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RESUMEN

La lesion periapical (LPA) es una patologia inmunoinflamatoria de origen infeccioso, caracterizada por la destruccion del tejido periapical, y esta
asociada a la expresion de diversos mediadores inflamatorios. El Factor Estimulante de Colonias -1 (CSF-1) promueve la diferenciacion de células
precursoras de osteoclastos, mientras que Catepsina K, participa en la reabsorcidon de matriz extracelular 6sea; de modo que ambos podrian estar
relacionados con la ostedlisis caracteristica de las LPAs. Por esta razon, el objetivo de este estudio fue caracterizar la expresion de estos mediadores
en quiste radicular inflamatorio (QRI), granuloma periapical (GP) y ligamento periodontal sano. Materiales y Métodos: Se seleccionaron 13 individuos
con diagnéstico clinico de Periodontitis apical crénica (PAC) e indicacién de extraccién. Luego de la exodoncia, las lesiones periapicales (LPAs) fueron
biopsiadas y se realiz6 el diagnéstico anatomo-patoldgico. Se incluyeron también controles de ligamento periodontal sano de individuos con indicacién
de extraccion de premolares por motivos ortoddncicos (n=7). Posteriormente se realiz6 tinciéon inmunohistoquimica para detectar la presencia de los
mediadores en estudio, para finalmente examinar los cortes en un microscopio 6ptico. Resultados: La expresion de CSF-1 y Catepsina K se observo
en forma similar en QRI y GP, localizandose fundamentalmente en células del infiltrado inflamatorio. También se observo en el revestimiento epitelial
quistico y capsula de quistes y células endoteliales vasculares; mientras que no se detectd en ligamento periodontal sano. Conclusiones: CSF-1y
Catepsina K se expresan en LPAs y podrian participar en la génesis y/o progresion de la PAC.
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ABSTRACT

Periapical Lesions (PLs) represent an immunoinflammatory disease of infectious origin, characterized by periapical tissue destruction. PLs are linked
to the expression of various inflammatory mediators: Colony Stimulating Factor-1 (CSF-1) that stimulates differentiation of osteoclast precursor cells
and Cathepsin K, an enzyme associated with bone destruction, could be related to osteolysis during PL. The aim of this study was to characterize
the expression of these mediators in inflammatory radicular cyst, periapical granuloma and healthy periodontal tissue. Materials and Methods: We
selected 13 individuals with clinical diagnosis of Apical Periodontitis (AP) and indication of extraction. Healthy subjects having indication of extraction
for orthodontic reasons were also included. After extraction, specimens were biopsied and histological diagnosis was made. Subsequently, immuno-
histochemical staining was carried out to identify the mediators in study, and finally the samples were examined in a light microscope. Results: CSF-1
and Cathepsin K expression was distributed similarly in apical granulomas and radicular cysts. They were mainly immunolocalized to inflammatory
infiltrates. Also lining epithelium, cyst capsule, and vascular endothelium were mildly immunopositive. No immunoreactivity was observed in healthy
periodontium. Conclusions: CSF-1 and Cathepsin K are expressed in PLs and may participate in the pathogenesis of AP.
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INTRODUCCION Se ha asignado a los macroéfagos un posible rol en la inmunidad
innata y adquirida dentro de las LPAs ya que estas células fagociticas,
podrian reconocer los productos bacterianos por medio de receptores tipo

Toll, liberando citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a,

La Periodontitis Apical Crénica (PAC), patologia altamente
prevalente a nivel mundial, se caracteriza por la destruccion de los tejidos

periapicales del diente(”, proceso que se manifiesta radiograficamente
como radiolucidez apical®. Su consecuencia final puede ser la pérdida
del diente®4. Esta patologia se inicia como una inflamacion del ligamento
periodontal apical y del tejido 6seo circundante, que progresa cuando
la carga bacteriana sobrepasa la capacidad defensiva del huésped®?,
generandose reabsorcion 6sea y una respuesta proliferativa en base a
tejido de granulacién, dando origen a un granuloma periapical (GP). El
GP, lesion formada fundamentalmente por tejido de granulacién con
grados variables de inflamacién, puede dar lugar a la formacién de una
cavidad quistica delimitada por epitelio, correspondiente al quiste radicular
inflamatorio (QRI)“#®. Tanto el GP como QRI presentan un infiltrado
inflamatorio perirradicular que contiene linfocitos T, B, plasmocitos,
mastocitos, células Natural Killer (NK) y macréfagos, siendo éstos ultimos
fundamentales en el desarrollo y progresion de las LPAs®). La migracion de
células del linaje monocito-macréfago, del que derivan tanto macréfagos
como osteoclastos, esta determinada por quimioquinas de la familia CC,
previamente descritas en LPAs®“").

