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RESUMEN

La angiogénesis proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos a partir
de una vasculatura preexistente, responsable de suministrar oxigeno y
nutrientes a los tejidos afectados. Se ha demostrado que la  falta de
perfusién colateral en la pulpa dental la convierte en un tejido mas
susceptible a las injurias lo que puede facilmente incrementar la presién
interna y desencadenar la hipoxia. Una reaccién a la hipoxia en las células
pulpares, conduce a la induccion transcripcional de una serie de genes que
participan en la angiogénesis. El elemento principal que desencadena esta
respuesta es el factor inducible por hipoxia-1 (HIF-1), una molécula de
sefalizacion sensible al oxigeno que activa una serie de genes que
codifican factores de crecimiento proangiogénicos, los cuales facilitan la
adaptacion y supervivencia de las células pulpares cuando estas pasan de
los estados de normoxia a condiciones de hipoxia. La presente investigacion
es de tipo documental y disefio bibliografico, presentada bajo la modalidad
de monografia, basada en la blusqueda de informacién a través de portales
tipo PUBmMed, ISIlweb of science, Scopus entre otros, donde se utilizé
articulos de revistas cientificas indexadas y de alto impacto, con el fin de
encontrar evidencia cientifica que muestre la importancia de HIF-1 en la
angiogénesis en el tejido pulpar. Conclusion: HIF-1, juega un papel
protagdénico en el proceso angiogénico y estos nuevos vasos estaran en
control de llenar las necesidades metabdlicas y de oxigenacién del tejido
pulpar para su posterior reparacion.
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Abstract

The angiogenesis is the process of forming new blood vessels from a
preexisting vasculature, responsible for supplying oxygen and nutrients to the
affected tissues. It has been demonstrated that the lack of collateral perfusion
in the dental pulp makes it a tissue more susceptible to insults which can
easily increase the internal pressure and trigger the hypoxia. A reaction to
hypoxia in pulp cells leads to the transcriptional induction of a series of genes
involved in angiogenesis. The main element that triggers this response is the
inducible factor by hypoxia-1 (HIF-1), an oxygen sensitive signaling molecule
that activates a series of genes that encode proangiogenic growth factors,
which facilitate the adaptation and survival of pulpal cells when they pass
from the states of normoxia to hypoxia conditions. The present investigation is
a documentary type and bibliographic design, presented under the modality
of monograph, based on the search of information through portals like
PUBmMed, ISIweb of science, Scopus among others, were used articles from
scientific journals with a high impact factor, in order to find scientific evidence
showing the importance of HIF-1 in angiogenesis of pulp tissue. Conclusion:
HIF-1, plays a leading role in the angiogenic process and these new vessels
will be in control of filling the metabolic and oxygenation needs of the pulp
tissue for subsequent repair.

Key words: angiogenesis, HIF, HIF-alpha, FIH, Ang2, Tie2, VEGF, hypoxia,
dental pulp.
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INTRODUCCION

La pulpa dental es un tejido conjuntivo laxo que se encuentra rodeado por
paredes dentinarias inextensibles; el aporte de oxigeno (O;) llega a las
células pulpares (DPCs) a través de la vasculatura que atraviesa los

conductos radiculares y llegan al espacio periapical.

Se ha demostrado que la tension de O, en el tejido pulpar es menor en
comparacion con la de otros tejidos; y segun Lida Ky cols, en 2010, refiere
que en la pulpa es de aproximadamente de 23,2mmHg (equivalente a 3% de
0,). Esto explica la vulnerabilidad del tejido pulpar ante un proceso
inflamatorio, lo que conlleva rapidamente a desencadenar la hipoxia. Asi
mismo, algunas de las causas que pueden propiciar las condiciones de
hipoxia en pulpa son: procedimientos restauradores, anestésicos locales con
vasoconstrictor, trauma oclusal, restauraciones “altas” o sobreextendidas,

movimientos ortoddncicos, bruxismo y caries.

La hipoxia, induce en las DPCs, respuestas adaptativas homeostéticas,
donde éstas desencadenan una variedad de reacciones biologicas, las
cuales incluyen la activacion de vias de sefalizacion que regulan la
proliferacion, angiogénesis y apoptosis. Consecuentemente, las bajas
tensiones de O, comprometen la vitalidad pulpar y a medida que disminuye

la perfusion, el tejido pulpar debe reabastecerse con fluidos esenciales que

13



permitan los procesos reparativos de manera Optima, por lo tanto la
angiogénesis es el mecanismo responsable de la neoformacion de vasos

sanguineos durante condiciones patolégicas de la pulpa.

La angiogénesis es esencial en el mantenimiento de la adecuada afluencia
de O, y nutrientes para las necesidades metabdlicas de las DPCs. La
angiogénesis es coordinada por la produccién de numerosas moléculas
quimio-biolégicas, estimuladoras e inhibidoras, tales como: factores de
crecimiento, citocinas, matriz de metaloproteinasas (MMPSs), inhibidores
angiogénicos enddgenos, moléculas de adhesion, componentes de la matriz
extracelular (ECM) y factores de transcripciéon como el Factor Inducible por
Hipoxia-1 (HIF- 1) que es una proteina de sefalizacion que regula la
homeostasis del O, e induce el proceso angiogénico en el tejido pulpar, asi
como en otros tejidos del organismo y desempefia un papel fundamental en
la reparacion de la pulpa dental.}>*

Actualmente, existe evidencia cientifica donde se demuestra que HIF-1
desempefia un papel protagénico en la angiogénesis, al activar la
transcripcion de genes que codifican factores de crecimiento
proangiogénicos tales como: la angiopoyetina 2 (Ang2) y factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), los cuales facilitan la adaptacion

y supervivencia de las células y organismos asi como de las DPCs. 1113 20-24

En este sentido, autores como Fong G., en 2008, refiere que la angiogénesis
depende de la acumulacion de HIF-1 en los tejidos y mas recientemente
Kiriakidis S. et al., en 2015, apoya la teoria de que HIF-1 puede interactuar
con Notch2, sustrato que suprime la survivina (un inhibidor clave de la
apoptosis), y reprime su actividad, desempefiando asi un papel critico en el

control de la supervivencia de las células endoteliales vasculares.*® *°
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Por lo tanto para un mejor entendimiento de los cambios que se generan en
el tejido pulpar ante situaciones de hipoxia, es necesario una comprension de
los mecanismos del sistema HIF-1 en la regulacion de la angiogénesis en el
tejido pulpar cuando este se encuentra bajo condiciones hipoxicas, que

anteceden a la respuesta de las DPCs 11132024

Por su parte, Gong Q. et al.,, en 2010, realiz6 un estudio in vitro donde
observaron que el nivel del mMRNA de HIF1- a aumenté en el periodo de
cultivo de 24 horas, lo que indica que la hipoxia promovio la expresion de
HIF1- a en las DPCs. Estos resultados sugieren que la inflamacion y la
hipoxia pueden jugar un papel importante en la regulacion del eje SDF-1a -
CXCR4, que reclutan mas DPSCs en la dentinogénesis para la posterior

reparacion.?®

Igualmente Arhana F. et al., en 2010, realiz6 un estudio in vitro el cual
observo que la hipoxia aumento la expresion de HIF-1 a y VEGF en DPSCs
y fibroblastos de pulpa dental humana (HDPF), y, el ambiente hipoxico en

las HDPF aumentd la proliferacion de células endoteliales.”

