes areas de esmalte.

Tres grupos de moléculas de adhesién estdn involucradas en el proceso de
degradacion del mineral dseo: colagenasas y matriz de metaloproteinasas (MMP)
que actdan con un pH neutro (7.4) y la familia proteinasa cisteina, la cual actta con
un pH acido. Las proteinas cisteina son secretadas por el osteoclasto en la zona
clara de su borde rugoso, donde el pH es mas acido, mientras que la colagenasa
parece activarse en la superficie 6sea reabsorbida, donde el pH es cercano al

neutral debido a la capacidad buffering de las sales 6seas disueltas. (Hndskog and Lilja,
1983, Lilja y cols, 1983; Keeling y cols, 1993; Vandevska-Radunovic y cols, 1997; Yamaguchi y cols, 2004)

Las metaloproteinasas (MMP) juegan un papel principal en facilitar la posterior
adhesién de odontoclastos en las paredes de la cdmara; estas proteinas degradan
la superficie mineralizada produciendo la atraccion de osteoclastos circulantes
procedentes de los vasos proximos, predisponiendo al tejido de superficie a la
reabsorcion osteoclastica. Las MMPs son aproximadamente 159, 28 de las cuales
son especificas de la matriz extracelular, (Morrson y cols, 2001) conpciendo el papel de las
MMP en la regulacion del remodelado 6seo, estudios indicaron que pueden ser de
importancia para determinar dénde y cuando “atacan” al hueso los odontoclastos
(Holliaay, 2003). Redlich (2004) raqlizd cultivos de células del ligamento periodontal, las
cuales se sometieron a una fuerza centrifuga durante diferentes periodos de
tiempo, y determind que el ligamento periodontal se remodela tras la aplicacion
de una fuerza ortoddncica en gran parte por la expresion genética de las MMP-1 en
los fibroblastos presentes.

Se ha sugerido que la proteina morfogénica éseas (BMP), en combinacién con 1.25
(OH), vitamina D3 tiene un profundo efecto de crecimiento odontoclastico asi como
en el reclutamiento de odontoclastos. Los receptores del factor de necrosis tumoral
(y B (TNF-( -B) regulan la odontoclastogénesis. Junto con la interleuquina-1, ambas
citoquinas reclutan los osteoclastos para la reabsorcién ésea.
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Regulacion de la actividad odontoclastica

La mayoria de los factores regulatorios operan a través de receptores de superficie
localizados en odontoblastos mientras que pocos actian directamente sobre odontoclastos.

resu ctor regu ri involucr ctivi célu

Un resumen de los factores regulatorios involucrados en la actividad de células
z : : : : Nakashi Is, 2000; Teitelb , 2000; H k kis-Hajish llis, 2007

cldsticas |ncluyen a C|toqumas (Nakashima y cols eitelbaum arokopakis-Hajishengallis )/

factores de crecimiento (Koseki y cols, 2002; Sato y cols, 2009; Jensen y cols, 2010), hormonas (McCarthy,
Ji y Centrella, 2000; Boabaid y cols, 2004; Minuto y cols, 2005; Tang y Meng, 2009; Atfi y Baron, 2010) y otras

moléculas (Manolagas, 2000; Kalia, Melsen y Verna, 2004; Li y cols, 2010)

Son importantes factores que intervienen directamente en la reabsorcion fisioldgica
del hueso, pero también se incluyen aquellos mediadores quimicos producidos por
reacciones inflamatorias subsecuentes a una lesién mecanica o a la infeccion.

El ligando RANKL (abreviatura de ligando del receptor activador del factor de
transcripcion KB) esta asociado a la membrana celular de los odontoblastos. Si hay
suficiente contacto célula-célula, el RANKL se fijara sobre un receptor de membrana
de los precursores odontoclasticos. Este receptor es altamente especifico y se
denomina RANK (abreviatura de Receptor Activator of Nuclear Factor KB). La union
del RANKL al receptor RANK induce la activacion de una cascada de sucesos
intracelulares que llevan finalmente a la diferenciacién y activacion de los
odontoclastos; como consecuencia de esta situacién se produce la accién de estas
células sobre el hueso libre subyacente y se inicia la resorcion dsea.

Ademas del RANKL, los odontoblastos producen una proteina que inhibe el
desarrollo de los odontoclastos in vitro e in vivo. Esta proteina es la
Osteoprotegerina (OPG) y es también un miembro de la superfamilia del factor de
necrosis tumoral (TNF). La OPG es un factor soluble, esto es, no esta anclado a la
membrana celular y actia predominantemente en el medio intercelular. La OPG
actla a este nivel como un receptor sefiuelo, uniéndose al RANKL y neutralizandolo,
impidiendo su fijacién al RANK; de esta forma inhibe la diferenciacién, la sobrevida
y la fusién de células precursoras de odontoclastos, bloquea la activacion de
odontoclastos maduros e induce su muerte celular programada (apoptosis).

Por medio de lo anterior, la resorcidon dsea se regula por la relacion entre RANKL y
OPG. Si predomina RANKL el sistema se inclinard hacia una resorcién Osea
aumentada; en tanto que si predomina OPG, se producirda una inhibicion de la

resorcion 6sea de mayor o menor medida en funcidon del predominio relativo de
OPG (Aubin y Bonnelye, 2000, Oshiro y col, 2002; Xing, Schwarz y Boyce, 2005, Harokopakis-Hajishengallis, 2007)

Otra molécula que participa en la resorcién dental es el factor estimulador de
colonias de macréfagos (M-CSF 6 CSF1). M-CSF es un factor de crecimiento
hematopoyético involucrado en el crecimiento, sobrevida, proliferacion vy
diferenciacion de células hematopoyéticas (macroéfagos, osteoclastos, fibroblastos y
células endoteliales). Uno de los mecanismos de acciéon del M-CSF es la de regular

positivamente al factor RANK en las células progenitoras de osteoclastos, otro
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mecanismo inhibe al gen de la OPG y asi ambos mecanismos promueven la
osteoclastinogénesis. Las expresiones de RANK, OPG y M-CSF por células dentales
son importantes para la diferenciacion y activacion de los preodontoclastos, tanto

en condiciones de reabsorcidn radicular fisioldgica como patoldgica. (tossdorfer, Gotz y
Jager, 2002; Heinrich y cols, 2005; Boyce y Xing, 2008)

Factores sistémicos como la parathormona o drogas tales como la indometacina afectan
los procesos de reabsorcidn de hueso y raiz; esta droga es un inhibidor de la sintesis de
prostaglandinas, y su accidon inhibe la funcion de reabsorcién de los osteoclastos
mientras que mejora la reabosorcién radicular por los odontoclastos. (-:3fargues y saffar, 1993)

La parathormona no afecta la reabsorcién radicular, pero estas conclusiones deben
ser aun tomadas con cautela; se ha demostrado que la parathormona no actda
directamente en los odontoclastos, en cambio causa fisuras en la capa
osteoblastica, la cual cubre el hueso y a la cual los osteoclastos son atraidos y
ligados para comenzar la reabsorcién. A diferencia de los osteoblastos, los
cementoblastos que cubren la superficie radicular no responden a la estimulacion
de las glandulas paratiroides en el mismo modo, lo cual puede explicar la
resistencia de la superficie radicular a esta hormona. Esta explicacién es avalada
también por la observacion que un diente traumatizado que se anquilosa pierde la
protecciéon de la capa ameloblastica, resultando que la raiz se “pega” al hueso

alveolar y la administracién de parathormona causa reabsorcidén tanto del hueso
como de la ral'z (Lindskog, Blomlof y Hammarstrom, 1987)

Sahara y cols 1%°% refieren que no observaron reabsorcién odontocldstica durante el
hiperparatiroidismo.
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Patron de reabsorcion

Una evoluciéon importante tuvo la determinacion del sitio de reabsorcidn inicial en la
pieza dentaria y el patrén que ésta seguia cuando progresaba. Inicialmente se decia que
las reabsorciones eran simétricas cuando progresaban.

En 1990 analizaron en 64 dientes deciduos humanos, el proceso de reabsorcidn
radicular, con microscopio 6ptico; se pudo observar que la reabsorcion mas avanzada
de la raiz en los deciduos se produce en las areas apicales. La posicidon de la reabsorcion
varia en estos dientes; la superficie lingual se reabsorbid mas extensamente que la
labial en los dientes anteriores mientras que en los deciduos molares fue mas avanzada
la reabsorcion del area furcal y la superficie de cemento interradicular de las raices,
donde se observaron lagunas de reabsorcién en el conducto radicular y la cdmara
pulpar, y en algunas raices de dientes deciduos se observd claramente la aparicidon de
cemento celular reparador y de fibra periodontal (/2 €t @ 1990)

Posteriormente se informdé que en molares deciduos la reabsorcion se iniciaba
simultdneamente en el apice, en la superficie interna de la raiz y la bi o trifurcacion, que
en el caso de los molares superiores se veia primero en las raices mesial y distal y luego
en la palatina, y en los inferiores habia una marcada reabsorcidn inicial en la raiz distal
seguida de la mesial. Nuevos estudios contradijeron estos hallazgos al encontrar que en
el estadio de reabsorcidn inicial, la progresibn mas comuUnmente observada fue la
lateral, y cuando avanzaba la reabsorciéon a un estadio medio podia pasar de apical a
horizontal y de lateral a diagonal en el 80% de los casos. (002 Aguilary Espinal, 2001)

Articulando con los dientes permanentes, la resorcién radicular del diente primario se
inicia en el sitio de la raiz que esta mas cerca al sucesor permanente. En los dientes
anteriores, por ejemplo, la corona completa del sucesor permanente se encuentra
lingual al tercio apical de la raiz del predecesor primario. El movimiento eruptivo del
diente permanente tiene una direccidn incisal y vestibular; esto causa la resorcién de la
superficie lingual del tercio apical de la raiz del diente primario. Una vez que hay
resorcion de la superficie vestibular, el diente permanente es encontrado debajo de la
raiz del diente primario. Desde aquel momento, la resorcion sigue adelante
horizontalmente en una direccidén incisal, hasta que el diente primario se exfolie y el
diente permanente erupcione en la cavidad oral.

