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Introduccion

La periodontitis apical, es un proceso inflamatorio de los tejidos periapicales, originados
por causa bacteriana. Estos temas han sido muy bien estudiados por Fair ‘" ®, Concluye
que esos procesos son consecuencia de la muerte pulpar bacteriana ocasionada por
caries. Como consecuencia de esa invasién hacia la zona periapical, se reducen las
posibilidades antigénicas de erradicar los antigenos, formandose retejidos de
granulacién abscesos o quistes.

El granuloma periapical es una reaccion inflamatoria crénica causada por una infeccién
polimicrobiana. Se ha tipificado la magnitud del dafo que involucra a los tejidos de
soporte incluyendo al hueso alveolar,con zonas de reabsorciones. Ese tejido
granulomatoso por numerosas células de defensa que incluyen a macroéfagos, linfocitos,
células plasmaticas y leucocitos polimorfonucleares “ La migracién de las células
inflamatorias, expresadas por la presencia de citoquinas ® ©® y factores de
crecimientos, aumentan la respuesta inflamatoria y juegan un rol importante en el
desarrollo de la lesién periapical. Principalmente activando la convocatoria de
macrofagos vy linfocitos que se cree son los responsables de iniciar la inflamacion vy la
posterior pérdida 6sea ",

La circulacion de los linfocitos y su localizacién en la zona dafiada, es el resultado de la
interaccién en las paredes vasculares entre las células endoteliales y las moléculas de
adhesién. Recientemente una novedosa y nueva interaccidon entre los linfocitos y el CD44 y
su principal ligando del Acido hialurénico, ha sido descripta. Ha sido pensado que esta
interaccion es responsable de la extravasacion linfocitaria hacia la zona de respuesta. El
CD44 es un ligando hialuronato carbohidrato que haria rodar a los linfocitos hacia las células
endoteliales. Esta adhesidn patoldgica es utilizada para activar la extravasacion de las células
T desde el torrente sanguineo hacia el sitio de la inflamacion. El Hialuronato es (AH) es un
glucosaminoglucano encontrado en la matrix extracelular y se involucra en numerosos
procesos bioldgicos. El AH expresa sus funciones en la sefalizacion sobre la superficie de las
células y su receptor CD44.

A pesar de que este mecanismo todavia no estd bien analizado, el mecanismo de
sefializacion AH -CD44, el AH ha modulado los mecanismos de adhesion celular, la
movilidad, la proliferacion y diferenciacion celular que pueden ocurrir en etapas de salud,
formacion tumoral y metdstasis, inflamacion y en remodelacién tisular.

Estudio previos han demostrado niveles de CD44 en tejido pulpar sano e inflamado,
comparandolo tejido sano con procesos inflamatorios cerrados y abiertos.

El objetivo de este trabajo fue comparar los niveles de CD44 en tejidos periapicales
inflamados comparados con tejidos pulpares sano y enfermos.
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Materiales y Métodos

La obtencion de muestras de tejidos granulomatosos periapicales fueron
recolectados del Servicio de Cirugia de la Facultad de Odontologia de Rosario,
previo consentimiento firmado. La edad de los pacientes oscildé entre 18 y 45 afios,
no se tuvo en cuenta el sexo. Se seleccionaron piezas dentarias con &apices
completamente desarrollados. Se excluyeron del estudio aquellos pacientes con
enfermedades sistémicas que pudiesen interferir en el proceso de reparacion. El
tejido granulomatoso fueron removidos con un bisturi N© 16 .Todas las muestras
fueron almacenadas en solucién fisioldgica colocadas en un tubo Eppendorf y
frisadas a -32 °C hasta el momento de su uso y fueron empleadas para investigar
los niveles de solubilidad del receptor hialuronato CD44.

En las reacciones de aglutinacion, la estimacion de especificidad y de titulo
anticuerpo se realizé en base a la competencia entre antigeno particulados y
solubles por los sitio de combinacion. Se combina primero el ligando con el receptor
soluble, inhibiendo luego la adhesion (aglutinacién) indirecta de células
indicadoras.