Por otra parte, Li L. et al., en 2011, realizé un estudio in vitro cuyo propdsito
fue evaluar la influencia de la hipoxia en la mineralizacion de las células de la
pulpa dental humana (hDPCs) con el fin de comprender mejor el proceso de
regeneracion y formacién de dentina reparativa. El estudio demostré que la
hipoxia promueve la mineralizacion de hDPCs, como lo evidencia el aumento
de los marcadores de mineralizacion y la formacion de nodulos calcificados.
Los autores refieren que es posible que HIF-1 a se activé en las hDPCs
bajo las condiciones de hipoxia, induciendo a la sefalizacion celular que

estimulé la formacién de la matriz y su posterior mineralizacion.*
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Romer P. et al., en 2014, realizé una investigacion in vivo, tuvo como objetivo
analizar el efecto del tratamiento ortodéncico sobre la induccion y la
regulacion celular de la hipoxia intrapulpar. Entre sus resultados, observaron,
que se produjo un aumento significativo de Hif-1a como resultado de las
alteraciones circulatorias en la fase inicial del movimiento dental ortodoncico
in vivo y ademas proporcionaron informacién sobre los efectos reguladores
de la hipoxia a corto plazo en fibroblastos de pulpa dental humana in vitro.
Sus hallazgos confirman que el movimiento dental ortoddncico induce
reacciones tisulares periodontales e intrapulpulares en los dientes tratados,
ademas, la expresiéon de Hif-1a en el tejido de la pulpa dental de los dientes
tratados ortodonticamente in vivo muestran como consecuencia una
respuesta adaptativa del tejido pulpar, lo que asegura la vitalidad del mismo.
Concluyd, que los movimientos ortodéncicos afectan la circulacion de la
pulpa dental por la hipoxia, lo que conduce a una respuesta inflamatoria
dentro de los dientes tratados y se puede esperar que el tejido pulpar se

someta a un proceso de remodelacién después del movimiento dental. >’

Recientemente, Janjic et al., en 2018, Plante6 la hipdtesis de que  L-
mimosina (L-MIM) y la hipoxia estimulan la produccion de angiopoyetina 4,
un factor de sefializacion que modula la angiogénesis en la pulpa dental.
Realizd un estudio in vitro, donde se usaron cultivos monocapa de células
derivadas de pulpa dental (DPC) para evaluar la produccion de Ang 4 en los
niveles de ARNm y proteina en respuesta a L-MIM e hipoxia. Ademas se
realizaron cultivos de cortes dentales. Los resultados sugieren que la hipoxia
conduce a un aumento en la produccion de Ang 4 en las DPC a traves de la
via de HIF-1.*

Las evidencias cientificas presentadas demuestran que todos los autores
coinciden en que el Factor Inducible por Hipoxia-1 (HIF-1) es el elemento

principal que induce a la respuesta angiogénica en el tejido pulpar y también

16



regula la homeostasis del O, favoreciendo la supervivencia, multiplicacion y
diferenciacion de las DPCs. Por lo tanto, estos estudios, sustentan las bases
de esta investigacion, al proporcionar informacion detallada, confiable y

actualizada.

En este sentido, la presente investigacion tuvo como proposito analizar la
importancia de HIF-1 en la regulacion de la angiogénesis en el tejido pulpar
bajo condiciones de hipoxia; y como objetivos especificos, describir HIF-1
desde el punto de vista molecular y biologico, destacar el mecanismo de
accion HIF-1 en la regulacion de la angiogénesis como una respuesta del
tejido pulpar ante condiciones de hipoxia y resaltar el proceso angiogénico en

el tejido pulpar.

Para tal fin se realiz6 una revision bibliografica, de tipo documental, bajo la
modalidad monogréfica, donde se realizd una revision de diversas fuentes
bibliograficas tales como articulos de revistas cientificas indexadas y de alto
impacto a través de los portales de tipo PUBmed, ISIweb of science, Scopus,
google académico, estableciendo busqueda con las siguientes palabras
claves: Dental pulp, Angiogénesis, HIF, FIH, Ang2, Tie2, VEGF, Hypoxia.

Con el desarrollo de esta investigacion se brinda un aporte a la comunidad
cientifica, estudiantes de pregrado y postgrado de la facultad de odontologia
de la universidad de Carabobo (FOUC), odontélogos y especialistas, al
ofrecer informacién relevante y actualizada acerca de HIF y su importancia
en la angiogénesis en el tejido pulpar ampliando los conocimientos en
biologia pulpar, al mismo tiempo que tendra implicaciones en la practica
clinica ya que una mejor comprension de la angiogénesis le permitira al
clinico entender un poco mas las respuestas reparativas que ocurren en el
tejido pulpar ante estimulos que desencadenan hipoxia, o que podria

conducir a mejores alternativas terapéuticas, siendo de beneficio para los
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pacientes atendidos en el area de Postgrado de Endodoncia de la Facultad
de Odontologia de la Universidad de Carabobo. También serd un aporte
cientifico ya que a partir del presente estudio se podrian abrir nuevas lineas
de investigacion dentro de la unidad de adscripcién y al mismo tiempo

investigaciones de orden experimental.

El presente trabajo se encuentra adscrito a la Unidad de Investigaciones
Morfopatologicas (UNIMPA), dentro de las lineas de investigacion de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Carabobo (FOUC), de biologia
humana, tematica genética y subtemética biologia molecular (endodoncia).
La correspondencia con las lineas y teméticas de investigacion de la FOUC
garantiza que los conocimientos generados en la presente investigacion

tendran pertinencia, sensibilidad y aproximacion al entorno social.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Para comprender la importancia del factor inducible por hipoxia (HIF) en el
desarrollo de la angiogénesis en el tejido pulpar se debe realizar un analisis

de algunos aspectos generales de la pulpa dental.

Pulpa Dental

La pulpa dental es un tejido conectivo laxo y especializado de origen
ectomesenquimatoso. Es altamente vascularizado, rico en células, matriz
extracelular (ECM), neuropéptidos, fibras colagenas y nerviosas. La pulpa
madura tiene un gran parecido con el tejido conectivo embrionario del cual
deriva, al tener una capa de células altamente especializadas como los
odontoblastos los cuales se disponen periféricamente en relacién con la
matriz dentinaria y forman el complejo dentino-pulpar, considerado una
unidad funcional y estructural que actla como un sistema sensorial capaz de
responder a diferentes estimulos. La pulpa reside entre paredes rigidas
formada por tejido dentinario, que crea un ambiente de alta presion y bajas
tensiones de oxigeno lo que predispone al tejido pulpar ante una inflamacion
a desarrollar rdpidamente hipoxia. Otra particularidad del tejido pulpar es que
contiene fibras sensoriales. Estas fibras junto con la microcirculacion hacen
de la pulpa un 6rgano Unico para el estudio de interacciones neurovasculares

durante varios estados de inflamacion. * %%
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La pulpa dental presenta diversas funciones, siendo las principales: la

formadora de dentina, nutritiva, de defensa y la inductora.®*3

Zonas histolégicas

Zona odontoblastica o periférica: es la capa mas superficial de la pulpa, la

cual se localiza debajo de la predentina. Conformada por los odontoblastos

dispuestos en empalizada. Contiene capilares, fibras nerviosas, células
dendriticas.®>*’

e Zona de Weil (acelular): plexo de Raschkow (rica red de fibras
nerviosas mayormente no mielinizadas), capilares y las finas
prolongaciones citoplasmaticas de los fibroblastos.***’

e Zonarica en células o zona central: alta densidad de fibroblastos,

células mesenquimatosas indiferenciadas, se puede encontrar células

de la pulpa propiamente dicha. Esta capa es mucho mas

predominante en la pulpa coronal que la radicular.3’

e Pulpa propiamente dicha: vasos sanguineos, fibras nerviosas,
fibroblastos, células mesenquimatosas indiferenciadas, células
inmunocompetentes (células dendriticas, macrofagos, linfocitos) fibras

colagenas y matriz extracelular.®3’