En estudios recientes de revisidon sobre los eventos moleculares e histoldgicos en la
reabsorcion fisioldégica de la raiz en dientes primarios se sostuvo que la reabsorcion de
la raiz parece ser iniciada y regulada por el reticulo estrellado y el foliculo dental de los
dientes permanentes subyacentes por medio de la secrecion de moléculas
estimulatorias, es decir, citoquinas y factores de transcripcidn. Los dientes primarios sin
sucesor permanente finalmente también exfolian, pero la comprensién del mecanismo
es escasa: Esta revision también aporté que el conocimiento sobre los mecanismos
involucrados en la reabsorcion de la raiz fisioldgica puede permitir demorar o incluso
inhibir la exfoliacién de los dientes primarios en aquellos casos en los que los dientes
sucesores permanentes no estan presentes, y por ende, es conveniente la preservacion
de los dientes primarios. (Harokopakis-Hajishengallis, 2007)
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MECANISMOS DE DEFENSA DE LA PULPA DE DIENTES DECIDUOS

El ndcleo de la pulpa dental contiene grandes vasos sanguineos y nervios, que estan
rodeados por un tejido conectivo laxo. Debido a la extensién de las prolongaciones
citoplasmaticas de los odontoblastos en los tibulos dentinales, estas células constituyen
la parte principal del complejo pulpa-dentina. Cuando este complejo es agredido por
diversas causas fisioldgicas o patoldgicas, reacciona en un intento por defender la pulpa.

La reaccion puede ser tanto la reparacion tisular, donde la continuidad es restaurada pero el
tejido curado difiere en anatomia y funcién, o la regeneracion tisular, donde tanto la
anatomia como la funcion son restauradas. En este sentido, en la region oral, las heridas de
piel y de mucosa son reparadas con la formaciéon de cicatrices; en cambio, los tejidos
dentales son Unicos en comparacién con la mayoria de los demas tejidos en el cuerpo debido
a su marcada capacidad de regeneracion. (Adreasen y Lovschall, 2010)

Un ejemplo de reparacion tisular es la produccién de dentina esclerdtica o reaccionaria que
cierra considerablemente el lumen de los tubulos como mecanismo de defensa bioldgico
pulpar; este mecanismo intenta detener el avance del proceso de caries disminuyendo la
permeabilidad dentinaria por medio de aposicion de material calcificado como: apatita y
otros cristales (1° linea de defensa) que actla como un escudo de proteccién contra los
irritantes y que provee tiempo adicional para que actle la 2° linea de defensa, que es la
dentina reparativa: los odontoblastos en descanso se reactivan o son reemplazados por las
células mesenquimales y se produce una nueva dentina reparativa; la cantidad que se forma
de ésta es proporcional a la cantidad de tejido sano que se corta en el lado del esmalte. A
medida que los odontoblastos son estimulados por la lesién que avanza, la pulpa
deposita dentina reparativa debajo de los tubulos afectados, este mecanismo pretende

mantener una pared dentinal entre la lesidon y la pulpa limitando la difusién de
sustancias téxicas (Llena, Montafia y Forner, 2000; Fuks, 2000; Smith, 2003)

En la regeneracion tisular, no obstante, lo que distingue las células de una estirpe de las
de otra no es la informacién genética de que disponen, sino la expresion diferencial de
unos u otros genes (la expresion de los genes se traduce en la sintesis de proteinas);
asi, las células que expresan determinados genes producen unas proteinas especificas.
Lo que determina qué genes expresa una célula y qué genes no expresa, no es el
contenido genético de la célula sino factores entre los que se hallan el microambiente en
que vive la célula y que contiene gran cantidad y diversidad de sefiales que le indican y
le ordenan cual debe ser su patrén de comportamiento. Una célula madre (también
denominadas stem cells, células progenitoras, troncales, del tronco, precursoras,
estaminales, entre otras acepciones) es una célula "genérica" que puede hacer copias
exactas de si misma indefinidamente. Ademas, una célula madre tiene la capacidad de
producir lineas celulares especializadas para varios tejidos del cuerpo, tales como:

musculo cardiaco, tejido cerebral, tejido hepatico, fibras periodontales y dentina, entre
otras (Ying, Nichols y Evans, 2002, Jiang y cols, 2002; Kérbling y Estrov, 2003; Wilmut, 2004; Daley 2004, Martin y cols, 2005; Chan,

O "Donoghue, De la Fuente y cols, 2005)

La medicina regenerativa es la disciplina médica que se ha basado fundamentalmente
en los nuevos conocimientos sobre las células madres y en su capacidad de convertirse
en células de diferentes tejidos. Se sustenta en la terapia celular, en la administracion
de elementos subcelulares y en la ingenieria de tejidos, conductas utilizadas para
reemplazar por células sanas a las células dafiadas por diversos procesos en
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determinados tejidos, propone reparar los tejidos dafiados mediante mecanismos
similares a los que, de forma natural, emplea el organismo para la renovacion de las

poblaciones celulares que van envejeciendo y que deben ser sustituidas por otras que
suplen su funcién (Donovan y Gearhart, 2001; Lépez Moratalla, 2003; Rosenthal, 2003)

Para la regeneracion tisular es necesario que ocurran tres factores determinantes. El
primero, que una poblacidon celular especifica del tejido (por ejemplo, células
progenitoras de la pulpa o del ligamento periodontal, esté presente después de la
lesidon; si estas células no estuvieran presentes, se llevara a cabo una reparacion en vez
de una regeneracion. El segundo, deben existir condiciones que sean conductivas para
la migracién de células especificas del tejido hacia el sitio de la herida. El tercer factor es
la presencia de cuerpos extrafios contaminantes o bacterias; la inflamacion vinculada a una
herida contaminada conduce a la reparacion en vez de regeneracion, probablemente debido
a que la contaminacion lleva a una formacion de tejido granular inflamado a expensas de la
proliferacién y migracién de células especificas del tejido. (Ba ¥ Murphy, 2004)

Si bien las distintas modalidades terapéuticas vigentes ofrecen 6ptimos resultados, una
forma ideal de tratamiento con enfoque regenerativo seria aquella que los tejidos
pulpares necroéticos o enfermos sean reparados o reemplazados por tejido pulpar sano
para revitalizar el diente. El rol de las células de la pulpa dental de dientes deciduos
como agente bioactivo para la reparacion y regeneracién tisular es tema de
investigacion recurrente en las Ultimas décadas. La pulpa dental joven, particularmente
la pulpa de la denticion decidua, tiene un alto potencial regenerativo; la evidencia radica
en la alta celularidad y vascularizacion de este tejido, fundamentalmente en estadios
anteriores a la reabsorcion fisioldgica. Mm@y cols, 2002)

En la actualidad, cuatro tipos de células stem dentales humanas han sido aisladas vy
caracterizadas:
a) células madre de la pulpa dental (Gronthos y cols,
b) células madre de dientes deciduos (Mura v cols, 2003)
c) células madres de la papila apical (Someyamay cols, 2008)

d) células madre del Iigamento periodontal (Seo y cols, 2004, Kramer y cols, 2004, Seo, Miura y cols, 2005;
Ivanovsky y cols, 2006; Yamazaki y cols, 2007; Kadar y cols, 2009)

2000)

La identificacién de estas células dentales provee una mejor comprension de la biologia
de los tejidos de la pulpa y del ligamento periodontal, y su potencial regenerativo
después del dafio tisular. (Fuan9: 2008)

Thesleff ?°°? destacd la base genética del desarrollo dentario y de defectos dentales,
diciendo que los genes regulatorios del desarrollo han sido conservados en un alto
grado durante la evoluciéon. Cadenas de genes similares regulan el desarrollo de los
dientes al igual que el de otros 6rganos, y que la supresion de la funcion de muchos de
estos genes altera el desarrollo del diente detenido pero también muestran defectos en
muchos otros tejidos.

Ese mismo afio se logrd aislar una poblacion clonogénica, rapidamente proliferativa de
células de pulpa dental humana posnatal (CPD). Estas células se compararon con las
células estromales de la médula désea (CMO), reconocidos precursores de los
osteoblastos. Se encontré que las CPD producian, esporadicos nddulos densamente
calcificados y no formaban adipocitos, mientras que las CMO habitualmente calcificaban
a lo largo de la capa celular adherente con grupos de adipocitos abundantes en lipidos.
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Los autores concluyeron que las CPD tienen la habilidad de formar un complejo similar a
la pulpa-dentina (Gronthos et al, 2000)

Posteriormente, este mismo equipo de investigadores encontré que los dientes
deciduos humanos exfoliados contienen células clonogénicas altamente proliferativas
(células madres en dientes primarios), capaces de diferenciarse en una variedad de
células (nervios, adipocitos, odontoblastos). Por primera vez lograron aislar células
madres provenientes de este tipo de dientes y confirmaron que estas células son
posibles de diferenciarse en una variedad de tipos celulares (células nerviosas,
adipocitos y odontogénicas, identificadas clinica e inmunofenotipicamente). Después de
trasplantadas in vivo, los autores hallaron que estas células eran capaces de inducir la
formacion de hueso. Refirieron que estas células son completamente diferentes de las
identificadas por este mismo equipo, descriptas en el parrafo anterior, en términos de
gue no sdlo derivan de tejidos accesibles sino que proveen una cantidad de células
suficiente para aplicaciones clinicas potenciales. (M Gronthos, Zhao et al, 2003)

Goldberg y Smith ?°°% publicaron una actualizacién sobre los fundamentos bioldgicos
para la ingenieria reparadora y de los tejidos, en términos de las matrices celulares y
extracelulares de la dentina y la pulpa dental. Después de explayarse sobre el estado
del arte en la biologia de los odontoblastos, la biologia pulpar vy su reparacién, los
autores concluyen que algunas moléculas halladas en la matriz extracelular de la
dentina puede tener potencial en terapia dental como agentes bioactivos para la
reparacion de la pulpa o la ingenieria de los tejidos.

