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RESUMEN Conocer los mecanismos de sefializacién existentes
desde el comienzo de la formacion del individuo v las interaccio-
nes que se desencadenan a partir de las primeras células que
determinaran el origen de las distintas estructuras del mismo. Se
consultaron diferentes fuentes, las que aportaron informacion
detallada acerca de los procesos bioldgicos que incluyen los
factores necesarios para la diferenciacion de las células madre en
general y en especial de la pulpa dental. La sefializacion es el
proceso por el cual la célula responde a varios tipos de moléculas.
Las sefiales pueden provenir de zonas adyacentes, atravesando
nexos, o de fuentes alejadas difundiéndose por linfa o sangre. La
unién molécula sefial-receptor desencadena cambios en el recep-
tor de la célula blanco, respondiendo con procesos moleculares
denominados transduccion, los cuales son diferentes segun
subtipos de receptores. Si los procesos de sefializacion se produ-
cen en células madre, como las de la pulpa dental, se coordinan
sucesos para la formacion de células especializadas y tejidos.
Habiendo analizado la accién de factores de sefializacion que
inciden desde la formacion del embrién, se destacan aquellos que
podrian actuar en la diferenciacion hacia células especializadas de
tejidos duros, empleando estructuras de soporte denominadas
andamios.

Palabras clave: SENALIZACION - DIFERENCIACION - PULPA

a4

SUMMARY Knowing the existing signaling mechanisms from the
beginning of the formation of the individual and the interactions
that are triggered from the first cells that will determine the origin
of the different structures of the same. Different sources were
consulted, which provided detailed information about the biologi-
cal processes that include the necessary factors for the differentia-
tion of stem cells in general and especially of dental pulp. Signaling
is the process by which the cell responds to various types of
molecules. The signals can come from adjacent areas, crossing
links, or from distant sources diffusing by lymph or blood. The
signal-receptor molecule binding triggers changes in the receptor
of the target cell, responding with molecular processes called
transduction, which are different according to receptor subtypes.
If signaling processes occur in stem cells, such as those in dental
pulp, events are coordinated to form specialized cells and tissues.
Having analyzed the action of signaling factors that affect from the
formation of the embryo, those that could act in the differentiation
towards specialized cells of hard tissues, using support structures
called scaffolds, stand out.
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INTRODUCCION

El presente trabajo se basa en la importancia de conocer los
mecanismos de comunicacion celular y su relevante funcién en los
organismos multicelulares, en estos las células se ordenan en
niveles crecientes de organizacion para formar tejidos, 6rganos,
aparatos y sistemas, con funciones especificas y coordinadas en
cada individuo, permitiéndole la interaccién con el medioambien-
te. Esto ocurre por procesos de sefializaciones que desde el
comienzo de la formacién del individuo y conjuntamente con
interacciones existentes a partir de las primeras células, determi-
nan el origen de las distintas estructuras del mismo. Se conside-
ran moléculas de sefializacion a aquellas que modulan una
funcion celular®™. Para su realizacion se consultaron diferentes
fuentes basadas en trabajos experimentales, las que aportaron
informacion detallada acerca de los procesos moleculares vy
actividades bioldgicas de determinados factores necesariamente
posibles para la diferenciacion de las células madre en general y
en especial de la pulpa dental.

La sefializacion es el proceso por el cual la célula responde a
factores quimicos, estimulos eléctricos y opticos que pueden
activar diferentes vias®". La sefializacién entre células responde a
varios tipos de moléculas sefial como proteinas, péptidos peque-
flos, ciertos aminoacidos, esteroides, derivados de acidos grasos,
nucledtidos y determinadas gases disueltos, entre ellos didxido de
carbono, mondxido de nitrogeno y éxido nitrico. Las sefiales no
siempre provienen de zonas cercanas, también pueden hacerlo
de puntos lejanos, debiendo en éste caso difundirse por linfa o
sangre. Las asociaciones entre las moléculas sefial y sus respecti-
vos receptores dan lugar a modificaciones en el receptor de la
célula blanco, a partir de lo cual se desencadenan diferentes
procesos moleculares denominados transduccion. Los receptores
de superficie celular son proteinas del plasmalema a veces con
hidratos de carbonos o lipidos, unidos mediante enlaces covalen-
tes. El sitio de unién (acoplamiento) con la molécula sefial o
ligando se encuentra por fuera del plasmalema, al unirse ambos
se produce un cambio alostérico (modificando la conformacion)
en el receptor que genera reacciones dentro de la célula blanco.
Los receptores pueden ser clasificados en tres grupos: receptores
cataliticos, acoplados a canales idnicos como ocurre en la sinapsis
neuronal, y receptores acoplados a proteina G.