Componentes estructurales del tejido pulpar
Los elementos pulpares se clasifican en celulares, extracelulares, elementos

de sostén y nerviosos.*®

Células

Odontoblastos

Los odontoblastos son las células mas predominantes del complejo dentino-
pulpar y los principales formadores de dentina. Son células de origen
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ectomesenquimatico. Estas células se alinean en la periferia de la pulpa y
consisten en un cuerpo celular y un proceso citoplasmico / odontoblastico

(prolongaciones odontoblasticas). Las células son altas y de forma columnar
de aproximadamente 50 a 60 um de largo en la porcion oclusal coronal

mientras que son cuboidales en el piso de la camara pulpar y la superficie
interna de la pulpa, en la region del periapice tienden a ser fusiformes,
parecidos a los osteocitos, ya que se diferencian de estos solo al observarse
la prolongacién. Su morfologia varia en funcién de su estado funcional. En un
estado de reposo, se pueden observar mas aplanados, ya que la fase
secretora se encuentra distendida con el citoplasma basoéfilo y gran cantidad
de organulos secretores. Las prolongaciones inician en el cuello celular,
disminuyendo progresivamente de diametro en la medida que atraviesa la
predentina hasta llegar a la dentina mineralizada. La capa de odontoblastos
se separa de la dentina mineralizada mediante una capa de matriz
desmineralizada de 10 a 40 um de espesor, la predentina. EI nimero de
tubulos dentinarios se corresponde con la cantidad de odontoblastos alli
presentes. Por consiguiente, existe mayor ndimero de los mismos en la
dentina coronaria que en la radicular. Muchos complejos de union se
producen con los osteoblastos cercanos, mediante uniones en grietas,
rigidas y desmosomas. Estas unidades o complejos son denominados zona
Adherens, zona Ocludens o uniones comunicantes, sugiriendo la posibilidad
de comunicacion entre las células. La formacion y permanencia de estos
complejos depende de las necesidades funcionales. Los odontoblastos una
vez ya formados totalmente no se diferencian, y con respecto a su vida

media, parece corresponder con el tiempo de viabilidad de la pulpa.®*®’

Yu C. et al., refiere que aunque existe abundante informacion sobre los
aspectos estructurales de los odontoblastos, se sabe muy poco sobre el
aspecto dinamico de estas células, especialmente en la pulpa madura. La

21



formacion y el mantenimiento de la dentina implican el transporte activo de
iones de calcio, precursores de colageno o componentes de la matriz
extracelular de una actividad que presumiblemente requiere energia y, por lo
tanto, oxigeno. Un estudio respiratorio in vitro utilizando el método directo de
Warburg ha demostrado una captacion de oxigeno significativamente mayor
en las regiones periféricas de pulpas de molares bovinas, lo que indica que
los odontoblastos pueden tener un alto metabolismo oxidativo.®

Segun Yumoto H. et al., los odontoblastos ubicados en la capa méas externa
de la pulpa dental forman una barrera natural entre los tejidos mineralizados,
la dentina y los tejidos blandos, la pulpa dental, y, en primer lugar, reconocen
los patégenos relacionados con la caries y detectan las irritaciones externas.
Por lo tanto, los odontoblastos poseen un sistema inmune innato

especializado para combatir los patégenos orales que invaden la dentina.®

Células mesenquimatosas indiferenciadas

Estas células derivan del ectodermo de la cresta neural. Constituyen las
células de reserva de la pulpa por su capacidad de diferenciarse en nuevos
odontoblastos o fibroblastos, segun el estimulo que actie. Se encuentran en
gran cantidad en la zona rica en células. Se caracterizan morfolégicamente
por una forma estrellada y con el cuerpo citoplasmatico poco visible. Poseen
una alta capacidad de diferenciacion, lo que les permite dar origen a otros
tipos celulares.®®

La poblacion de células mesenquimaticas disminuye con la edad, esto
conlleva a una reduccion en la capacidad defensiva de la pulpa dental.®
Normalmente sustituyen a los fibroblastos. Ante la presencia de una agresion
al tejido pulpar, pueden atravesar la zona de Well, diferencidndose en células
secretoras de matriz dentinaria, lo que se conoce como odontoblastos

muchas veces atipicos.*
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Fibroblastos

Después de los odontoblastos los fibroblastos representan la poblacion mas
abundante dentro de la pulpa dental. Tienen papeles principales en la
regulacion de los procesos biolégicos del tejido pulpar y su funcién en
condiciones normales y patoldgicas.®3"4°

El fibroblasto a menudo se define como una célula de forma irregular
implicada en la sintesis de la matriz extracelular (ECM) que proporciona
soporte a todos los tejidos animales. De hecho, los fibroblastos son células
mesenquimatosas que forman fibras del tejido conjuntivo y contribuyen a su
integridad estructural. Se originan a partir de una célula madre mesenquimal
multipotente (MSC) que también da lugar a adipoblastos, condroblastos,
osteoblastos y mioblastos. Los fibroblastos son células fusiformes o
estrelladas con largos procesos citoplasmicos.> 4°

Se encuentran en gran cantidad en la zona rica en células. Su principal
funcion en la pulpa dental es formar y mantener la ECM la cual se encuentra
conformada por coldgeno (principalmente tipo | y lll, siendo mas abundantes
en la porcibn apical pulpar) elastina, laminina, fibronectina,
glicosaminoglicanos como hialuronano, glicoproteina y la sustancia
intercelular amorfa, también muchas metaloproteinasas. La matriz
extracelular da sostén a las células, ademas de actuar como medio de
transporte de nutrientes y catabolitos. 4

Los fibroblastos de la pulpa controlan la vascularizacion e inervacion de la
pulpa en condiciones fisiolégicas y también  sintetizan factores de
crecimiento que mejoran la regeneracion, la vascularizaciéon y la inervacion
del complejo dentino-pulpar. También representan una poblacion celular
Gnica porque son el Unico tipo de célula no hepatica y no inmunitaria capaz
de sintetizar todas las proteinas del complemento. Complejos de ataque que
juegan un papel fundamental en la respuesta inmune y a regeneracion de la

pulpa.*
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Un aspecto interesante en la participacion de los fibroblastos en la fisiologia y
funcién de la pulpa se ha ilustrado a través de un sistema de cocultivo entre
fibroblastos pulpares y células endoteliales. Esto permitié la demostracién de
la influencia directa de los fibroblastos en la neoangiogénesis in vitro.*°

En la pulpa joven, el nimero de estas células es mucho mayor que en la
pulpa envejecida y se presentan con gran actividad formadora de ECM, a
esto se suma el hecho de que existe una cantidad menor de fibras colagenas
lo que permite una mejor difusion de células y electrolitos, para la sustancia

fundamental amorfa.®

Células de Rouget
La funcion de las células de Rouget es bastante controversial, pero se cree
que actian como pericitos, siendo células contraidas en la pared de los

vasos, actuando en la disminucién de la luz de estos.*®

Células de defensa

Macréfagos

Pertenecen al sistema fagocitico mononuclear por su capacidad de
fagocitosis y por participar en los mecanismos defensivos. Tienen su origen
en los monocitos. Los macrofagos tisulares recién llegados de la sangre son
células con gran capacidad de diferenciacion, pues deben pasar por distintos
estados de activacion, para alcanzar su capacidad funcional. En las primeras
etapas se asemeja morfolégica e histoquimicamente al monocito y reciben la
denominacion de macrofago residentes. Al surgir un estimulo inflamatorio los
macréfagos residentes proliferan y se expanden.®’