Se usaron como reactivos Bromelina (Sigma.B22.52; Sigma, St Louis, MO), buffer
fosfato salino (PBS), hialuronato (Sigma-Aldrich H 1876; acido hialurénico como
sales de sodio provenientes del cordén umbilical, y anti-D (laboratorios Wiener). El
tejido periapical fue lisado. En una primera etapa el material liado en diluciones
geométrica de (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, y 1:512) y fueron
incubados durante 12hs a 4 ©C. Posteriormente se midido la actividad del
hialuronato no neutralizado a través de su accion adherente sobre el sistema
revelador

Indicadores celulares.

Para prevenir interferencias en la lectura, se trabajoé con eritrocitos del mismo grupo
sanguineo (ABO)- compatible con el mismo factor Rh de cada paciente. Las muestras usadas
fueron bromelizadas con un volumen y medio de bromelia a una concentracién de 5mg/ml a
un volumen de glébulos rojos incubados durante 15 minutos a 37 °C. Luego los gldbulos
rojos fueron lavados 3 veces en PBS y se suspendieron al 2% del mismo medio e
incubados en un refrigerador durante 24hs.

Después de 24 h, los resultados leidos fueron recolectados en Tabla 1.

Los resultados fueron registrados segln la siguiente escala: (:?

Score 10 +++ 1 a 3 aglutinados grandes | LOS datos se procesaron
Score 8 ++ 3 a 10 aglutinados estadisticamente con el test de
Score 5 + mas de 10 aglutinados contrastes multiple de Kruskall-
Score 2 + trazas Wallis.

Score 0 - sin aglutinacién
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Discusion

Como respuesta a la irritacién bacteriana proveniente del sistema de conductos
radiculares, los tejidos periapicales desarrollan un tejido de granulacién. Estudios
recientes han indicado que los macréfagos podrian tener un rol importante en el
desarrollo de la lesidon. Los macréfagos asociados a expresiones de células
anfigenas comprendes las células inmunes prevalentes, (11 (12) (13) (14)

El Hialuronato es el mayor glucosaminoglicano en el ligamento periodontal,
comprende repetidas cadenas de D- acido glucordnico y N- acetyl —D-glucosamina.
Juega un rol importante en la migracion, diferenciacién y adhesion celular mediante
varios ligandos del hialuronato y proteinas receptoras de la superficie celular como
el CD44, (19 (19

Varias funciones de particulas de hialuronato de bajo peso molecular se encontraron
asociadas a la inflamacién ha sido demostrado. *”) Sin embargo estas moléculas
también inducen a la sintesis del 6xido nitrico de macrofagos en murinos que estan
asociados a la destruccién del tejido conectivo. %

28 muestras bioldgicas de tejido de granulacidon periapical producido por la muerte
pulpar de dientes extraidos fueron analizadas y se establecieron los niveles de CD44.

Los resultados obtenidos fueron evaluados mediante el test estadistico y se
encontraron diferencias significativas entre los grupo periapicales comparados con
el grupo de pulpas inflamadas. Estos resultados concuerdan con los trabajos de
Tasman, (! quien observé altos niveles de expresién de CD44 tanto en las paredes
de los vasos sanguineos como en el tejido conectivo, participando especialmente
en la convocatoria de los elementos mononucleares y de los linfocitos. A pesar de
haberse observado los grados de sensibilidad del CD44 y su participacién en los
procesos inflamatorios, mayores investigaciones deben realizarse.
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Resultados

Muestras de tejido periapical fueron analizadas para determinar la presencia de CD44.
Usado como marcador especifico. Los resultados fueron expresados como un parametro
de sensibilidad (a) . Rodamiento fue registrado segin el score (E), quien mide el
grado de adhesién de las células rojas, combinados con la dilucion del suero (D),
determinantes de la sensibilidad del pardmetro y definidas por una expresion
matematica:

a=Y Ei x1073

Di
Estos valores fueron independientemente calculados por cada periodo de incubacion, con
dos parametros constantes: titulo y score.

La utilizacion del parametro de sensibilidad, posibilitd cuantificar con mayor precision el
aumento de sensibilidad de una técnica con relacién a otra técnica menos perfeccionada. Los
valores del parametro de sensibilidad de cada grupo fueron recolectados en Tabla 1.