prostaglandinas, radicales libres y enzimas que estimularian la destruccién
de los tejidos apicales®'. Algunos de estos productos estan implicados
en la destruccion directa de los tejidos conectivos y/o secrecion de
citoquinas, quimioquinas y factores del crecimiento("'2; tales como el factor
estimulante de colonias de macréfagos (CSF-1), que en conjunto con el
ligando del receptor activador del factor nuclear NFxB (RANK-L) estimulan
la diferenciacién de osteoclastos a partir de sus precursores derivados
del linaje monocito macrofago®®'. La sintesis de CSF-1 es estimulada
por citoquinas, hormonas esteroidales y productos bacterianos™ y se
ha observado un aumento en su expresion en osteoporosis, asi como su
expresion a nivel oral se ha correlacionado con la osteoclastogénesis en la
erupcion dentaria®'. A su vez, los osteoclastos, células encargadas de la
remodelacion ésea, remueven la matriz inorganica del hueso exponiendo
el componente colageno que es degradado mediante enzimas como
metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs)("*16) y Catepsina K. Esta
ultima corresponde a una proteasa de cisteina expresada en osteoclastos
diferenciados que degrada el colageno tipo | del hueso y gelatina®'®)
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y actualmente se esta estudiando como posible blanco terapéutico en el
tratamiento de la osteoartritis, osteoporosis y ateroesclerosis!*29. A nivel oral,
se ha descrito que durante la osteoclastogénesis, las células estromales y
los osteoblastos producen citoquinas como CSF-1 y RANKL®), generando
osteoclastos diferenciados. RANKL al interactuar con su receptor RANK activa
una serie de cascadas celulares que estimulan la produccion de Catepsina K
en osteoclastos diferenciados para iniciar la remocién de matriz extracelular
osea"). A pesar de su estrecha asociacion con los procesos osteoliticos, ni
CSF-1 ni Catepsina K se han descrito en LPAs.

Los procesos bioldgicos relacionados con la PAC no son del
todo claros y los tratamientos existentes no se fundamentan en el caracter
inmunoinflamatorio de la enfermedad. Debido a lo expuesto anteriormente,
el objetivo de este estudio es caracterizar la expresion de CSF-1 y
Catepsina K en LPAs de dientes con PAC.

MATERIALES Y METODOS

1. Seleccion de sujetos de estudio: Se incluyeron pacientes asistentes
a la clinica de Cirugia de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile durante el afio 2008. Se seleccionaron 12 pacientes con diagndstico
clinico de PAC e indicacion de extraccion del diente afectado y 7 sujetos con
indicacion de extraccion ortodéntica de premolares sanos con formacion
radicular completa. El diagndstico se realizd6 mediante anamnesis, examen
clinico y examen radioldgico y la informacion se consigno en una ficha clinica.
Los pacientes fueron informados antes de ingresar al estudio, y se solicité que
firmaran un consentimiento informado previamente aprobado por el Comité
de Etica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile (adscrito al
proyecto DI 07/02-2).

El diagnéstico de PAC se efectud en pacientes que presentaran
dientes con caries profundas que no respondieran a los test de diagndstico
pulpar con respuesta normal o levemente aumentada a la percusion, presencia
de destruccién 6sea apical en relacion al diente en cuestion, de diametro > 5
mm observado en el examen radiografico. Se excluyeron del estudio pacientes
bajo tratamientos de antibioterapia, corticoides o antiinflamatorios en los
Ultimos 3 meses o que presentaran enfermedades sistémicas o tratamientos
que tuvieran relacién con el proceso de reabsorcion 6sea.

2. Procesamiento de las muestras: Luego de realizar las exodoncias,
las muestras fueron lavadas con suero fisioldgico y fijadas en formalina
tamponada al 10% a pH 7,4. Las muestras que contenian tejidos duros
fueron descalcificadas en EDTA al 12,5%, mientras que los tejidos blandos
se incluyeron directamente en parafina.

3. Diagnostico Histopatologico: Las muestras incluidas en parafina
fueron seccionadas y se realizé el diagnéstico anatomo-patolégico
mediante el uso de técnica de rutina y tincién Hematoxilina-Eosina (H-E).
Posteriormente, para efectuar la caracterizacion de la expresion de los
mediadores en estudio, se efectuaron tinciones inmunohistoquimicas.