Otro estudio inmunoldgico traté de determinar, en la pulpa de dientes deciduos, cémo varia
la distribucién y la densidad de distintas células inmunocompetentes durante el proceso de
reabsorcion fisioldgica de la raiz. Compararon tres grupos de dientes extraidos en distintas
etapas de reabsorcion; un grupo con dientes deciduos intactos, otro grupo de dientes cuya
reabsorcion fue menor al tercio del largo de la raiz, y un tercer grupo de dientes donde la
reabsorcion era de 1/2 a 2/3 del largo de la raiz. Los autores concluyeron que las células
inmunocompetentes de la pulpa de los dientes deciduos se incrementan conforme al avance
de la reabsorcion de la raiz fisioldgica, y sugieren que la inmunocompetencia de los dientes
deciduos es alterada por este proceso. (A7gelova et al, 2004)

Investigaciones ratificaron que la principal tarea de estas células provenientes de la
denticion decidua parece ser la formacién de tejido mineralizado, el cual puede ser
usado para mejorar la regeneracién dsea orofacial. (P2Paccio ¥ cols, 2006, Luisi y cols, 2007; Wei y cols,
2007; seo y cols, 2008) Ng obstante, este tipo de células stem son también trasplantadas a
tejidos cerebral y dérmico en ratas, desarrollando caracteristicas nerviosas muy
replicables y viables; numerosos estudios coinciden en que estas células resultan una

fuente segura de un material replicable para producir dentina y tejido neuroldgico
auto g éni co (Gronthos y cols, 2002; M.Miura y cols, 2003, Shi y Gronthos, 2003, Miletich y Sharpe, 2004, Nosrat y cols, 2004, Shi y

cols, 2005; Y.Miura y cols, 2006; Techawattanawisal y cols, 2007; Widera y cols, 2007; Ma, Wang y cols, 2007; D'Aquino y cols, 2007;
Arthur y cols, 2008, Koyama y cols, 2009)

En términos de la identificacion de marcadores de diferenciacion celular, células stem
obtenidas de la pulpa de dientes deciduos obtenidas de nifios sanos entre 6 y 10 afios,
posteriormente cultivadas mostraron intensa positividad para marcadores de
diferenciacion osteoblastica como osteocalcina, RUNX-2 y CD44, proveyendo evidencia
de que los dientes deciduos proveen un “nicho” aprovechable de células stem, y que es
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una fuente ideal de osteoblastos asi como tejido mineralizado, listo para la regeneracion
dsea, trasplante y terapias clinicas tisulares. (-3 ¥ cls, 2006)

Investigadores italianos refirieron el problema que significaba para los cirujanos orales y
craneofaciales hallar huesos para injertos, y ratificaron que las células madres derivadas
de la pulpa dental humana eran optimas para la diferenciacion en osteoblastos y
representaban una fuente potencial de produccién in vitro de hueso auténomo. Los
autores describieron sus resultados preliminares en este nuevo campo y su potencial
aplicacion en cirugia maxilofacial. La pulpa dental fue extraida de 34 dientes humanos
permanentes de pacientes adultos (19-37 afios); después de procesadas las células
fueron seleccionadas usando técnicas moleculares de adherencia (STRO-1, CD34, CD45,
CD44 y RUNX-2). Los osteoblastos diferenciados, después de 30 dias de cultivo,
comenzaron a secretar una matriz mineralizada extracelular, la cual 2 semanas
después, construyé un considerable numero de muestras de tejido déseo en
tridimensién. Los autores concluyeron diciendo que contaban con fuerte evidencia que
la pulpa dental de dientes deciduos es un “nicho” de células madres del estroma y que
es una ideal fuente de osteoblastos asi como de tejido mineralizado, listo para la
regeneracion 4sea, trasplante y terapias clinicas basadas en tejidos. (-2 cols 2006)

Si bien se conoce la multipotencialidad de estas células, aun no se sabia si pueden
generar tejido pulpar dental in vivo. Se evaluaron las caracteristicas morfologicas del
tejido formado cuando este tipo de células se siembran en celdas biodegradables dentro
de rajas dentales humanas y luego transplantadas en ratones inmunodeprimidos. Se
observd que el tejido resultante presentd arquitectura y celularidad muy similar a la de
la pulpa dental fisioldgica; un analisis con microscopia electrénica e inmunohistoquimica
de la sialoproteina dental sugirié que las células se diferenciaron en odontoblastos in
vivo. Notablemente, estas células también se diferenciaron en células endoteliales,
ratificando a las células madres de dientes deciduos como una fuente viable para la
ingenieria tisular, (cordeiroy cols, 2008)

Otro aspecto del analisis de las células stem de dientes deciduos humanos para
reconstruir defectos 6seos craneales de gran tamafio es el que se realizd en ratas sin
inmunodepresidn; estas células nunca se habian utilizado en experimentos similares. Se
realizaron dos grandes defectos similares y simétricos (8x5 mm) en cada regidn parietal
de 8 ratas no inmunocomprometidas. En 6/8 ratas el lado izquierdo fue suplantado con
una membrana de colageno sélo y el lado derecho con coldgeno mas células stem, y en
2/8 el lado derecho con coladgeno sélo y nada agregado del lado derecho. Los hallazgos
de esta investigacion sugirieron que estas células stem son una fuente celular adicional
para corregir grandes defectos craneales en ratas, y constituye un modelo promisorio
para la cirugia craneofacial, (PeMendoca Costay cols, 2008)

Un estudio logré aislar y caracterizar células madres de la pulpa dental en un diente
supernumerario (un mesiodens) de un paciente varon sano de 20 afos de edad. Estas
células fueron comparadas con las del canino deciduo inferior izquierdo. Siguiendo métodos
de cultivo similares a otras investigaciones, en ambos tipos de dientes 73% y 83% de las
células respectivas fueron capaces de formar colonias. Los autores concluyen que los dientes
supernumerarios junto con los deciduos también representan -junto a los permanentes- una
valorable fuente de células madres, demostrando la viabilidad de estas células en un tejido
que generalmente es desechado. (Hvang, chen y cols, 2008)
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La expresion de multiples marcadores de células stem en células de la pulpa dental
cultivadas en medios libres de suero fue recientemente analizada. Las lineas de células
stem se desarrollan en medios que contienen generalmente suero fetal bovino; sin
embargo, el potencial alergénico y la posibilidad de contaminaciéon cuando se usa un
medio que contiene suero podria ser una barrera para el trasplante y en consecuencia
para la introduccién de métodos terapéuticos con este tipo de células en aplicaciones
clinicas. Se estudid la conservacion de células dentales mesenquimaticas en cuatro
diferentes medios de cultivo libres de suero. La viabilidad de los tests mostrdé una
diferencia significativa entre el control y los medios de cultivo libres de suero, tanto en
células provenientes de pulpa de dientes deciduos como permanentes se desarrolld
utilizando cuatro marcadores especificos: CD44, CK19, nestin y P63; de todos, el que
mostro la mas alta tasa de proliferacion fue el medio ITS-X con factor embriotréfico
(ETF), sugiriendo ser un idéneo medio de cultivo de células madres de pulpa dental
humana, preservando la pluripotencialidad en la diferenciacion. (*ratay cols, 2010)

Una prometedora terapia celular para la regeneracidon dsea utilizando cultivos de células
madre de dientes deciduos, pulpa y médula désea y luego implantandolas en la
mandibula se esta desarrollando. Se comprobd que las células madre provenientes de
dientes deciduos, pulpa dental y médula 6sea con tienen la capacidad para formar el
hueso y sugieren que la formacion de hueso con células stem provenientes de dientes
deciduos puede tener el potencial de generar un injerto entre un nifio y sus padres. Este
estudio preclinico podria allanar el camino para la terapia de células madre en
reconstruccién maxilofacial ortopedia y oral. (¥amaday cols, 2010)

Recientemente se han publicado dos trabajos muy importantes sobre el tema. Uno de
ellos refiere a la aislacion de células madres de la pulpa de dientes deciduos en
diferentes niveles de reabsorcidn fisioldgica; lograron cultivar y aislar células madres
proveniente de pulpas dentarias en etapas avanzadas de reabsorcién (grupo I) pero no
lograron cultivos celulares en pulpas que no mostraban ninguna caracteristica resortiva
visible (grupo II); estas células fueron medidas con distintos marcadores celulares,
incluyendo CD44, y con citometria de flujo se cuantifico la cinética de la produccion
celular in vitro. Los autores vinculan la aislacidon y obtencién de células madres con el
proceso fisioldgico de rizélisis. (Bemard’y cols, 2011)

El otro trabajo reporta los resultados de la comparacion de dos métodos de cultivos de
células stem provenientes de dientes deciduos en el potencial de diferenciacién osteo-
odontogénica. Se compararon la conducta bioldgica de las células stem de los cultivos
provenientes de disociacidon enzimatica y de extension directa proveniente de tejidos
pulpares; los cultivos provenientes de la primera comprendieron poblaciones de células
heterogéneas mientras que las provenientes de la segunda eran mas delgadas vy
heterogéneas. La tasa de mineralizacidn y la cantidad de matriz mineralizada producida
fue mas alta en los cultivos de disociacién enzimatica, por esto se sugiere que las
células provenientes de estos cultivos muestran un mejor potencial de

biomineralizacién, lo cual podria ser de ventaja para la aplicacién en terapéuticas
clfnicas (Bakopoulou y cols, 2011)
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PLANTEO DEL PROBLEMA

Los eventos fisiolégicos que se involucran en los procesos del recambio dentario,
como la presién que ejerce la corona del diente permanente en su camino eruptivo
sobre las raices de las piezas primarias, generan modificaciones histoquimicas que
inducen el proceso de reabsorcién radicular.