Identificaciéon Dilucion Geométrica Paré:1eetros
N° Procesos Saﬁ;‘;?:eo P 2 4 8 16 32 64 128 256 Se"sllb;"dad
115 Apical O+ - + + + + - + + + 0,0024921
112 Apical 0+ ++ + + + + + + + + 0,0118203
116 Apical O+ +++ ++ + + ++ + + + + 0,0165859
111 Apical A+ ++ | ++ + + + + - - - 0,0133125
120 Apical 0+ +++ | +++ | £ + + + + + - 0,0161718
B Apical A+ - ++ + - + - - - - 0,04625
C Apical O+ - ++ + + + + + + + 0,0063046
A Apical O+ ++ + + + + - - - - 0,011375
121 Apical O+ +++ ++ + + + - + + - 0,0149218
151 Apical O+ I o o I I o e e o e + 0,00975
152 Apical O+ +++  ++  +4+ + + + + + + 0,0170546
M Apical A+ +++ +++ +++ ++  +++ +++ ++ ++ ++ 0,0196562
160 Apical A+ +++ | ++ | ++ + + + + + + 0,0171484
161 Apical O+ +++ +++ ++  ++ +HH++ ++ 0,0190937
162 Apical A- +++ 4+ H+H+ -+ + + | % + 0,0195078
163 Apical O+ ++4+ +++ | ++ + ++ + + + + 0,0183359
F Apical A+ ++ ++ + + + + + + + 0,0144609
D Apical A+ +++ ++  +++ 4+ + + + + + 0,0180703
156 Apical O+ ++ | +++ ++ + - + -+ o+ 0,015832
157 Apical O+ + ++ + + + + - 0,0102187
154 Apical O+ + ++ + + + - + + - 0,0099453

Tabla 1

Se considerd el grupo de procesos periapicales (n=21) y se los compard con: pulpas
sanas(n=10); con procesos pulpares inflamatorios abiertos asintomaticos (n=36); procesos
pulpares inflamatorios cerrados sintomaticos(n=28) realizados previamente.
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Procesos Apical Sano Sintomatico Asintc_)mético
Cerrado Abierto
Promedio 0,0136516 0,0037093 0,0125013 0,0196367
Mediano 0,0149218 0,00275 0,008 0,00935935
Desvio estandar 0,00498304 0,00197565 0,0212762 0,0346873
Rango intercuartil 0,0069297 0,004 0,0067852 0,0078515

Tabla 2

Después de la aplicacién del test estadistico Kruskall-Wallis, las conclusiones
indicaron diferencias significativas entre los grupos (p=0,001)

Los valores del parametro de sensibilidad para cada uno de los grupos se muestran en la
tabla N© 2 y se observan las principales medidas descriptivas del conjunto de datos.

Debido a la falta de cumplimiento de los supuestos de normalidad e igualdad de variancias,
la comparacion fue efectuada mediante la técnica de Kruskal-Wallis. Se concluyen que
existen diferencias significativas entre los valores del parametro de sensibilidad de los grupos
considerados (p<0,0001). Luego de aplicada la técnica de comparaciones multiples del
Kruskal-Wallis se concluye:

Procesos N = Promedio DiStribU,Cién
homogénea
Apical 21 66,90 *
Sano 10 15,10 *
Sintomatico Cerrado 28 43,68 *
Asintomatico Abierto 36 49,47 * o*

Tabla 3

Donde la mediana del parametro de sensibilidad del grupo procesos periapicales es
significativamente mayor que la correspondiente a los sanos y al grupo de procesos cerrados
sintomaticos y esta a su vez es significativamente mayor que el grupo sano.

El grupo de los procesos abiertos asintomaticos ocupa una posicién ambigua entre el cerrado
y el periapical (p=0,005)

Los valores del parametro de sensibilidad para cada uno de los grupos se muestran en el
siguiente grafico:

Asintomatico Abierto

Sintomatico Cerrado

Apical

Sano I-H

0,00 0,03 0,06 0,09 0,12 0,15

Parametro de Sensibilidad
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