4. Inmunohistoquimica: Tras la obtencion de cortes de 6 um, los
especimenes fueron desparafinados, se bloguearon con peréxido de
hidrégeno/metanol al 3% por 10 min., lavaron con tampén fosfato salino
(PBS Hemagen® Diagnostics INC., Maryland USA.) y se realiz6 el
desenmascaramiento de antigeno con Proteinasa K, segun indicaciones del
fabricante (Novocastra, Lab. Novo, Newcastle, UK). Este paso se omitié en
las muestras sometidas a proceso de desmineralizacion. Posteriormente,
se bloguearon los sitios inespecificos con suero equino 2,5 % por 10
minutos (Kit ABC Universal, RTU Vectastain® Kit, Burlingame, CA.), se
agrego el anticuerpo monoclonal anti-CSF-1 (ABR®, Affinity BioReagents,
Golden, CO, USA) en dilucion 1:50 y el anticuerpo monoclonal anti
Catepsina K (Abcam®, Cambridge, UK), en dilucion 1:200 en solucién
de suero equino al 2,5 %. Posteriormente, las muestras se lavaron con
PBS, la reaccion se visualizé mediante el kit ABC (Kit ABC Universal, RTU
Vectastain® Kit, Burlingame, CA.) segun instrucciones del fabricante, se
reveld con DAB Kit (Peroxidasa Sustrate Kit DAB SK4100, Zymed Labs
INC., San Francisco, USA) y se realizo la contratincién con hematoxilina.
Finalmente las muestras se deshidrataron y se montaron con medio de
montaje hidrofébico (Flotex, Lerner Laboratories, Pittsburgh, PA, USA),
para ser observadas en un microscopio optico (Zeiss®, Axiostar Plus).
Los controles negativos se realizaron siguiendo el mismo procedimiento
anterior, pero sin agregar el anticuerpo primario.

RESULTADOS

Las caracteristicas de los sujetos en estudio se presentan en la
Tabla 1. De las 20 muestras obtenidas, 7 pertenecian a sujetos controles,
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que no presentaban sintomatologia pulpar o periapical en el diente y
acudian por indicacion de extraccion ortodoncica. El diagndstico clinico
de estas muestras fue confirmado luego del estudio histopatoldgico.
De las muestras de pacientes enfermos, 7 fueron diagnosticadas
histopatolégicamente como GP, 5 como QRI y una muestra fue excluida
tras ser diagnosticada como ligamento periodontal inflamado.

Tabla 1. Cuadro resumen de caracteristicas de los sujetos del estudio.

Diagnéstico Edad (promedio +-DS) Mujeres n
QRI 52,6 +- 1,5 2 5
GP 48,5 +- 17,1 2 7
Ligamento 14,7 +- 3,09 6 7
sano

Al realizar los ensayos inmunohistoquimicos se observo
la expresion de CSF-1 tanto en QRI como GP, pero no en ligamento
periodontal sano. En QRI, se observé una reaccion positiva tenue en el
revestimiento epitelial quistico, capsula y células endoteliales vasculares,
mientras que el infiltrado inflamatorio y principalmente plasmocitos
demostraron una marcada inmunopositividad. CSF-1 presenté una
distribucién similar en GP, con un marcado predominio en plasmocitos del
infiltrado inflamatorio (Figura 1).

Figura 1. Expresion de CSF-1 en granuloma apical (1-2); quiste radicular (3-4) y
ligamento periodontal sano (5-6). Las flechas indican células inmunoreactivas en
infiltrado inflamatorio (1-2-3-4), endotelio vascular (2 y 4), revestimiento epitelial de
quistes radiculares (3) y capsula (4).

Finalmente, con respecto a la expresion de Catepsina K, se
observé inmunopositividad en QRI y GP, mientras que en ligamento
periodontal sano no se detectd. En QRI, Catepsina K se localizd
en el revestimiento epitelial quistico, células mesenquimales de la
capsula e infiltrado inflamatorio, fundamentalmente en plasmocitos;
ademas, se encontré inmunoreactividad leve en células vasculares
endoteliales; mientras que en GP, la expresién de Catepsina K se localizd
fundamentalmente en el infiltrado inflamatorio, en forma similar a los QRI
(Figura 2).

Figura 2. Expresién de Catepsina K en granuloma apical(1-2); quiste radicular (3-4) y
ligamento periodontal sano (5-6). Flechas indican células inmunoreactivas en infiltrado
inflamatorio (1-2-3-4), revestimiento epitelial de quistes radiculares (3), capsula, (3-4)
y endotelio vascular (4).
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DISCUSION

La PAC es una patologia infecciosa que combina aspectos de
la respuesta defensiva, inflamatoria e inmune y que finalmente conduce a
la destruccion de los tejidos perirradiculares®''2". Algunas de las células
actualmente consideradas fundamentales en su patogenia son las células
inflamatorias y osteoclastos®®. El fendmeno caracteristico de la PAC esta
representado por la ostedlisis periapical donde CSF-1 y Catepsina K podrian
coordinar los eventos biologicos asociados. Nuestros resultados describen
por primera vez la presencia de estos mediadores en LPAs, sugiriendo
que tanto CSF-1 como Catepsina K podrian asociarse con la formacién y/o
progresion de quistes y granulomas periapicales.