Se trata de ampliar los conceptos tedricos que fortalezcan los conocimientos
referidos al proceso fisioldgico de reabsorcidn radicular.

OBJETIVOS

General

El objetivo general de la tesis fue determinar los niveles de concentracion de CD44
a través de un marcador especifico, el acido hialurénico, en distintos estadios del
desarrollo radicular y en las etapas involutivas en tejido pulpar inflamado, sano y
supernumerario de las piezas dentarias de la primera denticién.

Particulares

# Determinar el grado de adhesién eritrocitaria en piezas dentarias deciduas,
medido en distintas diluciones geométricas de lisado pulpar y acido
hialurénico (puro, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512 y
1/1024)

# Estimar el pardmetro de sensibilidad del método para medir el grado de
adhesion eritrocitaria como cuantificador de la concentracidon de CD44.

# Describir al grupo de pacientes incluidos en términos de la edad, sexo, factor
y grupo sanguineo.

# Clasificar las muestras de tejido pulpar de acuerdo a las caracteristicas
patoldgicas (pulpa decidua sana, pulpa decidua con caries) y fisioldgicas
(supernumerarios deciduos, supernumerarios permanentes).

# Cuantificar la concentracion de CD44 en cada uno de los grupos evaluados.

# Comparar cuantitativamente el grado de aglutinacién entre los grupos
establecidos.

# Articular los resultados obtenidos con el diagndstico clinico.

HIPOTESIS

La magnitud de la presencia de CD44 en la pulpa dental estd en correlaciéon con la
complejidad del proceso de reabsorcion radicular.
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MATERIALES Y METODOS

Se trabajé con pacientes atendidos en un consultorio odontoldgico privado y los que
concurrieron al Servicio de Odontopediatria de FOR-UNR.

Como criterio de inclusion se seleccionaron piezas que por diversas patologias debieron
realizarse diferentes tratamientos odontoldgicos en dientes deciduos que involucraran
extirpaciones pulpares o extracciones. También se incluyeron piezas de dientes
supernumerarios. Fueron excluidos aquellos pacientes con diagndstico de alguna
enfermedad sistémica que pudiere influir en la respuesta bioldgica de reparacion.

El tejido pulpar provino de piezas dentarias deciduas derivadas a endodoncia con
diagndstico de pulpitis irreversible y de otras piezas con pulpa sana que por motivos
ortoddncicos debieron realizarse exodoncias; también se incluyé tejido pulpar
proveniente de dientes supernumerarios (deciduos y permanentes) que debieron ser
extraidos por alteracién en la ubicacién en la arcada dentaria. Para cada pieza dentaria
incluida en la muestra se completdé una planilla de recolecciéon de datos que incluyé un
consentimiento considerando las normas de ética de la UNR (Ver en Anexos: Planilla de
recoleccion de datos).

Para la extirpacion pulpar de las piezas dentarias se hizo la apertura de la cdmara
pulpar y con una cucharita tipo Black se extrajo la pulpa. Todas las muestras de pulpa
obtenidas fueron sumergidas en solucion fisioldgica en tubos Eppendorf y congeladas a -
200C, hasta su procesamiento

Descripcion de la técnica de dosaje de CD44

El procesamiento consistié en la aplicacion de la técnica de dosaje de CD44 mediante la
cuantificacién de la inhibicion de la adhesiéon o aglutinacion. En las reacciones de
inhibicién de la aglutinaciéon, la estimacidon de la especificidad y titulo de anticuerpo se
realizé en base a la competencia entre antigenos particulados y solubles por los sitios de
combinaciéon. Esto pudo ser homologado a la reaccidon Receptor de Hialunorato (CD44-
Hialuronato). En estas reacciones se combina primero el ligando con el receptor soluble,
inhibiendo luego la adhesiéon (aglutinacién) indirecta de células indicadoras. Se
interpreté que en presencia del CD44, el acido Hialurdnico fue consumido produciendo
una disminucién de la agregacién de los eritrocitos. (P 9oy cols, 2009)

Materiales
1) Soluciéon de Hialuronato (Sigma-Aldrich 1876 Hyaluronic acid, sodium salt form
umbillical cord)
2) Lisado de tejido pulpar extraido de:
a) piezas dentarias deciduas con tejido pulpar sano
b) piezas dentarias deciduas con tejido pulpar con caries penetrante.
c) piezas dentarias provenientes de dientes supernumerarios (deciduos vy
permanentes).
3) Sistema revelador: eritrocitos del mismo grupo sanguineo y Rh del paciente,
bromelinizados (Sigma B22.52), suspendidos al 2% en buffer fosfato salino (BPS).
4) Testigo positivo para la adhesion: solucién de Hialuronato + BPS + sistema
revelador.
5) Testigo negativo: BPS + sistema revelador
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Método

19 paso: Sistema revelador. Se adicioné un volumen y medio de bromelina (Sigma B22.52) de
concentracién 5mg/ml, a un volumen de “coulot” de gldbulos rojos, se incubé durante 15 minutos
a 379°C. Posteriormente los glébulos rojos fueron lavados centrifugandolos 3 veces durante 3
minutos a 3000 RPM. Luego de este proceso, se retir6 el BPS sobrenadante con una pipeta
aspirativa y se lo suspendi6 en BPS al 2%.

Concomitantemente se rotularon 11 tubos limpios como “puro”, “1/2”, “1/4", “1/8”, “1/16",
“1/32",%1/64","1/128","1/256", 1/512" y “1/1024", respectivamente.

29 paso: Se tomd la muestra de pulpa a estudiar lo mas triturada posible. Esta pulpa se agregé
al primer tubo rotulado (“puro”) y al segundo (“1/2"). Se procedié entonces a realizar la dilucion
geométrica: Se tomd todo el volumen del 2° tubo (“1/2") y se pas6é una gota al 3° (“1/4"),
devolviendo al tubo original lo que sobré. Asi se procedid sucesivamente hasta el uUltimo tubo,
completando toda la serie y teniendo en todos los tubos el mismo volumen de liquido. Del 2° tubo
al 110 tubo se agregd una gota de BPS (depésito de la pipeta en el fondo del tubo).

39 paso: En cada uno de los 11 tubos rotulados se coloc6é una gota de Hialuronato y se llevo a
incubar en heladera durante 15 minutos a 4° C. También se realizd una dilucidon del suero del
paciente del mismo grupo de la muestra para utilizar como testigo.

49 paso: Bromelinizar. En un tubo aparte se mezclaron 6 gotas de los glébulos rojos lavados y 9
gotas de bromelina, colocandolos en un tubo limpio. Este tubo se incubd durante 15 minutos a
37°C.

50 paso: Se colocd una gota de los globulos rojos bromelinizados en cada uno de los tubos
rotulados en que se realizd la dilucién geométrica, inclusive en el 1° tubo (“puro”) y se incubd 24
horas en heladera.

Pasado este tiempo, se realizd la lectura; los resultados de las titulaciones se expresaron en
scores (Goudeman y Marsalet, 1967).

Score 10: +++ (>10 aglutinados grandes)
Score 8: ++ (3 a 10 aglutinados)

P ;. Score 5: + (1 a 3 aglutinados)
Analisis estadistico Score 2: #+ (trazas)

Los resultados de las titulaciones expresadas Score 0: - (sin aglutinados)

por un score fueron aplicados en una

expresion matematica denominada “pardmetro de sensibilidad” (V@'verde v Rasia, 1982) que
combina titulo y grado de dilucion, simbolizado con @ y estimado como:

n
La estimacion de este valor a fue calculado para cada oy :E (E/D)10_3
1 l
muestra de tejido pulpar, variando el titulo (representado por i=1
el score) y el respectivo nivel de dilucion. Este parametro donde

permitié cuantificar con mayor precision el aumento de E = ccre del grado de adhesion

sensibilidad de una técnica especifica. eritrocitaria y
La relacion de la edad del paciente con el respectivo pardmetro  p. = dilucién del suero.

de sensibilidad se estudié con el coeficiente de correlacién de

Spearman; su significancia estadistica se midié en términos de la inclusién del 0 (correlacién nula)
en el respectivo intervalo de confianza del 95%.

Para evaluar la existencia de diferencias entre las medianas del parametro de sensibilidad de
los subgrupos considerados se aplico la prueba de Kruskall-Wallis.

Para identificar cudles subgrupos se diferenciaron entre si se aplicé la prueba de la Mann-Whitney.

En todas las pruebas estadisticas, un valor de P<0.05 fue considerado estadisticamente significativo.
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RESULTADOS
Caracteristicas de las muestras analizadas.

Fueron evaluadas 28 muestras de pulpa dentaria proveniente de 25 pacientes (12
varones y 13 mujeres) comprendidos entre 2 y 13 afos.

Se registrd el grupo y factor sanguineo de los pacientes, resultando que mas de la
mitad tuvieron el grupo A+ (16 pacientes, 64%), seguido por el grupo 0+ (7 pacientes,
32%); sélo 1 paciente tuvo el grupo B+ (4%).

Considerando el origen de las pulpas, 25 muestras provinieron de dientes deciduos (10
con pulpa sana, 12 con pulpa con caries y 3 supernumerarios con pulpa sana) y 3
provinieron de dientes supernumerarios permanentes (los 3 con pulpa sana).

La Figura 1 indica la distribucion de las muestras de las respectivas piezas dentarias que
se incluyeron en este estudio.