Desempefian funciones activas de endocitosis y fagocitosis, por su
capacidad quimiotactica y actividad fagocitica, estos elementos celulares son

capaces de actuar como reservorios, que eliminan hematies extravasados,
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células muertas y sustancias extrafias por la accion de enzimas lisosomales.
Ademas de su actividad fagocitica, estan en relacidbn con la funcion
inmunoldgica (al fagocitar particulas extrafias y presentarlas a los

linfocitos). 3%’

Linfocitos

Son las células responsables de la respuesta inmunolégica especifica. Se ha
demostrado que en el tejido pulpar sano solamente posee linfocitos de tipo T,
los linfocitos B normalmente estan ausentes. Los linfocitos T participan en la
respuesta inmunoldgica inicial; esta células se activan mediante mecanismos
inmunoldgicos ante la presencia de antigenos provenientes de la caries, los
cuales liberan linfoquinas que provocan vasodilatacion pulpar, La interacciéon
entre ambos tipos de linfocitos facilitaria la diferenciacion de linfocitos B en
células plasmaticas, las cuales son la que elaboran anticuerpos especificos

contra los antigenos que han propiciado la respuesta inflamatoria. *>3’

Mastocitos

Son los encargados de almacenar mediadores quimicos, siendo los
principales los del tipo metacromético, que contienen heparina, histamina,
ECF-A y leucotrienos. Son las células responsables de la reaccion de

sensibilidad inmediata.®’

Células dendriticas

Son elementos accesorios del sistema inmune. Se considera que las células
dendriticas presentadoras de antigeno que expresan la molécula del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de Clase Il participan en la
vigilancia inmunoldgica. Estas células tienen extensiones citoplasmicas
distintivas, tienen una gran area de superficie para capturar antigenos,

carecen de lisosomas intracelulares y vacuolas fagociticas, por lo que tienen
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una capacidad fagocitica propia. Las células dendriticas se localizan
predominantemente en el area paraodontoblastica. También estan presentes
en la porcién central de la pulpa. En otras partes del cuerpo como la
epidermis se encuentran células similares llamadas células de Langerhans.*®
37

Las células dendriticas de la pulpa se disponen, en general, a lo largo de los
vasos con su eje mayor paralelo a las células endoteliales.?’

La funcion de las células dendriticas de la pulpa consiste en participar en el

proceso de iniciacién de la respuesta inmunolégica primaria.®’

Fibras

Se encuentran fibras colagenas, reticulares y elasticas.®’

El colageno es el principal componente organico en la pulpa dental. La
morfologia de las fibras de colageno, un constituyente principal en la pulpa,
se ha descrito a nivel de microscopia éptica y electrénica. El colageno se
sintetiza y secreta tanto por los odontoblastos como por los fibroblastos. Sin
embargo, el tipo de colageno secretado por los odontoblastos, para
posteriormente mineralizarse, difiere del colageno producido por los
fibroblastos pulpares que normalmente no se calcifica. Tampoco difieren en
la estructura bésica, sino en el grado de entrecruzamiento y una ligera
variacion en el contenido de hidroxilisina.®”

Las principales fibras son las de colageno del tipo | y Ill. La presencia de
ambas parece ser constante durante toda la vida; por esta razon, en la pulpa
joven es posible observar fibrillas colagenas aisladas entre las células de la
pulpa, ya que, con el transcurrir de la edad, estas fibras tienden a
depositarse en forma organizada formando haces. La mayor concentracion

de estas fibras parece encontrarse en la regién periapical.®> 3’

Circulacion sanguineay linfatica

26



El suministro arterial de la pulpa tiene su origen en las arterias alveolares
superiores posteriores y la rama alveolar infraorbital e inferior de las arterias
maxilares internas. Los vasos sanguineos pulpares son llamados arteriolas
(diametro en el rango de 100 um) y vénulas correspondientes (diametro en el
rango de 200 a 300 um). Las arteriolas principales entran, y las vénulas
principales y los linfaticos salen de la pulpa dental a través del foramen apical
o las foraminas. Los vasos también entran y salen de la pulpa a través de
conductos laterales y accesorios que pueden ubicarse en cualquier parte de
la raiz, pero mas comunmente en la regién apical. La pulpa carece de un
suministro de sangre colateral alternativo que hace que la region apical sea
un punto critico. ¥’

Las arteriolas pasan a través de la pulpa radicular para suministrar oxigeno y
nutrientes a la pulpa coronal. Como las arteriolas viajan directamente a la
zona coronal, se desarrollan patrones de ramificaciébn. Estos vasos de
ramificacion tienen una capa muy delgada de mduasculo liso y pierden el
recubrimiento cuando alcanzan la dentina, formando una red capilar. Cerca
de la dentina, alrededor del area odontoblastica, forman una densa red
capilar terminal en la regién subodontoblastica.’

Las vénulas constituyen una porcion eferente de la circulacion pulpar y su
diametro es ligeramente mayor que el de las arteriolas. Las vénulas
aumentan su tamafio en la medida que avanzan en direccion apical y al salir
del foramen, se unen y drenan en la vena facial y maxilar. El flujo sanguineo
pulpar es mas rapido que en otras partes del cuerpo, observandose que la
presién pulpar es una de las mas altas del organismo.*®

Los vasos linfaticos entran por el foramen y se concentran en la porcion
coronal de la pulpa. Durante los procesos inflamatorios, favorecen
removiendo exudados inflamatorios y también agentes irritantes, como

residuos celulares. Al dejar la pulpa a través del foramen apical, confluyen
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con los linfaticos periodontales y se dirigen hacia los ndédulos linfatico

regionales, venas subclavia y yugular interna.®

Por otra parte, antes de que las arteriolas se rompan en lechos capilares, a
menudo surgen anastomosis arteriovenosas (AVA) para conectar la arteriola
directamente a una vénula. Las AVA son vasos relativamente pequefos, que
tienen un diametro de aproximadamente 10 um. Su presencia es mas

frecuente en el area radicular de la pulpa.*’

Inervacion

La pulpa dental tiene un suministro abundante de nervios tanto sensoriales
como autébnomos. La mayoria de estos nervios son sensoriales. El ganglio
trigeminal suministra inervacion sensorial a la pulpa a través de las ramas
nerviosas maxilar y mandibular. Los nervios simpaticos son menos
numerosos con su origen en el ganglio cervical superior. Estas ramas
nerviosas atraviesan el foramen apical junto a los vasos sanguineos
aferentes, en la medida que se dirigen en direccion oclusal, se ramifican
periféricamente junto a con la vascularizacion. Se sabe que las fibras y
terminaciones nerviosas tienden a presentarse en una cantidad mayor en el
cuerpo pulpar mas que en otras regiones periféricas.>>

Caviedes B. et al., refiere que el tejido pulpar esta inervado por fibras de los
sistemas simpatico, parasimpatico y somatosensorial. El sistema nervioso
simpatico reduce el flujo sanguineo de la pulpa (vasoconstriccién) debido a la
liberacion de neurotransmisores como el neuropéptido Y (NPY). Las fibras
parasimpéticas estimulan la vasodilatacion debido a la liberacion del péptido
intestinal vasoactivo (VIP).*