El reconocimiento molécula sefial-receptor se produce ante la
necesidad de formar un segundo mensajero mediante una serie e
activaciones y transformaciones moleculares que comienzan con
la unién a la proteina G, especificamente a la Gp. A partir de dicha
unién se activa la enzima fosfolipasa C, transformando al bifosfato
de fosfatidilinositol (PIP2) a trifosfato de inositol (IP3). Este Ultimo
se dirige al reticulo endoplasmatico liso, el cual estimula liberando
iones de calcio que se une a proteinas especificas como la calmo-
dulina cuya funcién se vincula con procesos de activacion de
proteinas dentro de la célula. El diacilglicerol (DAG) derivado del
PIP2, activa a la proteinquinasa C con capacidad de fosforilar a
otras proteinas que controlan el crecimiento y la diferenciacion
celular.

Al unirse una molécula sefial al receptor de la célula blanco sobre
la superficie externa del plasmalema, se produce un cambio
conformacional en el receptor por lo cual se une a la proteina G,
esto conlleva a que el guanosindifosfato (GNP) uniéndose al

guanosintrifosfato (GTP), el cual se hidroliza a GDP, el cese de la
estimulacion de la adenilciclasa. Segun actden proteinas G estimu-
ladoras (Gs) o inhibidoras (Gi), dicho ciclo se repite o concluye
formando AMP ciclico. El efecto del AMP ciclico tiene lugar cuando
la enzima proteinquinasa A dependiente del mismo lo activa y
cataliza la fosforilacion de proteinas, las cuales actdan transfirien-
do los grupos fosfatos terminal del ATP a los aminoacidos de las
moléculas de protefnas activadoras que regulan su actividad,
pudiendo inducir diferentes efectos fosforilando varios grupos de
proteinas en las distintas células blanco segln su funcién®. Si bien
hasta el momento hemos analizado la sefializacion celular respec-
to de los receptores a nivel de membrana, se debe tener en
cuenta el efecto de las moléculas sefial por medio de receptores
intracelulares. Estas moléculas atraviesan la membrana plasmati-
ca (Ej. Hormonas esteroideas y tiroxina) ejerciendo su funcion al
unirse a un receptor especifico, lo cual permite que se fije a
determinada secuencia de ADN, por lo que se activa de transcrip-
cion de uno o grupos de genes. Los receptores intracelulares (Ri)
constan de tres dominios: el dominio de activacion transcripcional
en la region amino terminal, el dominio de unién al ADN (DBD)
ubicado hacia la parte media de la proteina y el dominio de unién
al mensajero (LDB) ubicado en el carboxilo terminal. Los Ri tienen
capacidad de actuar a nivel citoplasmatico o a nivel nuclear. Como
consecuencia de su unién al mensajero, sufre modificaciones que
le permiten adosarse por medio de dedos de Zinc, a nucledtidos
especificos del ADN, que son genes de respuesta.

Ademas los LBD intervienen en procesos de dimerizacion, localiza-
cién y asociacién con otras proteinas que activa o cambia el
estado de acetilacion de las histonas y modula la trascripcion
genética y por consiguiente la sintesis de proteinas. La regulacion
de la expresion génica usualmente implica tiempos superiores a
los 30 minutos para que se produzca el efecto. Como podemos
apreciar, es clara la magnificencia que caracteriza a los procesos
fisiolégicos de los organismos multicelulares, a partir de los cuales
es posible la formacién de estructuras especificas que permiten
cumplir con las necesidades vitales. En este aspecto toman un rol
fundamental, las células con capacidad de autorrenovacion,
proliferacion y potencial de especializacién denominadas células
madre. El conocimiento del modo en que ellas reciben sefiales y
actlan posteriormente, es interesante en diferentes areas de la
salud, siendo en la actualidad la regeneracion de tejidos, uno de
los puntos mas sensibles que podria dar respuesta a necesidades
de los individuos. Varios son los paises que estan avanzando sus
estudios sobre regeneracion celular a partir de células madre y es
la odontologia una de las disciplinas que aporta un caudal impor-
tante de células con capacidad de diferenciacion. Un ejemplo muy
representativo son las células madre pulpares, consideradas
como una nueva alternativa en la terapia celular, en la actualidad
se desarrollan técnicas para su uso en odontologfa regenerativa?.
La literatura describe diferentes métodos de bioingenieria tisular
para formar tejidos, entre ellos un germen dental, empleando
estructuras a modo de soporte tridimensional denominadas
andamios. Diversas investigaciones destinadas a la regeneracion
de dentina han empleado andamios de hidroxiapatita, los cuales
arrojaron resultados favorables. Asimismo, se han utilizado sobre
estas células madre del cordén umbilical (HUVECs), presentando
una mayor regeneracion endotelial®®, Nakashima realizd
trasplantes de CMDP en piezas con pulpitis irreversibles, en
donde observo regeneracion del tejido®®. Los resultados obteni-