18 17 16 15 14 13 12 1

62 B3 64 65

2 73 %75

Figura 1. Muestras pulpares extraidas de las piezas dentarias.
En azul n=10 muestras de pulpa decidua sana.
En rojo n=12 muestras de pulpa decidua con caries

En verde n=3 muestras de pulpa supernumeraria decidua sana.
En amarillo n= 3 muestras de pulpa supernumeraria permanente sana
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Considerando la diversidad de situaciones, se procedié a clasificarlas en cuatro
grupos diferentes:

= GrupolI (enazul) (n= 10) Muestras de pulpa decidua sana

= Grupo II (en rojo) (n= 12) Muestras de pulpa decidua con caries

= Grupo III-a (en verde) (n= 3) Muestras de pulpa supernumeraria decidua sana
=  Grupo III-b (en amarillo) (n= 3) Muestras de pulpa supernumeraria permanente sana

La pulpa obtenida en cada una de las muestras de los diferentes grupos fue
sometida a una técnica bioquimica de deteccidén de la presencia de CD44. Como se
describié en Material y Métodos, esto pudo ser homologado a la reaccién CD44-
Hialuronato, combinando lisado de tejido pulpar con una soluciéon de Hialuronato en
distintas diluciones para investigar al receptor de Hialuronato (CD44) soluble.

Se determind la dosis subaglutinante del ligando (Hialunorato). Los titulos de
aglutinacién se registraron de la siguiente manera: sin aglutinados, £, +, ++,
+++, y se le asignaron los 0, 2, 5, 8 y 10, respectivamente, (Coudeman y Marsalet, 1967)

Los scores fueron analizados con una expresién matematica que Valverde y Rasia
(1982) denominaron “parametro de sensibilidad” (simbolizado con o), que permite
combinar el titulo (a través de su score) con el respectivo grado de dilucién.

La utilizacion del pardmetro posibilitd cuantificar con mas precisién el aumento de
sensibilidad de una técnica con relacidon a otra menos perfeccionada o estandar.

Grupo I. Pulpa dentaria decidua sana (n= 10 muestras)

Fueron evaluados 10 muestras de pulpa dentaria decidua sana proveniente de 10
pacientes de ambos sexos (4 masculinos y 6 femeninos).

La edad promedio de los mismos fue de 10.4 anos (grupo etario: 8-12 afos).
En términos del grupo y factor sanguineo de los pacientes, se registraron 6 pacientes

con grupo A+ y 4 pacientes con grupo 0+.

Se extirparon pulpas de las siguientes piezas deciduas: 53 (3 muestras), 63 (3
muestras), 64, 75, 84 y 85 (1 muestra cada una).

La identificacién de los pacientes, los resultados de adhesidon eritrocitaria (indicativa de la
presencia de CD44) y el score correspondiente a cada dilucion se expone en la Tabla 1.
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Identificacion, score de adhesidn eritrocitaria para cada nivel de dilucion y parametro de sensibilidad
en pulpa sana de dientes deciduos (n= 10 muestras)
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0,01
0,008 *
0,006

*
0,004

0002 ¢ @ R

Muestras

Figura 2. Parametro de sensibilidad de adhesion eritrocitaria en dientes deciduos
con pulpa sana (n=10)

Grupo II. Pulpa dentaria decidua con caries (n= 12 muestras)

Fueron evaluados 12 muestras de pulpa dentaria decidua con caries proveniente de
10 pacientes de ambos sexos (5 masculinos y 5 femeninos).

La edad promedio de los mismos fue de 8.8 afios (grupo etario: 2-11 afios).

En términos del grupo y factor sanguineo de los pacientes, se registraron 6
pacientes con grupo A+, 3 pacientes con grupo 0+ y 1 paciente con grupo B+.

Se extirparon pulpas de las siguientes piezas deciduas: 53 (3 muestras), 65 (2
muestras), 51, 52, 54, 63, 74, 82 y 83 (1 muestra cada uno).

La Tabla 3 expone la identificacion de los pacientes y los resultados de
concentracion correspondiente a cada dilucion.
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Nivel de dilucién (D)

1 1 1

1 1 1

A . 1
831 11 1 M 1A+ | % 1 44 1 F+++ 1+ 1+ A A A FEF R+
e B B B B i B T B B [ e e e e BT B R IR
821 111 M VAR - D b b b b Db b D b 4
53,10, F A+ | - | 44 | +4+ | -+ | FHE | bt b FEE | b bR b+

Tabla 3. Identificacidon, grado de adhesidn eritrocitaria para cada nivel de dilucién en pulpa con caries de dientes
deciduos (n= 12 muestras)

La Tabla 4 y la Figura 3 muestran la estimacién de sensibilidad del método para cada
muestra procesada. En este grupo de pacientes con pulpa de dientes deciduos con caries, el
parametro de sensibilidad o promedio fue de 0.00606, con un rango que varié entre
0.00206 y 0.00999. El valor de la mediana fue de 0.00575.

Nivel de dilucion (D) Sensibilidad

53] s ' 5 ! 5 1 5 1 5 1 5 1 53 1 g ! g ! o ! 0,00488
RN | U U U U U U S U U
65 | 2 v 2 v 5 1 5 1 8 1 5 1 21 ! 15 10 0,00357
B I O T I e B R i e i T Tl T B
51 2+ 5 1 8 1+ 8 1+ 8 1+ 8 1 10 «+ 10 + 10 1 10 1 10 0,00655
-- - 1" - - rT- - -r-F-‘-F--°\a---T---r-------"---T---r---|------~-~-=-=-=
63| 2 , 2,2, 2,5, 0, 0, P 0 i\ 0 0,00206
53| 2, 5,5 ,8 ,8 , 5,5, ., 8 , 8 , 8 0,00560
52| 2 ' s gt 5 1 5 1 g ! g '8 ' 8 ! 8 0,00588
_——_—_ g =1 - - L e e e e o ol L e e o o L D D e e e e e - -
74| o v 0 v 5 1 10 1 10 1 10 ! 110 1 10 ' 10 ' 1 0,00371
e i R e o B B g L i SR e L i
54 O «+ 5+ 5 1 8 10 10 + 10 + 8 1 10 10 10 0,00597
65| o | 5 | 5 , 8 , 8 .8 , 8, 8 , 8 | 10, 10 0,00575
83 | 2 | 10 , 10 ; 10 , 10 ; 10 | 10 | 10 ; 10 , 10 | 10 0,00999
82| o "'10 ' 10 ' 10 ' 10 ' 10" 10" 10 ' 10" 8 ' 8 0,00998
R Il R il e it et e e i
53 ] 0 v+ 10 1 10 1+ 10 1 10 + 10 ' 10 ' 10 ' 10 ' 10 1 10 0,00999

Tabla 4. Identificacion, score de adhesion eritrocitaria para cada nivel de dilucion y parametro de
sensibilidad en pulpa con caries de dientes deciduos (n= 12 muestras)
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0,01 * ¢ o
0,008

0,006 o & ¢ 0

0,004 *

0,002 - ®

Muestras
Figura 3.
Parametro de sensibilidad de adhesion eritrocitaria en pulpa con caries de dientes deciduos
(n=12)

Grupo III-a. Pulpa de diente supernumerario deciduo (n= 3 muestras)
Fueron evaluadas 3 muestras de pulpa dentaria de diente supernumerario deciduos
provenientes de 3 pacientes (2 masculinos y 1 femenino) cuyas edades fueron 7,

13 y 8 afos, respectivamente. Los tres pacientes tuvieron grupo sanguineo A+.

Los dientes extraidos que permitieron la obtencién de muestras pulpares fueron la
pieza #52 y dos piezas #53.

En la Tabla 5 se detallan las caracteristicas de las muestras analizadas asi como el
grado de adhesién eritrocitaria en cada una de las diluciones.

Nivel de dilucion (D)

F

Tabla 5. Identificacion, grado de adhesion eritrocitaria para cada nivel de dilucion en pulpa de
diente supernumerario deciduos (n= 3 muestras)
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En la Tabla 6 se detallan la estimacidon del parametro de sensibilidad para las 3 muestras. En
este subgrupo, el parametro de sensibilidad o promedio fue de 0.00309, con un rango que
varié entre 0.00165 y 0.00424. El valor de la mediana fue de 0.00340.

Nivel de Dilucion (D) Sensibilidad

8
Te T 10|: 0,00424 |

Tabla 6. Identificacion, score de adhesion eritrocitaria para cada nivel de dilucién y parametro de sensibilidad en
pulpa de diente supernumerario deciduo (n= 3 muestras)

Grupo III-b Pulpa de diente supernumerario permanente (n= 3 muestras)

Fueron evaluadas 3 muestras de pulpa dentaria de diente supernumerario
permanentes provenientes de 3 pacientes (2 masculinos y 1 femenino) cuyas
edades fueron 13, 13 y 8 afios, respectivamente. Dos pacientes tuvieron grupo
sanguineo A+ y uno 0+.

Los dientes extraidos que permitieron la obtencion de muestras pulpares fueron las
piezas #23, #42 y #43.

En la Tabla 7 se detallan las caracteristicas de las muestras analizadas asi como el
grado de adhesién eritrocitaria en cada una de las diluciones.

Nivel de diluciéon (D)

"4+ D 44+
L 1

4+ |+ A+
R e e I -
++ 1 ++ 1 ++ I I

Tabla 7. Identificacion, grado de adhesion eritrocitaria para cada nivel de dilucion en pulpa de diente
supernumerario permanentes (n= 3 muestras)

En la Tabla 8 se detallan la estimacion del parametro de sensibilidad para cada muestra
procesada. En este grupo de muestras de pulpa de dientes supernumerarios permanentes, el
parametro de sensibilidad o promedio fue de 0.00841, con un rango que varid entre
0.00802 y 0.00873. El valor de la mediana fue de 0.00849.
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Nivel de Dilucion (D) Sensibilidad

Pieza
dental

0,00874

Tabla 8. Identificacion, score de adhesion eritrocitaria para cada nivel de dilucion y parametro de sensibilidad en pulpa
de diente supernumerario permanente (n= 3 muestras)

En la Figura 4 se observa la adhesion eritrocitaria en ambos grupos de dientes
supernumerarios. Los resaltados en verde corresponden al parametro de
sensibilidad obtenido en las muestras de origen deciduo y los amarillos en las
muestras de origen permanente.