Los haces nerviosos pulpares son principalmente fibras nerviosas sensitivas,
pertenecientes al nervio trigémino y también fibras autbnomas pertenecientes

a las ramas simpaticas y parasimpaticas. Los estudios anatomicos y
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electrofisioldgicos han clasificado los nervios de acuerdo con su diametro y
velocidad de conduccién. La pulpa contiene dos tipos de fibras nerviosas
sensoriales: fibras que son mielinizadas y fibras C que no estan mielinizadas.
Los axones mielinizados se clasifican de acuerdo con el didmetro y la
velocidad de conduccion. La mayoria de estos se componen de fibra A-delta
(didmetro de 1 a 6um), conductores relativamente mas rapidos. Una minoria
es de fibras A-beta (didmetro de 6 a 12um) conductores relativamente
rapidos. Las fibras amielinicas son denominadas fibras C (diametro de 0,4 a
1,2um).En la medida que las fibras ascienden en direccion coronal,
progresivamente pierden la vaina de mielina, presentando un aumento de la

cantidad de fibras amielinicas en la porcién coronaria de la pulpa.®> 3’

Células madre de la pulpa dental (Dental Pulp Stem Cells, DPSC)

Las células madre de la pulpa dental (DPSC), también denominadas
mesenquimaticas indiferenciadas, son células madre ecto-mesenquimales
derivadas de la cresta neural. Constituyen la poblacién de reserva pulpar por
su capacidad de diferenciarse en nuevos odontoblastos productores de
dentina o en fibroblastos productores de matriz pulpar, segun el estimulo que
actle sobre ellas. Son células multipotentes que proliferan extensivamente.
Residen en la zona central del tejido pulpar, tienen alto potencial de
proliferacion, diferenciacion, multiplicacion y autorrenovacion.  Poseen
propiedades inmunosupresoras y expresan marcadores como CD13, CD29,
CD44, CD59, CD73, CD90, CD105, CD146 y STRO -1, pero no expresan
CD14, CD24, CD34, CD45, CD19 y HLA-DR. La plasticidad de las DPSC se
ha verificado a través de estudios in vitro e in vivo. Estas células tienen la
capacidad de diferenciarse en células odontoblasticas, osteoblastos,
adipocitos, células neuronales, cardiomiocitos, miocitos y condrocitos in vitro.

Las DPSC pueden formar n6dulos mineralizados con una estructura similar a
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la dentina en condiciones osteoinductoras in vitro y tejido reparador similar a

la dentina en la superficie de la dentina humana in vivo.?”

El oxigeno y la produccidn de energia en la pulpa dental son esenciales para
todos los eventos biolégicos, moleculares y celulares de este tejido. Los
procesos metabdlicos y el mantenimiento de la homeostasis de las células de
la pulpa dental (DPCs) dependen de como se obtiene energia y del oxigeno
presente en el tejido pulpar. La energia esta disponible en forma de molécula
transportadora de trifosfato de adenosina (ATP), la mayor parte se genera a
través de la respiracion celular aerdbica. Una fuente importante de energia
en las DPCs es la glucosa que se metaboliza a través de la glucdlisis en
piruvato, que puede oxidarse en dioxido de carbono (CO) en el ciclo del
acido tricarboxilico (TCA) para generar grandes cantidades de ATP a traves
de la fosforilacién oxidativa.*®*’

Respiracion Celular

Segun Nazaret C y cols, las células requieren de metabolitos y enzimas
trabajando en conjunto en funcion de su supervivencia y crecimiento. El
metabolismo debe ser constante y responder rapidamente a los cambios que
se dan en el entorno celular. Estas respuestas metabdlicas ocurren en
segundos o minutos, mucho mas rapido de lo que la informacion codificada
en el ADN es leida e implementada. Dado que la produccion de energia es
una respuesta a la demanda energética celular, el rendimiento en la
produccion de ATP varia segun las condiciones celulares y el
microambiente.*®>!

En condiciones normales, el metabolismo celular consume energia, de la
cual el 70% es suministrada por la fosforilaciébn oxidativa (OXPHOS), Unica
ruta metabdlica que tiene las conexiones necesarias para todo el

metabolismo celular que proporciona la mayor parte de esa energia (ATP) y
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tiene un papel central en el establecimiento y mantenimiento de la
homeostasis metabodlica. En condiciones de hipoxia, sin embargo, la
glucdlisis se mejora para compensar la funcién debilitada de OXPHOS. Por lo
tanto, la glucdlisis y OXPHOS cooperan para mantener el equilibrio

energético celular. 4%

Etapas de larespiracion celular aer6bica

La respiracion celular puede ser aerobia o anaerobia (fermentacion), la
presente investigacion se enfocara en la respiracion aerobica, principal
fuente de generacién de energia de las células de la pulpa dental (DPCs) y

todas las demas células eucariotas.

Glucodlisis aerobica

La cadena de reacciones mediante la cual la glucosa proporcionada
exdégenamente o sintetizada enddégenamente se degrada con obtencion de
energia se llama glucdlisis. Es una de las rutas metabdlica originales dentro
de la evolucién y en casi todas las células se desarrolla de la misma manera:
una molécula de glucosa se convierte en dos moléculas de piruvato
formandose trifosfato de adenosina (ATP) y nicotidamina adenina
dinucledtido (NADH). En condiciones aerbbicas se unen a la glucdlisis el
ciclo, de Krebs y la fosforilacidon oxidativa, de este modo la glucosa puede
convertirse en dioxido de carbono (CO;) y agua (H20), generando mayores
cantidades de ATP.>

Durante la respiracion celular aerdbica el proceso de glucélisis produce
piruvato. El piruvato se transforma luego en un grupo acetilo durante la
reaccion de transicion. El grupo acetilo se usa en el ciclo de Krebs o ciclo del
acido citrico y la fase finaliza con el ATP liberado en la cadena de transporte
de electrones dentro de la mitocondria. La glucdlisis es ineficaz en términos

de produccion de trifosfato de adenosina (ATP), generando solo 2 moléculas

31



de ATP por molécula de glucosa, mientras que la oxidacion completa de una
molécula de glucosa por fosforilacion oxidativa puede generar de 27 a 38
ATP desde el punto de vista tedrico y desde el practico de 28 a 30 ATP. A
pesar de su baja eficiencia en el rendimiento de ATP por molécula de
glucosa, la glucolisis aerdbica podria generar mas ATP que la fosforilacion
oxidativa al producir ATP a un ritmo mas rapido. Siempre que el suministro
de glucosa sea abundante, se puede preferir una via ineficiente pero mas
rapida para la produccién de ATP, y una de las ventajas de la glucolisis
aerobica es una produccion de ATP mas rapida para satisfacer las elevadas
demandas de las células.>

Balance energético total de la glucélisis: 2ATP + 2NADH (4 0 6 ATP).*!

Fases de la glucdlisis

Fase inicial

En esta fase inicial utiliza dos moléculas de ATP para convertir la glucosa en
fructosa-1,6-bisfosfato a través de reacciones secuenciales catalizadas por

hexoquinasa, fosfoglucosa isomerasa y fosfofructoquinasa.*

Fase de generacion de energia

En esta segunda fase, la fructosa-1,6-bisfosfato se convierte adicionalmente
paso a paso en piruvato con la produccion de cuatro moléculas de ATP y dos
moléculas de nicotinamida adenina dinucleétido reducido (NADH).Durante
este proceso, se consumen dos ADP y dos NAD". En ausencia de oxigeno,
NAD" se regenera a partir de NADH por reduccion del piruvato a acido
lactico catalizado por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH).>?