dos representan gran expectativa en futuros tratamientos para la
endodoncia regenerativa®. La importancia de su aplicacion radica
en la combinacién de andamios biolégicos, conjugados con
factores de crecimiento y otras células que aceleraran el proceso
de regeneracion tisular. Actualmente la ingenieria de tejido pulpar
se ha vuelto una realidad, al inducir la formacién de dentina, la
apicogénesis en un diente joven o devolver la vitalidad a un diente
necrético. Este descubrimiento realizado en seres humanos abre
la posibilidad de una nueva aplicacién de tratamiento en la
endodoncia regenerativa, cuya metodologia podria ser utilizada
en otras disciplinas como: endodoncia, periodoncia, cirugfa
maxilofacial, implantologia y prostodoncia®. Las células madre o
stem cell (en inglés stem significa tronco, traduciéndose muy a
menudo como “células troncales”), se diferencian de las otras
células por poder autorrenovarse mediante mecanismos mitoti-
cos y diferenciarse a través de la programacion de diferentes vias.
De ese modo tiene la capacidad de generar diferentes tejidos de
acuerdo a su grado de potencialidad. Las células madre son NO
especializadas. Una de las caracteristicas fundamentales de una
célula madre es que no tiene estructuras de tejidos especificos
que le permita realizar funciones especializadas. Los productos
quimicos secretados por otras células actuando como sefiales
externas inducen a la diferenciacion de las stem cell.

La ingenieria de tejidos (IT): el estudio de los procesos moleculares
que se desarrollan a partir de células troncales corresponden a
una disciplina denominada Ingenieria tisular, en la cual se puede
producir la regeneracion o reparacion de tejidos mediante la
interaccion de distintos elementos bioldgicos y materiales
quimicos. En la actualidad, la ingenieria de tejidos permite
elaborar diversos tejidos, siendo los mas frecuentes el cartilago, el
hueso, las valvulas cardiacas, el propio corazén entero, los nervios,
los musculos, estructuras dentales o el higado. Concomitante-
mente se logré mejorar a las metodologfas utilizando la tecnologia
de bio- impresién 3D, La regeneracion 6sea utilizando IT con el
empleo de hidroxiapatita como material bioinductor permite que
los osteoblastos queden atrapados dentro de una matriz minerali-
zada convirtiéndose en osteocitos. En la naturaleza, las células
secretan sus propias estructuras de soporte o andamios, son las
matrices extracelulares (ECM), encontrandose entre sus compo-
nentes moléculas de sefializacion, ademas de contribuir con su
arquitectura, compatibilidad, bioactividad y propiedades mecani-
cas. Cada sefial molecular puede iniciar una cadena de respues-
tas que dirigen la activacion de genes los cuales codifican las
sustancias del andamiaje. Si dichos mecanismos biolégicos son
empleados por profesionales de la salud, se denomina terapia
celular. La construccion de un andamio requiere la interaccion de
diferentes sustancias bidticas o abidticas como proteinas ¢
plasticos. Creados los andamios, se ponen en contacto con células
junto a una variedad de factores de crecimiento, procurando la
induccion celular para la formacion de tejidos siempre que el
medio sea el adecuado. Se puede concluir que los tres elementos
necesarios en la ingenieria de tejidos son: A) Células madre B)
Vias de sefializacién y Factores de Crecimiento C) Andamios
(Scaffold)”.

Moléculas de Sefializacion: las investigaciones al respecto demos-
traron la necesidad de incluir distintos factores de crecimiento y
moléculas de sefializacion los cuales actan en la regulacion de la

formacion de pulpa y dentina, incidiendo sobre el genoma de las
células madre de la pulpa dental iniciando el proceso de la
diferenciacion.