0,01000
0,00873
,0084 ’
0,00800 0,00802 e
0,00600
0.00400 & 0,00424
% 0,00340
L % 0,00165
0,00000
1 2 3
muestras procesadas

Figura 4. Parametro de sensibilidad de adhesion eritrocitaria en pulpa de dientes
supernumerarios deciduos (n=3) y permanentes (n=3)

Relacion de la edad en las distintas etapas involutivas del diente

La Figura 5 muestra la influencia de la edad en las etapas involutivas del diente. La
edad evidencid una relacidén estadisticamente significativa con la concentracion de CD44
(coeficiente de Spearman: 0.4344; 1C95%: 0.0615 a 0.7008).

La influencia de la edad fue mas evidente en los titulos de aglutinacion en la pulpa de dientes
supernumerarios permanentes. En efecto, la aglutinacién eritrocitaria, indicativa de la
presencia de CD44, fue notablemente mayor en la pulpa de estas piezas permanentes
(rombos color amarillo), que mantuvieron valores de sensibilidad entre 0.008 y 0.01, en
tanto que en el resto de los pacientes con dientes deciduos (supernumerarios o no)
mayoritariamente mostraron valores inferiores en los titulos de aglutinacion.
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0,01 ¢ ¢ En azul .n=10 muestras de
r=0.4344(0.0615 2 0.7008) . pulpa decidua sana.
0,009 En rojo n=12 muestras de
0.008 L 4 pulpa decidua con caries
T ¢ En verde n=3 muestras de
2 0,007 - . 8 . pulpa supernumeraria decidua
=}
g 0,006 - 'Y . sana.
b ¢ En amarillo n= 3 muestras de
-§ 0,005 - ¢ pulpa supernumeraria
£ 0,004 . permanente sana
E
‘g 0,003
a * L 2 4
0,002 ¢
0,001
0 T T T
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
edad

Figura 5.- Parametro de sensibilidad de adhesién eritrocitaria en relacién a la edad del paciente

Relacion del sexo en las distintas etapas involutivas del diente

La evidencia sugirié que el sexo no influyé en las etapas involutivas del diente.

La Figura 6 muestra que el sexo no estuvo relacionado con los niveles de CD44

detectados en

la pulpa de las piezas dentarias de los pacientes (coeficiente de
Spearman: 0.3582; IC95%: -0.02888 a 0.6518).

r=0.3582(-0.02888 -0.6518)
0,01 & 4
:
*
T 0,008 ’
=
% 0,006 >4
g ¢
= .
£ 0,004 ®
@
3
= L 4
2 0,002 ‘
0
Femenino Masculino
Figura 6.

Parametro de sensibilidad de adhesidn eritrocitaria en relacidn al sexo del paciente
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Relacién del grupo sanguineo en las distintas etapas involutivas del diente

La Figura 7 muestra que el tipo sanguineo (grupo y factor) del paciente no tuvo influencia en
la involucion del diente. La evidencia mostré que el grupo y factor sanguineo no se
correlaciond con los niveles de CD44 detectados en la pulpa de las piezas dentarias de los
pacientes (coeficiente de Spearman: -0.1238; IC95%: -0.4840 a 0.2722).

0,012 (- 0.1238(-0.4840 2 0.2722)
0,01

.
0,008 *
0,006 2 ‘

.
0,004 - .
0,002 b < .
0 T T 1
A+ (n=18) 0+ (n=9) B+ (n=1)
Figura 7.

Parametro de sensibilidad de adhesidn eritrocitaria en relacidn al grupo y factor
sanguineo del paciente

Analisis comparativo de los grupos

El grado de concentracién de CD44 mostré diferencias entre los grupos analizados
pero con una significancia estadistica borderline (P=0.0583 de la prueba de
Kruskall-Wallis) (Figura 8). La gran variabilidad de concentracién dentro y entre los
grupos evaluados demandd un analisis especifico entre los grupos.

0,01 4

0,008

0006 4 L1 | |

0,004 4

0,002 -~

O 4

Pulpa sana Pulpa con caries Supernum.Deciduos Supernum.Perman
(n=10} (n=12) (n=3) (n=3)

Figura 8. Parametro de sensibilidad de adhesidn eritrocitaria en los grupos analizados
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Pulpa diente deciduo sana vs pulpa diente deciduo con caries
La pulpa de dientes deciduos sanos mostrd similar concentracion de CD44 que las muestras
provenientes de dientes deciduos con caries (P= 0.6277 de la prueba de Mann-Whitney).

Pulpa diente deciduo sana vs pulpa dientes supernumerarios (Figura 9)

a)

b)

supernumerarios deciduos: La pulpa decidua sana mostré similar grado de
aglutinacion de CD44 que la pulpa de diente supernumerario deciduo (P= 0.2867 de la
prueba de Mann-Whitney).

supernumerarios permanentes: La pulpa de dientes supernumerarios permanentes
mostré significativamente mas concentracién de CD44 que la pulpa de dientes deciduos
sanos (P= 0.0140 de la prueba de Mann-Whitney).

0,01
> <>
. <
0,008 -
! <
0,006 >4
0,004
0,002 ; >
(o]
pulpa decidua sana pulpa decidua pulpa permanente
(n=10) supernumeraria (n=3) supernumeraria (n=3)

Figura 9.- Sensibilidad de adhesidn eritrocitaria en pulpa decidua sana y pulpa de diente
supernumerario

Pulpa decidua con caries vs supernumerarios (Figura 10)

a)

b)

supernumerarios deciduos: La pulpa decidua con caries mostré significativamente
mayor grado de concentracién de CD44 que la pulpa de diente supernumerario deciduo
(P= 0.0484 de la prueba de Mann-Whitney).

supernumerarios permanentes: La pulpa de dientes deciduos con caries mostraron
similar concentracion de CD44 que la pulpa de dientes supernumerarios permanentes (P=
0.2330 de la prueba de Mann-Whitney).

0,01 <&
> *
*>
0,008
> <>
L 4
0,006 ‘
<
0,004
L 4
0,002 * L 4
o
pulpa decidua con caries pulpadecidua pulpa permanente
(n=12) supernumeraria (n=3) supernumeraria (n=3)

Figura 10.- Sensibilidad de adhesidn eritrocitaria en pulpa decidua con caries y pulpa de
diente supernumerario

Pulpa de dientes supernumerarios deciduos vs permanentes

La pulpa de diente supernumerario decidua mostrd significativamente menor concentracién
de CD44 que la hallada en pulpa proveniente de dientes supernumerarios permanentes (P=
0.0026 de la prueba de Mann-Whitney).
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DISCUSION

En esta tesis se analizaron las modificaciones histoquimicas en los procesos de
reabsorcioén radicular en las piezas dentarias de la primera denticion.

La osteoclastogénesis es el efecto de un proceso inflamatorio asentado sobre un tejido
mineralizado. Esto se ha sugerido al observar, entre otras cosas, que las citoquinas pro-
inflamatorias son esencialmente las mismas que las citoquinas pro-resortivas y que lo
Unico que varia es el tipo de tejido donde la inflamacion se asienta. Los procesos
inflamatorios, al igual que otras funciones bioldgicas, requieren de la interaccion de las
moléculas de adhesidén en la sefalizacién de eventos a través de la membrana celular
(del exterior al interior, y viceversa); se rigen con cursos de tiempo diferentes, que van
desde segundos a dias. El conocimiento de la regulaciéon de la expresion de estas
moléculas, su estado de activacién en la superficie del diente, la distribucion celular y
tisular y sus posibles interacciones, son de crucial importancia en la comprension de los
mecanismos de accién involucrados en el proceso de reabsorcion radicular. En el
proceso de reabsorcion fisioldgica, el proceso inflamatorio se produce en los sitios de

compresion, causado por constriccion de la microvasculatura del ligamento periodontal.
(Ne, Whitterspoon y Gutmann, 1999; Baer, 2001, Thomas y Speight, 2001, Butler, Brunn y Qin, 2003; Del Nero-Viera, 2005; Maillet,

2006; Abraham, 2006, Pizzi y Crowe, 2007, Bertl y cols, 2009)

La molécula de adhesién CD44 es el receptor de Hialuronato, es decir, la responsable de
la adhesion de células al hialuronato. CD44 estd adherida a los microfilamentos de
actina, presentes en el borde de los odontoclastos. En base a la competencia entre
antigenos particulados y solubles por los sitios de combinacién, homologado por la
reaccion CD44-Hialuronato, se utilizdé una reaccion de inhibicién de la aglutinacion para
estimar la sensibilidad y titulo del anticuerpo. La técnica de dosaje de CD44 en las
muestras de lisado pulpar se realizé en dos etapas: La primera, neutralizando el CD44
con el receptor soluble (&cido hialurénico); y la segunda, midiendo la actividad del
Hialuronato no neutralizado a través de su accidon adherente sobre un sistema revelador
(glébulos rojos del mismo grupo y factor sanguineo del paciente bromelinizados vy
suspendidos al 2% en buffer de fosfato salino). Este fendmeno de adhesion se observo
macroscopicamente en distintos niveles de dilucién, titulando el grado de aglutinacion.
(DArrigo y cols, 2009) para cuantificar la concentracién de CD44 se estimd un pardmetro de
sensibilidad (a) en base al titulo obtenido y al nivel de dilucién (Valverde y Rasia,
1982), en muestras de tejido pulpar proveniente de dientes deciduos sanos, con caries
y supernumerarios (deciduos y permanentes).

El estudio de distribucion de la molécula de adhesién CD44 en el tejido pulpar
dental se realizd para establecer el patrén de expresién bajo condiciones normales
in vitro comparandolo con condiciones patoldgicas (procesos de caries) y
fisiolégicas (dientes supernumerarios). Se observé que el pardmetro o, como
indicador de la concentracion de CD44 en la pieza de tejido pulpar dentario,
proveyd un Optimo sistema para estudiar las variaciones histoquimicas en el
proceso de reabsorcion fisioldgica de los dientes deciduos.