En condiciones aerdbicas, el piruvato se puede oxidar aun mas a CO2 y H20
en las mitocondrias a través del ciclo del acido tricarboxilico (TCA) y la
cadena respiratoria, produciendo una gran cantidad de ATP.*?
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Cada reaccion en la ruta glucolitica es catalizada por una enzima especifica
o un complejo enzimatico. Ademas de sus actividades enziméticas bien
caracterizadas, estudios recientes sugieren que algunas de las enzimas
glucoliticas son proteinas multifuncionales. Por ejemplo, hexoquinasa,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y enolasa se han
caracterizado por desempeifiar un papel en la regulacion transcripcional. La
hexoquinasa y GAPDH pueden regular la apoptosis y la glucosa-6-fosfato
isomerasa puede afectar la motilidad celular. Ademas, aunque la glucdlisis es
la via metabdlica clasica que genera piruvato, otras reacciones metabolicas
como la conversidon de xilulosa-5-fosfato en gliceraldehido-3-fosfato a través
de la via de la pentosa fosfato por la transcetolasa también producen el
intermedio metabdlico que conduce a la segunda fase de la ruta glucolitica

produciendo piruvato y ATP.*?

Enzimas glucoliticas

Hexoquinasa

La fosforilacion de la glucosa dependiente del ATP, para formar glucosa -6-
fosfato (G-6-P), es la primera reaccion que limita la velocidad en la glucaolisis,
y es catalizada por isoenzimas especificas del tejido conocidas como
hexoquinasas. La glucosa-6-fosfato sirve como punto de partida para que el
azucar ingrese en la via glicolica o la ruta de la pentosa fosfato, o para la
sintesis de glucégeno. Se han identificado cuatro isozimas de hexoquinasa
de mamifero (Tipos I-1V), con la isoenzima Tipo IV a menudo denominada
glucoquinasa y se encuentra en los hepatocitos. La regulacién de las
actividades de hexoquinasa y glucoquinasa son diferentes. Las hexoquinasas
[, I1'y Il son inhibidas alostéricamente por acumulacién del producto (G-6-P),
mientras que las glucoquinasas no lo son. Estas propiedades enzimaticas
favorecen el almacenamiento de glucosa en el higado durante los tiempos de

exceso de glucosa y la utilizacion de glucosa periférica. Las hexoquinasas
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son moléculas de 100 kDa que se cree que evolucionaron por duplicacién y
fusidén de un gen que codifica una hexoquinasa ancestral de 50 kDa. Por lo
tanto, estas isoenzimas muestran la repeticion de secuencia interna, y las
terminales N y C tienen una gran similitud de secuencia. Se estima que
aproximadamente el 70% de la hexoquinasa celular se asocia con
mitocondrias en condiciones metabdlicas basales. Estos hallazgos sugieren
que la fosforilacién oxidativa puede ser acoplada eficientemente a la ruta
glucolitica a través de la hexoquinasa unida a mitocondrias. Ademas, la
hexoquinasa se une a la membrana mitocondrial externa en sitios donde se
encuentra el canal de aniones dependiente de voltaje (VDAC).Esto coloca al
complejo en estrecha asociaciéon con el translocador de nucleétidos de
adenina (ANT), que abarca la membrana mitocondrial interna y facilita el
intercambio de ADP citoplasmico por ATP mitocondrial. Dado que estudios
recientes sugieren que VDAC / ANT puede jugar un papel importante en la
regulacion de la transicidon de la permeabilidad mitocondrial y la liberacion de
factores apoptéticos como el citocromo ¢, se sospecha que la hexoquinasa
también puede patrticipar en la via apoptoética. Parece que las hexoquinasas y
su asociacion con el complejo proteico mitocondrial pueden desempefiar un
papel importante en los procesos homeostaticos esenciales, como el
metabolismo de la glucosa y la apoptosis. La inhibicion de esta enzima es
probable que tenga profundos efectos sobre el metabolismo y la

supervivencia de la energfa celular.>

Glucosa-6-fosfato isomerasa

La interconversion de G-6-P y fructosa-6-fosfato esta catalizada por la
fosfoglucosa isomerasa (IGP), que desempefia un papel importante tanto en
la via glucolitica como en la gluconeogénesis. Ademas de su actividad

enzimatica bien definida en la ruta glucolitica, IGP, también funciona como
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una citoquina extracelular y se asocia con comportamientos malignos

agresivos.>?

Fosfofructoquinasa

Esta enzima cataliza el limite de velocidad de la fosforilacion de la fructosa-6-
fosfato a fructosa -1,6-bisfosfato, utilizando ATP como fuente de energia. La
fosfofructoquinasa estd regulada alostéricamente por 2,3-difosfoglicerato
(DPG). Se han identificado tres formas de fosfofructoquinasa, M (musculo), L

(higado) y P (plaquetas) en humanos.>?

Aldolasa

Cataliza la conversion reversible de fructosa-1,6-bisfosfato a gliceraldehido-
3-fosfato y fosfato de dihidroxiacetona. La aldolasa es un tetramero de
subunidades idénticas de 40 kDa cada una. Tres isoenzimas distintas (A-C)

han sido identificadas.>?

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

Es bien conocida como una enzima glucolitica clasica codificada por un "gen
de limpieza" que se expresa constitutivamente en la mayoria de las células.
Esta enzima cataliza una reaccién redox esencial en la ruta glucolitica:
conversion de gliceraldehido-3-fosfato en 1,3-bisfosfoglicerato junto con la
reduccion de NAD' a NADH. Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa es
Gnica entre las enzimas glucoliticas debido a su capacidad para unirse a
NAD" o NADH, y también a ADN y ARN. Esta propiedad Unica permite que
esta proteina afecte a multiples procesos celulares que incluyen endocitosis,
fusibn de membranas, secrecion vesicular, transporte de ARNt nuclear y
replicacion y reparacion del ADN. Esta enzima esta implicada en la apoptosis

cuando se trasloca al nGcleo.*?
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Fosfoglicerato quinasa

Esta enzima cataliza la conversion de 1,3-bisfosfoglicerato a 3-fosfoglicerato
junto con la generacibn de ATP a partir de ADP. Dos isozimas de
fosfoglicerato quinasa (PGK) han sido identificadas. La fosfoglicerato quinasa
(PGK) -1 se expresa de manera constitutiva en las células somaticas,
mientras que la PGK-2 parece expresarse solo en los espermatozoides. Esta
enzima esta conformada por dos dominios, el dominio C-terminal donde se
localiza el sitio de union ADP/ATP y el dominio N-terminal donde se

encuentra el sitio de unién a fosfoglicerato.*

Fosfoglicerato mutasa

La enzima glucolitica fosfoglicerato mutasa cataliza la interconversion de
glicerato-3-fosfato y glicerato-2-fosfato.Esta enzima requiere D-glicerato-2,3-
difosfato para la activacion mediante la donacion de uno de sus grupos

fosforilo para formar una enzima fosforilo unida covalentemente.*?

Enolasa

Cataliza la conversion de 2-fosfoglicerato en fosfoenolpiruvato. La enzima
estd altamente conservada, y las isoformas especificas del tejido se
encuentran con diferencias cinéticas menores. Se han identificado tres
isoformas principales de enolasa en mamiferos. La isoforma-a se expresa en
células fetales y otros tipos de células adultas, la isoforma-b se expresa en el

musculo estriado y la isoforma-g es especifica de la neurona.”?

Piruvato quinasa
Cataliza la transferencia irreversible del grupo fosforilo de fosfoenolpiruvato a
ADP, produciendo piruvato y ATP. El piruvato es un intermediario metabdlico

esencial que canaliza varias vias metabdlicas. Esta enzima es un tetramero
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que es activado alostéricamente por el fosfoenolpiruvato y regulado

negativamente por el ATP.>?