Matriz dentinaria tratada (TDM) radica en segmentos dentinarios
sometidos a la accién de agua desionizada y EDTA a modo de
microambiente o andamio junto a la incorporacién de sustancias
esenciales como TGF-b1, DMP-1, biglicano y decorina, éste
microambiente inductor logré una diferenciacion en odontoblas-
tos®o,

Componentes de la matriz dentinaria (DMC) para su obtencién el
procedimiento se basa en la aplicacion de EDTA durante 14 dias a
dentina pulverizada. Un método mas actual y fisioldgicamente
preciso radica en introducir a cultivos celulares de mesenchymal
stem cells suplementos de factores de crecimiento, moléculas
bioactivas y nucleadores minerales derivados de la matriz de
dentina los cuales se detallan a continuacion.

Factor de crecimiento nervioso (NGF) representa moléculas que
contribuyen al desarrollo, supervivencia y diferenciacion de las
neuronas simpaticas y sensoriales como asf también en la pulpa
dental. En estudios preliminares se ha demostrado que este factor
es capaz de activar osteoblastos para la reparacion 6sea, en tanto
ocurre lo mismo al estimular preodontoblastos para la formacién
de dentina tubular favoreciendo ademas la proliferacion y diferen-
ciacion de las PDLSC®,

Ciertas sustancias secretadas fuera de la célula, pueden dirigir la
morfogénesis, se las denomina morfégenos y representan sefiales
que coordinan las estructuras del organismo en formacion.
Durante el inicio de la formacion dental, actian en la relacion
epitelio-mesénqguima, cuyas vias involucran cinco clases de genes
altamente conservados durante la evolucion: proteinas morfoge-
néticas 6seas (BMP), factores de crecimiento fibroblastico (FGFs),
proteinas internas Wingless (Wnts), proteinas Hedgehog (Hhs), y
las moléculas de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF)'9
(m0203) | os morfogenes son sefiales que funcionan como factores
de diferenciaciéon y crecimiento implicados en el establecimiento
de patrones especificos en la arquitectura de 6rganos y tejidos'?.
Proteina Wingles: pertenecen al orden de los morfdgenos y
generan diferentes tipos celulares, lograndolo en base a la
cantidad del mismo alrededor de cada entorno celular, lo cual es
muy especifico en el desarrollo embrionario, controlando hechos
clave como la proliferacion, la especificacion, la polaridad celular y
el patrén de los tejidos. Este morfégeno corresponde al orden de
las proteinas conjugadas (glicoproteinas), siendo una familia muy
conservada en el tiempo, soluble, rica en cisteina, codificadas por
19 genes en ratén y en humanos. Estas proteinas estan implica-
das en la homeostasis de los tejidos durante la vida del individuo,
interviniendo en la proliferacion, activacion y regeneracion de las
células madre. Participan ademas activando genes del ciclo
celular, genes involucrados en la transicion epitelio mesénquima'y
genes implicados en la diferenciacion como la Queratina 1 o la
citoqueratina del pelo. La transduccién de las sefiales de protei-
nas Wnt se realiza a expensas de diferentes rutas de sefializacion,
siendo las mismas a saber: la ruta candnica o via beta catenina-de-
pendiente y las rutas no canonicas.



Via candnica Wnt: Comienza su activacion cuando los factores
Wnt1, Wnt3 o WntA se acoplan a los receptores transmembrana
Fz (Frizzled), y al co-receptor LRPS (receptor de la familia de protei-
nas relacionadas con el receptor de lipoproteinas LDL). Después
de la unién mencionada se registra el acoplamiento de la proteina
Dul(dishevelled) esta unién favorece el agrupamiento de Axina,
luego se produce la fosforilacién del extremo citoplasmatico LRP.
La Axina permite la liberacion de Beta catening, la cual se concen-
tra en el citoplasma ingresando posteriormente al nicleo donde
se une a factores de transcripcion TCF/LEFR(factor de transcripcion
especifico de las células T/factor potenciador de linfocitos), la
unién recientemente constituida remueve a los factores co-repre-
sores dando como resultado la activacion de genes co-activadores
que activaran genes siendo necesario que los mismos encuen-
tren secuenciamientos de respuesta a los factores mencionados
(Wnt1, Wnt3 o WntA). Otra de las funciones de beta catenina es
que forma parte del conjunto de proteinas cuyo rol se desempefia
en las uniones adherentes entre células.