El sexo, si bien fue registrado en la ficha del paciente y reportado en los resultados, no
mostro una vinculacidén estadisticamente significativa con la concentracion de CD44.
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El grupo sanguineo y factor de cada paciente también fue registrado y considerado en
los resultados pero no mostré evidencias estadisticamente significativas de correlacion
con la concentracion de CD44 en la pulpa dental de los diferentes grupos evaluados.

La edad de los pacientes que proveyeron las pulpas mostré una relacién
estadisticamente significativa con la edad. Se observé que la concentracion de
CD44 se incrementaba con las edades mayores, en consonancia con el aumento de
la actividad resortiva.

Algunos autores refieren que la expresion de hialuronato endotelial resulta en
interacciones aumentadas CD44-adhesion dependiente; de este modo, la produccién
local de citoquinas en el interior del lecho vascular inflamado aumenta la expresion de
hialuronato sobre las células endoteliales y por esta razéon posibilita las interacciones
CD44-hialuronato, y consecuentemente la extravasacién de células inflamatorias,

ratificado en la comparacién de pulpa sana y con caries de dientes permanentes. (¢
Pisterna, 2006)

Un primer analisis realizado en esta tesis, vinculado a estos conceptos pero evaluado en
dientes deciduos, demostrd que el nivel de concentracion de CD44 fue estadisticamente
similar en las muestras de pulpa sana y con caries. Se supone que tal similitud
respondi® a que los pacientes de ambos grupos estaban en pleno proceso de
reabsorcion fisioldgica; la edad promedio en el grupo de pulpa sana de dientes deciduos
(10.4 afios, rango 8-12 afios) coincide con el periodo de erupcion del canino y primer
premolar mandibular y maxilar permanentes; la raiz de los deciduos se muestra 2/3
reabsorbida. La edad media del grupo con pulpa de piezas deciduas con caries (8.8
afios, rango: 5-11 afios) representa la etapa final del primer periodo de reemplazo de
féormula primaria por permanente; las raices de los dientes deciduos han sido
completamente reabsorbidas.

Un estudio de reciente publicacion que reporta la aislacion de células madres
proveniente de pulpa de dientes deciduos vincula la proliferacion celular a la etapa de
reabsorcion fisioldgica en que se encuentra el diente de donde se extrajo la pulpa.
Utilizaron diferentes marcadores, medidos con citometria de flujo, incluyendo CD44. Si
bien el estudio se focalizé en la cinética de produccion celular in vitro, se comprobd que
la concentracion de CD44 continla siendo altamente positiva en las lecturas
citométricas de los cultivos celulares, (Bemardy cols, 2011)

Un segundo analisis incluyd la pulpa de dientes supernumerarios. Autores refieren que
la mayoria de los pacientes con dientes primarios supernumerarios desarrollan

anormalidades en Ia denticién permanente (Skrinjari¢ 'y Barac-Furtinovié, 1991; Whittington y Durward, 1996;
Nik-Hussein y Abdul Majid, 1996, Yonezu y cols, 1997)

Histéricamente se reservaba este fendmeno principalmente para el sexo masculino,
pero estudios de incidencia que incluyeron la revision de mas de 8000 radiografias
sefialaron que es mas frecuente en el sexo femenino. @2 v s 2011) Otros autores
sugirieron que el patron de ubicacidén de estos dientes depende del género; piezas en la
regidon de la linea media ocurren mas frecuentemente en hombres mientras que en la
regién incisal son mas frecuentes en las mujeres, (Kichiery cols, 2011)) o5 supernumerarios se
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observan con mayor frecuencia en la denticién permanente (0.1%-3.8%); la proporcién
permanente primaria mas aceptada es de 5 permanentes a 1 deciduo. (Garca-Roco Perez, 2010)

Aunque la epidemiologia de los dientes supernumerarios ha sido bien estudiada, la
etiologia genética exacta y los mecanismos moleculares que promueven este tipo de
dientes no ha sido aun completamente clarificada. Sus morfologias diferentes, las
regiones afectadas y el momento del desarrollo de tales dientes hacen de sostén a
varias teorias acerca de esta condicién. Una teoria sugiere que el supernumerario se
crea como resultado de una dicotomia de la yema del diente. Otra teoria, bien
sustentada en la literatura, es la teoria de hiperactividad, que sugiere que este diente
estd formado por hiperactividad local de la lamina dental También se ha sugerido que son
consecuencia de atavismo, una reversion a un tipo mas primitivo de denticidn; sin embargo,
el atavismo no puede explicar la presencia de dientes supernumerarios en las regiones
canina y la linea media o formas tuberculadas en cualquier regién. La herencia también
puede desempefiar un papel en la apariciéon de esta anomalia; son mas comunes en los

familiares de los nifos afectados que en la poblacién general. Genes mutantes también
podrl’an eXp”car esta anomall'a. (Liu, 1995; Garvey, Barry y Blake, 1999, Kiichler y cols, 2011)

Un numero de modelos con ratas estd actualmente permitiendo investigar la compleja
genética de los dientes supernumerarios. Muchas de las secuencias de sefializacion
molecular conocidas involucradas en el desarrollo normal del germen dentario pueden
generar un diente adicional si son reguladas inapropiadamente; esto incluye factor de
crecimiento fibroblastico, factor de necrosis tumoral, proteinas Wnt y proteinas
osteogénicas, las cuales proveen de genes candidatos que pueden potencialmente jugar
un rol en la formacién de dientes supernumerarios humanos. (Fémng y cols, 2010)

En particular, la regulaciéon coordinada de la actividad molecular de sefializacién es
importante para asegurar un apropiado nimero dental y hay diferentes requerimientos
para esta regulacién en los tejidos epiteliales y mesenquimaticos a lo largo de los ejes
de las mandibulas y entre si. En modelos de ratones se ha comprobado un nimero de
mecanismos fundamentales que facilitan la formacion de dientes supernumerarios. Un
proceso clave parece ser la muerte temprana del primodio del diente vestigial presente
en el embrion, obtenida a través de la supresion de la ruta de sefializacién del desarrollo
(también denominada Shh) dentro de estos dientes tempranos. Sin embargo, la
restriccion de la sefializacion de proteinas Wnt es también importante en el control del
numero dentario, con transduccién aumentada siendo capaz de generar multiples brotes
dentarios en el epitelio oral o dientes existentes en si mismos, en tejidos adultos y
embriogénicos. Asi, la actividad descontrolada de esta secuencia puede conducir a la
formacidon de tumores, conteniendo tejidos odontogénicos multiples y dientes
pobremente formados. La secuencia alterada a lo largo del aspecto buco-lingual de la
mandibula puede producir directamente un diente extra del epitelio oral en una fila
duplicada. Juntos, todos estos hallazgos tienen relevancia para poblaciones humanas,
donde los dientes supernumerarios son vistos en asociacidon tanto con denticién primaria
como permanente. (Cobourne y Sharpe, 2010)

Estudios moleculares recientes con estos dientes revelaron que la sefializacion de la
interleuquina-11 es esencial para el normal desarrollo de huesos craneofaciales y
dientes, y que su funcion es controlar el nimero de éstos; estos resultados abren la
posibilidad de regular la sefializacidn de esta proteina. (Vemineny cols, 2011)

1555

e-universitas | U.N.R. Journal // Afio 05// Volumen 01 // Nov. 2012.

WWWw.e-universitas.edu.ar




Nannini, A. N. Ciencias de la Salud

Variacion histoquimica en los procesos de rizolisis
de las piezas dentarias de la primera denticion.

No se encontraron estudios publicados que midan la actividad de la molécula CD44 en
dientes supernumerarios, para poder comparar experiencias. En este estudio, la
concentracion de CD44 en piezas de dientes supernumerarios varié
significativamente segun si éstos fueran primarios o permanentes. La evidencia
mostré que la pulpa dental de supernumerarios permanentes registré mas del doble de
concentracién de CD44 que en la de supernumerarios deciduos, sugiriendo que la mayor
sensibilidad registrada responde a que en este tipo de dientes permanentes no hay
proceso de reabsorcion activos.

La concentracion de CD44 en muestras de pulpa sana de dientes supernumerarios
permanentes fue significativamente mayor que la registrada en la pulpa de deciduos,
con o sin caries, y aun significativamente superior a la reportada en la pulpa de dientes
supernumerarios deciduos. En términos moleculares, estos hallazgos sugieren que la
molécula del receptor de Hialuronato estd presente de manera mas considerable en
pulpas dentarias donde no hay procesos de reabsorcién. Esta evidencia ratifica lo

publicado en la literatura que la molécula de CD44 juega un rol en la regeneracion
tisu Iar (Laino y cols, 2006, Andreasen y Lovschall, 2010, Hirata y cols, 2010)

En general, los tejidos humanos tienen un potencial muy limitado para regenerar. Sin
embargo, los recientes avances en la investigacion de células madre y en ingenieria de
tejidos prometen nuevas perspectivas para la regeneraciéon de tejidos en la practica
dental en el futuro. Las células madre han sido descubiertas en muchos tejidos adultos,
incluidos los dientes, y las células madre de embriones tienen el potencial para formar
todos los tejidos adultos. Con los rapidos avances en la biologia molecular, falta poco
tiempo para desarrollar esmalte, dentina, ligamento periodontal, hueso o incluso
dientes, completamente nuevos para los pacientes en el futuro. (7"es/ey Tummers, 2003)

Con los estudios realizados en los ultimos 20 afios se pudo comenzar a entender el
desarrollo dentario a nivel genético. Se han identificado genes con funciones claves en
la mediacion de comunicacién celular, considerado el mecanismo mas importante
mecanismo del desarrollo embrional; esta comunicacion estd mediada por un
importante nimero de moléculas con sefializaciones diferentes, que son enviadas a las
cercanias de las superficie celular para el contacto con sus respectivos receptores.
Conformando una red de sefializacion muy compleja. Combinando el conocimiento de la
regulacion molecular del desarrollo dental con los avances en investigaciones de células
madres, el foco esta puesto en las potenciales aplicaciones de la regeneracion tisular en
la practica dental, (Theste 2003)

Los avances cientificos en la creacion de biomateriales restaurativos, la tecnologia de
cultura de células in vitro, el injerto de tejido, la ingenieria de tejidos, la biologia
molecular y el proyecto genoma humano constituyen la base para la introduccién de
nuevas tecnologias en Odontologia. Ya se ha demostrado que los dientes mineralizan en
respuesta a una lesion, pero soélo en los Gltimos afios se ha localizado la posicidén de las
células madre alrededor de los vasos sanguineos. Las células han sido identificadas
como pericitos miofibroblastoides. La capacidad para controlar la diferenciacion y la
proliferacion de estas células esta siendo examinada para crear terapias celulares que

puedan resolver problemas dentales mas eficazmente que los actuales regimenes de
tratamiento (Murray y Garcia Godoy, 2004)

1556

e-universitas | U.N.R. Journal // Afio 05// Volumen 01 // Nov. 2012.