Lactato deshidrogenasa

Es un tetramero de subunidades A y B, codificado por dos genes separados.
Esta enzima cataliza la conversiéon de piruvato en lactato junto con una
oxidacion de NADH a NAD®, que es esencial para la ruta glucolitica.
Curiosamente, el gen LDH-A esta controlado por el factor inducible por
hipoxia (HIF) -1 alfa, mientras que el gen LDH-B no esta regulado por los
bajos niveles de oxigeno. Ademas de su papel esencial en el metabolismo de
la glucosa, la isoforma de LDH-A se ha identificado como una proteina de
uniébn a ADN monocatenario. La union de LDH-A al ADN monocatenario es
inhibida por NADH, que induce un cambio conformacional y modula la
actividad de union a ADN de LDH. Estudios bioquimicos sugieren que LDH-A
y LDH-B son componentes de un coactivador transcripcional dependiente del
ciclo celular. Estas observaciones inesperadas indican que una fraccion de

LDH podria participar en la replicacion del ADN y la transcripcion del ARN.>?
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Fig.1 Glucélisis. Tomado de Rodwell, V.W. 2017

Oxidacién del piruvato

38



El producto final de la glucdlisis es el piruvato que se forma en el citosol vy
es transportado a la mitocondria. Dentro de la mitocondria, el piruvato se
oxida en acetil-CoA a través de un complejo multienzimético asociado con la
membrana mitocondrial interna. Este complejo multienzimatico piruvato
deshidrogenasa es analogo al complejo a-cetoglutarato deshidrogenasa del
ciclo del acido citrico o ciclo de Krebs. Por lo tanto el piruvato es
descarboxilado por la enzima piruvato deshidrogenasa a un derivado
hidroxietilico del anillo de tiazol de la enzima ligada a tiamina difosfato, que a
su vez reacciona con lipoamida oxidada y el grupo de dihidrolipoll
transacetilasa, para formar acetil lipoamida. El ciclo de reaccion se completa
cuando la lipoamida reducida se reoxida por una flavoproteina, dihidrolipoil
deshidrogenasa, que contiene flavin adenin dinucleétido (FAD). Finalmente,

el reducido, la flavoproteina se oxida con la nicotinamida adenina
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dinucledtido (NAD +), que a su vez transfiere equivalentes reductores a la

cadena respiratoria.*® 4’

[ Acetil-CoA | [ NADH ]
[CoA] [NAD*)

® /@

@ Dicloroacetato

a2t @
\"*

NADH + H*‘\/ Co, gt
PDH

@ | PDH-a PDH-b

Acetil-CoA

Piruvato

(desfosfoenzima activa) (fosfoenzima mactlva

Piruvato
PDH fosfatasa

A B @ @

Mg?" ca®t ‘
Insulina

(en el tejido adiposo)

Fig.2 Oxidacién del piruvato. Tomado de Rodwell, V.W. 2017*

Ciclo del acido citrico

El ciclo del acido citrico, ciclo de Krebs o ciclo del acido tricarboxilico (TAC),
fue propuesto por Hans Adolf Krebs en 1937.Es la principal via metabdlica
para todos los procesos aerdbicos celulares. Comprende una serie de
reacciones que son importantes para las células. Este ciclo utiliza
(indirectamente) aproximadamente 2/3 del oxigeno total consumido por el
cuerpo y genera aproximadamente 2/3 de la energia total. Es la via final

comun para la oxidacién de carbohidratos, proteinas y lipidos. Juega un
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papel importante en la gluconeogénesis, transaminacion, desaminacion y

lipogénesis.>*

La oxidacion de acetil-CoA representa 2/3 del consumo total de oxigeno y
la produccion de ATP. El Acetil-CoA se obtiene de aminoacidos como
leucina, tirosina, isoleucina, lisina, fenilalanina y triptéfano, triacilglicerol,
carbohidratos y cuerpos ceténicos. En organismos aerdbicos, el ciclo del
TCA es una via anfibodlica, que participa tanto en los procesos catabdlicos

como anabdlicos.>

A través de su papel en el catabolismo oxidativo de carbohidratos, &cidos
grasos y aminoacidos el ciclo de Krebs proporciona precursores para
muchas rutas biosintéticas. Esto puede deberse a la importancia vital de este

ciclo metabdlico para la supervivencia celular.>*

Enzimas del ciclo del &cido citrico
Las enzimas del ciclo del TCA se ubican en la matriz mitocondrial. Entre
ellas se encuentran’*:

e Citrato sintasa

e Aconitasa

e Isocitrato deshidrogenasa

e Cetoglutarato deshidrogenasa

e Succinil-CoA sintasa

e Succinato deshidrogenasa

e Fumarato

e Malato deshidrogenasa

Fuentes de acetil-CoA
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El acetil-CoA se obtiene de diversas fuentes, incluidos los hidratos de
carbono, en los que la glucosa se descompone en &cido piravico y el acido
piravico se descarboxila en acetil-CoA. El acido piravico es un compuesto de
tres carbonos y el acetil-CoA es un compuesto de dos carbonos. El acetil-

CoA es el punto de partida para el ciclo del TCA.>

Etapas del ciclo de &cido citrico
1. Condensacion

El acetil-CoA (compuesto de dos carbonos) y el oxaloacetato (compuesto de
cuatro carbonos) se convierten en citrato (compuesto de seis carbonos). Esta

reaccion es catalizada por la enzima citrato sintetasa.>*

2. Isomerizacion del citrato

El citrato se convierte en cis-aconitato, reaccion catalizada por la enzima
aconitasa. Cis-aconitato es un intermediario y se convierte adicionalmente en
isocitrato. La enzima aconitasa estd involucrada en las reacciones de

deshidratacién y luego la rehidratacion.>*

3. Generacién de diéxido de carbono (CO2) por una enzima ligada a
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD")

El isocitrato se convierte en alfa-cetoglutarato por la isocitrato
deshidrogenasa. El isocitrato primero se deshidrogena a oxalosuccinato que
es un compuesto inestable y se descarboxila facilmente a alfa-cetoglutarato.
Ademas de la descarboxilacion, esta etapa produce un cofactor de
nicotinamida adenina dinucleétido reducido (NADH2).>*

4. Segundo paso de descarboxilacion oxidativa
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Este paso lo realiza un complejo multienzimatico, el complejo de
deshidrogenacion de alfa-cetoglutarato. En esta reaccién, alfa-cetoglutarato
se convierte en succini-CoA por la enzima alfa-cetoglutarato

deshidrogenasa.>

5. Fosforilacion a nivel de sustrato
En esta etapa succinil-CoA se convierte en succinato por la enzima
succinato tiocinasa. En esta reaccién, el guanosin difosfato (GDP) se
convierte en guanosin trifosfato (GTP).>*

6. Deshidrogenacion dependiente de Flavin
El succinato se convierte en &cido fumarico por la enzima succinato
deshidrogenasa. En esta reaccién el flavin adenin dinucle6tido en su forma

oxidada (FAD) se convierte en su forma reducida FADH2.>*

7. Hidratacion del enlace doble carbono-carbono
Se produce la hidratacién del doble enlace C = C catalizada por la enzima

Fumarato Hidratasa (también conocida como Fumarasa) y se forma malato.>

8. Reaccién de deshidrogenacion que regenera oxaloacetato
El malato es deshidrogenado para producir oxaloacetato por la enzima
Malato deshidrogenasa. En esta reaccion, NAD se convierte en NADH2. El
oxaloacetato formado en esta reaccion reacciona con acetil-CoA para formar

citrato con el fin de comenzar otra ronda del ciclo del acido citrico.®*

Papel metabolico del ciclo del cido citrico®*
e Oxidacion de acetil-CoA
e Integracion con el metabolismo de aminoécidos

e Integracion con el metabolismo de los lipidos
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Fig.3 Ciclo del &cido citrico. Tomado de Rodwell, V.W.2017"