Las rutas no candnicas se dividen en dos grupos: la via PCP (polari-
dad plana celular) y la via del Ca2+, ambas requieren ser activadas
por factores Wnt como Wnt4, Wnt5 o Wnt 11. A su vez la via PCP
se pone en funcionamiento por varios receptores Fz activando las
proteinas de unién GTP (Guanosintri Fosfato), RhoA (proteina
homologa de RasA), Rac (proteina activada unida al GTP) y a sus
efectores Roh quinasa y JNK (quinasa del extremo terminal de
C-jun). Esta via permite el establecimiento respecto de la polaridad
de los tejidos, migracion celular y organizacion del citoesqueleto.
La via del calcio, se activa a través de los receptores Fz 2y 7 o del
receptor Ror2 (receptor huérfano con actividad tirosina quinasa),
dichos receptores activan a la proteina quinasa C (PCK)y aumenta
los niveles de calcio intracelular, por lo que se activa la calmoduli-
na quinasa Il (Ca MKIl) y la calcineurina(Can) que regulan la prolife-
racion celular y la migraciont.

Las proteinas Hedgehog (Hhs) corresponden a una familia de
moléculas con capacidad de actuar como morfégenos,se compo-
ne de tres grupos: Indian Hedgehog (Ihh), Desert hedgehog (Dhh)
y Sonic hedgehog (Shh) ,la Ultima tiene la propiedad de unirse al
receptor Patched que es una proteina transmembrana inhibidora
de sefializaciones. Al producirse la union, dicha inhibicion se
interrumpe permitiendo la via de sefializacion intracelular y la
accion de los factores transcripcionales, translocacion al nucleo
celular y el estimulo para la transcripcion de proteinas correspon-
dientes a genes Shh(=11€17 Este morfégeno proviene de una
fuente a partir de la cual se dirige hacia otras células por difusion
simple, endocitosis o proteoglicanos del mismo modo que las
proteinas wingless. Generalmente a medida que se aleja del
centro de origen disminuye paulatinamente su concentracion.
Otras veces su concentracion se mantiene estable, pudiendo ser
contrarrestado por un inhibidor secretado en otro centro inductor
con capacidad de interferir la unién de forma directamente
proporcional a su concentraciont®),

El TNF-a tiene la capacidad de estimular a las CMPD para la
secrecion de factores solubles como TGF-[3.

El Factor de crecimiento transformante beta [TGF-B] es una citoguina
que se produce en altas concentraciones en las células madre de
la pulpa dental, generando un microambiente supresor que
favorece la regeneracion del tejido celular®?. El TGF-S3 pertenece a
un gran grupo de polipéptidos extracelulares con caracterfsticas

estructurales comunes. Esta citoquina participa en procesos de
crecimiento, desarrollo, diferenciacién y homeostasis a través de
su interaccion con receptores en lamembrana celular. El TGF-beta
puede inducir fuertemente la formacion de hueso, cartilago y
tejido conjuntivo, la reepitelizacion, el remodelado y la inflama-
cion. Es secretado por plaguetas, macréfagos, linfocitos vy
fibroblastos. Dentro de esta gran familia se puede citar la proteina
morfogénica 6sea (BMP), las cuales presentan propiedades
osteoinductorast??.

Las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs) son moléculas diméri-
cas compuestas por aproximadamente 120 aminoacidos muy
estables, con capacidad de inducir formacién de hueso, cartilago y
el tejido conectivo™®.

Las células osteoprogenitoras, osteoblastos, condrocitos, plaque-
tas y células endoteliales producen BMP. Luego de su formacion,
la BMP, se almacena temporalmente en la matriz extracelular para
ser utilizada cuando es requerida, siendo su actividad biolégica
sensible a la produccién de estimulos desencadenados por
formacion ¢sea endocondral™. Las BMP inician su accion a partir
de la llegada de los monocitos, los cuales liberan TGF -b, promo-
viendo la quimiotaxis y proliferacion de células mesenquimaticas.
Las BMP inducen la diferenciacion de las células mesenquimaticas
a condrocitos®?. Posteriormente ocurre una hipertrofia de los
condrocitos, con calcificaciéon de la matriz ¢sea, diferenciacion
hacia osteoblastos y culmina con la formacion 6sea®?.

CONCLUSION

Los procesos de sefializacion, corresponden a funciones biolégi-
cas indispensables que permiten coordinar sucesos para la
formacion de células y tejidos desde el comienzo de la formacion
del individuo, hasta células mas especializadas originadas por la
estimulacion de células madre como sucede en la pulpa dental.
Habiendo analizado diferentes factores de sefializacion que
inciden en la formacién de las estructuras del organismo y su
accion en adultos sobre células madre multipotenciales, se han
seleccionados aquellos con posibilidad de actuar durante la
diferenciacion hacia células especializadas de tejidos duros sobre
estructuras de soporte denominadas andamios.
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