WWWw.e-universitas.edu.ar




Nannini, A. N. Ciencias de la Salud

Variacion histoquimica en los procesos de rizolisis
de las piezas dentarias de la primera denticion.

En la ultima década, la investigacion sobre las posibles aplicaciones de células madre en
odontologia ha hecho grandes progresos. Hay al menos cinco tipos diferentes de células
del estroma mesenquimales (MSCs) multipotentes. Se ha reportado que las MSCs
derivadas del tejido dental son capaces de generar complejos como el de pulpa-dentina,
asi como diferenciarse en células progenitoras periodontales y craneofaciales. Ademas
de las células madre adultas, las células madre embrionarias son una fuente de células
alternativas para la regeneracion de tejidos dentales. Ademas de estas células madre
comunmente reportadas, otras células progenitoras con propiedades MSC también se
encuentran en las glandulas salivales, en el muasculo de la lengua, paladar y mucosa
oral, y estos pueden desempefar un papel en la recuperacion de la funciéon de los
tejidos que residan. (- cao 2010)

Las investigaciones de Miura y cols (?°%% 2°%) dieron evidencia que las células madres
provenientes de dientes deciduos representan una poblacion de células madre
poshatales capaces de reproducirse y diferenciarse multipotencialmente. Los dientes
deciduos pueden ser una fuente considerable de estas células, que con intervencion de
la ingenieria tisular, permiten reparar estructuras dafadas del diente, inducir la
regeneracion oOsea y tratar las reconstrucciones tisulares, en ocasiones incluso de
grandes dimensiones como pueden ser la de cuerpos mandibulares y condilares.

También se han aislado y caracterizado células madres provenientes de un diente
supernumerario, rescatando la viabilidad de obtener este tipo de células en pulpas de
piezas dentarias que generalmente son descartadas. (429 Cheny cols, 2008)

A partir de un nuevo paradigma en la investigaciéon, Huang, Snyder y cols (2%%®
injertaron células madres dentales de monos rhesus sin diferenciar en el hipocampo de
ratones inmunodeprimidos. Estos autores refirieron que el implante estimuld la
proliferacion de células neuronales enddgenas y se detectaron células madres neurales
preexistentes y también neuronas maduras en el sitio del injerto; también hicieron
referencia a que el implante promovié la sefializacion de factores de crecimiento hasta
un mes después del implante. Ratificaron que las células madres de la pulpa dental
tienen un potencial terapéutico valioso y Unico, y en el caso que ellos describieron, un
potencial estimulador y modulador de la respuesta a la reparacion local en el sistema
nervioso central; concluyeron su investigacién diciendo que las células madres dentales
serian una fuente preferible a otras, evitando los problemas asociados con el rechazo
del implante por causas inmunoldgicas.

La ingenieria tisular es la ciencia de disefio y fabricacion de nuevos tejidos. Los tres
ingredientes claves son sefiales de morfogénesis, las células madre para responder a la
morfogénesis y la estructura de la matriz extracelular. Caries, pulpitis y periodontitis
apical aumentan los costos de la atencién de la salud y la consiguiente pérdida de la
productividad econdmica; en Gltima instancia, resultan en una pérdida prematura y por
lo tanto, disminuye la calidad de vida de los dientes. Los avances con células
madre/progenitoras de pulpa dental podrian dar un impulso para regenerar el tejido
dentinal sin la eliminacién de toda la pulpa.
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CONCLUSIONES

CD44 es una glicoproteina transmembrana implicada en la adhesion entre células y
diferentes componentes de la matriz extracelular. Su principal ligando es el
hialuronato, aunque también pueden estar implicados otros ligandos como la
laminina, fibronectina y colageno de tipo Iy IV.

CD44 participa en la migracion y motilidad celular mediante su adhesién a
moléculas de la matriz extracelular. Tiene una amplia distribucion tisular,
especialmente en leucocitos y eritrocitos. Estudios recientes, tanto en animales de
experimentacion como en tumores humanos, han implicado la expresion de CD44
en la biologia de diferentes tumores.

En los dientes permanentes, se ha comprobado mayor concentracién en tejidos
pulpares sintomaticos la expresion de esta molécula es mayor que en procesos
pulpares crénicos y casi inexistente en tejidos pulpares sanos.

Con el presente trabajo se ha comprobado que la concentracion de CD44 en dientes
deciduos se incrementa acorde a la edad de los nifios, en consonancia con el
aumento de la actividad resortiva en los procesos de rizdlisis en piezas dentarias de
la primera denticion.

Se demostrd que el nivel de concentracién de CD44 fue estadisticamente similar en
las muestras de pulpa decidua sana y con caries, atribuible a que las piezas
dentarias de ambos grupos estaban en pleno proceso de reabsorcion fisioldgica
(edades promedios: 10.4 y 8.8 afios, respectivamente).

La concentracion de CD44 en muestras de pulpa sana de dientes supernumerarios
permanentes fue significativamente mayor que la registrada en la pulpa de
deciduos, con o sin caries, y aun significativamente superior a la reportada en la
pulpa de dientes supernumerarios deciduos. En términos moleculares, estos
hallazgos sugieren que la molécula del receptor de Hialuronato estd presente de
manera mas considerable en pulpas dentarias donde no hay procesos de
reabsorcion. Esta evidencia ratifica lo publicado en la literatura que la molécula de
CD44 juega un rol en la regeneracion tisular.

Se propone que en futuras investigaciones se utilicen técnicas de medicion
cuantitativas (ejemplo ELISA) para determinar la concentracién de CD44.
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ANEXOS

Planilla de recoleccion de datos

Iniciales del Paciente: ..o, . Bdad:
Obra Social: .. . Grupo Sang: ....ccceeiieeiiee e
Iniciales del Padre/Madre/Tutor: ......ccoovvveereeen.n. oo Tl s
DOMICIHIO: o Localidad: .....cccoovvieniiiiiee

Historia Médica:

¢Esta bajo tratamiento por alguna enfermedad? O No O si
¢Es alérgico a aspirina/penicilina/anestesia? O No O Si
Cuando se lastima o extrae un diente, éle sangra O No gsi

excesivamente y requiere atencion para detener el sangrado?

¢{Problemas cardiacos / hepatitis / artritis / presién sanguinea alta / O No O Si

gastritis o Ulcera / cancer / enfermedades venéreas / diabetes / VIH
/ asma / epilepsia / sinusitis / problemas renales / drogadiccién?

Diente extraido: .....cccoeeeveiiiiiiiiiiie Rotulado como Muestra # ....ooovveveceeeeennn..

MOTIVO A€ 1@ @XEFACCION . oottt et et e e et e e et e e e et e e et e e e e e naeeas

Pulpa sana [J Pulpa con carie O Diente supernumerario [J
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Consentimiento informado

Por la presente reconozco que la Dra Alicia Nannini me ha informado del tipo de
tratamiento que debe efectuarse (extraccién) mi hijo/a en base al diagnéstico
realizado. A su pedido he manifestado todo lo que conozco respecto a la salud de
mi hijo. Se me ha explicado en términos comprensibles para mi y reconozco haber
entendido acabadamente la tarea propuesta. De igual manera se me ha informado
de los riesgos y complicaciones que puedan surgir y, ante la posibilidad de que
aparezcan consecuencias no previsibles, dada la capacidad que el conozco a la Dra
antes mencionada, las aceptaré como inherentes a la tarea a realizar.

Comprendo que la concurrencia regular a las citas programadas en el consultorio,
asi como el uso correcto de la aparatologia y el cumplimiento de las indicaciones del
profesional, hacen al éxito del tratamiento de mi hijo/a y son de mi exclusiva
responsabilidad.

Ademas autorizo al profesional citado anteriormente a proveer los servicios o
tratamientos adicionales que consideren razonables, incluyendo , aunque no
limitados a ellos, la administracion de anestesia local, practicas radioldgicas y otros
métodos diagndsticos necesarios para resolver la prestacién mencionada. También
se me han descrito todas las variantes de tratamiento y sus correspondientes
posibilidades y riesgos, y en ejercicio del derecho de mi hijo/a, considerandome
suficientemente informado/a al respecto, opto por el que se ha detallado en esta
ficha, firmando de conformidad al pie de la misma.

CONSENTIMEINTO INFORMADO

Por la presente autorizo a la Dra Alicia Nannini y/o asociado o JTP de su eleccién a
realizar en mi hijo/a el tratamiento odontoldgico correspondiente. He conversado
con el profesional sobre la naturaleza y propodsito del tratamiento, sobre la
posibilidad de complicaciones, riesgos, posibles métodos alternativos. Autorizo a la

Dra a proveer los servicios o tratamientos adicionales que considere razonables.

Para preservar los derechos de la intimidad del nifio no se aportan los DNI ni las
firmas de los adultos responsables. Dicha autorizacién figura en los registros de la
Catedra de Odontopediatria de la Facultad de Odontologia de Rosario -UNR-.
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