La expresion de CSF-1 se identificd exclusivamente en LPAs,
asociada a epitelio, endotelio, células mesenquimales y células inflamatorias,
predominantemente plasmocitos. Estos resultados estan en linea con estudios
previos en patologias como artritis y osteoporosis post menopausica®?),
Esto sugiere que CSF-1 podria estar involucrado en la patogenia de las LPAs.
Anivel pulpar, se ha estudiado su rol como regulador de procesos inflamatorios
y se ha observado su expresion en reabsorcion 6sea asociada a la erupcion
de dientes temporales en humanos". Este hallazgo se relaciona con otros
estudios donde observaron que la presencia de CSF-1 aumentaba en conjunto
con la actividad osteoclastica en erupcién dentaria de roedores®. Ya que se ha
descrito la presencia de RANKL en LPAs®), y se ha observado la participacion
de CSF-1 en otras patologias y procesos que tienen en comun la ostedlisis, su
expresion podria estar relacionada con la diferenciacion osteoclastica necesaria
para la destruccion asociada al desarrollo y progresion de QRIs y GPs.

Asimismo, observamos la expresion de Catepsina K en QRIy GP,
mientras que no se observo su expresion en ligamento periodontal sano. De
modo similar a CSF-1, Catepsina K se localizd en el revestimiento epitelial
quistico, células mesenquimales de la capsula e infiltrado inflamatorio,
fundamentalmente en plasmocitos, presentando una distribucién similar en
GPs y QRIs. Esto sugiere un posible rol de Catepsina K en la patogenia de
las LPAs, presumiblemente en la degradacién de la matriz organica del tejido
6seo periapical. De modo similar, estudios previos han descrito la presencia
de Catepsina K en superficies radiculares donde existe reabsorcion en dientes
de origen bovino®@, fenémeno que también se caracteriza por remodelacion
6sea. La presencia de Catepsina K se ha estudiado también en fluido
crevicular gingival (FCG), en asociacion con patologias como periodontitis®®
y periimplantitis®®. Esta enzima esta involucrada en la reabsorcion ésea, ya
que participa en la degradacion de colageno tipo | del hueso, correspondiente

al 90% de la matriz 6sea, asi como de gelatina y osteopontina, entre otros
componentes de la MEC(27,28). Consecuentemente, Catepsina K podria
tener un rol fundamental en la expansion de LPAs de origen endodontico.

En sintesis, la distribucion de CSF-1 y Catepsina K fue
relativamente similar en GP y QRI. La expresion de CSF-1 y Catepsina K
en GPs sugiere que ambos podrian estar involucrados en la génesis de
las LPAs; mientras que la expresion de estos mediadores en el epitelio
quistico, infiltrado inflamatorio y capsula de QRIs sugiere que podrian estar
involucrados en el crecimiento de estas lesiones, e incluso en la progresion
de GP a QRI. Por otro lado, si bien la literatura destaca la presencia de
macrofagos como células fundamentales en la patogenia de las LPAs, en
este estudio se observoé una intensa expresion de los mediadores en estudio
en plasmocitos, destacando la posibilidad de que estas células jueguen
un rol importante en el proceso osteolitico de la PAC®. Por otro lado, la
expresion de CSF-1 en el endotelio vascular de las LPAs apoya el posible
rol quimiotactico de éstos mediadores en el reclutamiento de monocitos/
macrofagos perpetuando el proceso inflamatorio.

Ensintesis, dado que CSF-1 permite el reclutamiento de monocitos
y la diferenciacion de células precursoras de osteoclastos y Catepsina K
degrada la matriz 6sea, la deteccion de estas moléculas en LPAs sugiere
que podrian participar activamente en la formacién y/o progresion de LPAs
y particularmente en ostedlisis apical; sin embargo se requiere un mayor
estudio para determinar su rol y relevancia en esta patologia.

Finalmente, CSF-1 y Catepsina K podrian ser utilizados como
marcadores de progresién de LPAs, permitiendo que el estudio de la
expresion de estas moléculas sea de ayuda en el diagndstico de la PAC y
en el monitoreo de las LPAs.

CONCLUSION

CSF-1 y Catepsina K se expresan en LPAs y podrian participar
en la génesis y/o progresion de la PAC.
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