Fosforilacion oxidativa

Las mitocondrias producen la mayor parte de energia en las células de los
mamiferos mediante la fosforilacién oxidativa, proceso metabdlico donde
los electrones se trasladan a lo largo de una serie de moléculas portadoras
que forman la cadena de transporte de electrones. Estos electrones se
generan a partir de NADH (dinucledtido de adenina de nicotinamida
reducido), coenzima requerida para mantener la relacién energia-estado
celular que se produce por la oxidacion de nutrientes como la glucosa. La
cadena de transporte de electrones consiste en cuatro complejos de enzimas
respiratorias dispuestas en una orientacidn especifica en la membrana
interna mitocondrial. El paso de los electrones entre estos complejos libera
energia que se almacena en forma de un gradiente de protones a traves de
la membrana y luego es utilizada por Adenosina 5 trifosfato sintasa (ATP

sintasa) para producir ATP a partir del ADP. La fosforilacion oxidativa actia
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como la unidad de control del metabolismo celular y el estado de energia es
el determinante de la homeostasis metabdlica. También tiene un papel
importante en la mayoria de las vias biosintéticas (anabdlicas), incluidas las
de la sintesis de &cidos grasos, glucosa, glucégeno, aminoacidos, proteinas
y acidos nucleicos. El control en tiempo real opera, en parte, a través de la
accion de moléculas pequefas, que incluyen, entre otras, nicotinamida
adenina dinucledtido (NAD"), nicotinamida adenina dinucledtido reducido
(NADH), Adenosin trifosfato (ATP),adenosin difosfato (ADP),adenosin
monofosfato ciclico (AMP) y fosfato inorganico (Pi). Estas pequefias
moléculas también pueden actuar en una escala de tiempo mas larga a
través de sus efectos sobre la expresidon génica. En los mamiferos, la
fosforilacién oxidativa es responsable del 95% del consumo de oxigeno del
cuerpo. Bajo condiciones donde se mantiene el suministro de oxigeno, esta
reaccion tiene una capacidad muy alta para la produccion de ATP. Por lo
tanto, las mediciones in vivo e in vitro muestran que la fosforilacion oxidativa
mitocondrial en los tejidos en reposo funciona a un 1% de la capacidad
maxima implicando varias reacciones que actlan en secuencia, y la
velocidad méaxima a través de cada reaccion intermedia debe ser al menos lo
suficientemente alta como para tener en cuenta la tasa maxima de consumo
de oxigeno y la sintesis de ATP.*® 30 35 36

La fosoforilacion oxidativa aporta aproximadamente 30 moléculas de ATP por

molécula de glucosa.>

Complejos de la cadena respiratoria

Las membranas internas fuertemente plegadas de las mitocondrias llamadas
crestas alojan de manera organizada los componentes de la cadena
respiratoria, o complejos OXPHOS (I-1V) y Junto con ATP sintasa (complejo
V) forman la maquinaria para la produccion

de ATP. Los complejos I-IV son enzimas multisubunidad que trabajan en
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conjunto para crear un gradiente electroquimico de protones a través de la
membrana interna mitocondrial que es utilizado por la fifg ATP sintasa
(complejo V) para producir ATP a través de la fosforilacion oxidativa, aunque
el complejo Il no puede bombear directamente protones. NADH o succinato,
generado durante la glucdlisis, la oxidacion de acidos grasos y en el ciclo del
acido citrico, forman el combustible para la cadena respiratoria. Durante la
catdlisis, hay transferencia de electrones entre los complejos mediada por
dos componentes pequefios: ubiquinona soluble en lipidos y citocromo ¢
soluble en agua. Se difunden entre los complejos respiratorios | 'y Ill, y lll y
IV, respectivamente, y el ultimo los lleva a formar agua a partir del oxigeno

molecular.®®

Complejo | o NADH deshidrogenasa

Es la enzima mas grande de la cadena de transporte de electrones (ETC) y
tiene una forma L caracteristica con una parte extensa que se incrusta en la
bicapa lipidica y un hombro mas pequefio que sobresale en la matriz
mitocondrial. ElI complejo | une el sustrato de NADH al extremo distal del
brazo hidrofilico y transfiere dos electrones, uno a la vez, a través del flavin
mononucledtido (FMN) a la ubiquinona wunida en la interfaz entre dos
brazos. La reduccion de la ubiquinona induce cambios conformacionales en
el brazo de la membrana que produce la translocacion de cuatro protones a
través de la membrana interna mitocondrial produciendo un gradiente de

protones.*®

Complejo Il o succinato deshidrogenasa
Es el segundo punto de entrada independiente de electrones a la cadena
respiratoria. Oxida succinato y transfiere electrones a través de tres grupos

de sulfuro de hierro a ubiquinona. ElI complejo Il no es una bomba de
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protones y no contribuye directamente a la formacion del gradiente de

protones.*®

Complejo 1l o citocromo ¢ oxidoreductasa

Existe en la membrana como un dimero, oxida ubiquinona a ubiquinol y
como resultado puede bombear dos protones al espacio intermembranal. Los
electrones del ubiquinol se pasan al transportador citocromo c a través de los

citocromos by c1 del complejo 111.°°

Complejo IV o citocromo ¢ oxidasa
Acepta electrones del citocromo c y los entrega a una molécula de oxigeno
para convertirla en dos moléculas de agua. Cuatro protones se bombean al

espacio intermembranal durante este proceso.*®

ATP sintasa o0 complejo V
Usa la energia almacenada en un gradiente de protones para convertir el

ADP en ATP. Es un complejo formado por 15-18 subunidades con una masa

R s
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Fig.4 Cadena respiratoria'y Fosforilacion oxidativa. Tomado de Rodwell, V.W.2017%

Importancia de la generacion de energia en la pulpa dental

Las células de la pulpa dental (DPCs) liberan trifosfato de adenosina (ATP)
en respuesta a la presion intrapulpar y la hipoxia. La cantidad liberada
depende de la magnitud del dafo celular.La adenosina 50-trifosfato (ATP)
esta presente en el citoplasma de las células de la pulpa dental (DPCs) y se
libera por exocitosis, transportadores y lisosomas a través de los canales de
la membrana celular.®”>°

El ATP es la principal fuente de energia para la mayoria de las funciones
celulares del tejido pulpar. Sin embargo, también funciona como una
importante molécula de sefalizacion extracelular que regula la migracién,
proliferacion y diferenciacién de las células madre de la pulpa dental (DPCS)

en odontoblastos, la comunicacion intercelular y la angiogénesis.>”™°

Importancia del oxigeno

Uno de los procesos celulares mas importantes en el que participa el oxigeno
(O.) es la fosforilacion oxidativa en las mitocondrias. Esto da como resultado
la produccién de trifosfato de adenosina (ATP). La homeostasis del oxigeno
es necesaria para producir y mantener los niveles de ATP en las células de
la pulpa dental (DPCs), proporcionando energia esencial para la funcién
celular y la sintesis de proteinas. ®*

Situaciones de baja tension de oxigeno (hipoxia) o niveles mas altos de lo
normal (hiperoxia) aumentan la produccion de especies de oxigeno reactivo
(ROS), que no puede ocurrir en un sistema sin oxigeno. Se piensa que las
ROS a bajas concentraciones actian como mensajeros celulares para

estimular procesos como la angiogénesis.°
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En el tejido pulpar el oxigeno es esencial para mantener la vitalidad vy
satisfacer sus demandas metabdlicas. Un suministro adecuado de oxigeno
es proporcionado por la rica vasculatura del tejido pulpar y el flujo sanguineo

relativamente alto.?
Concentracion de oxigeno en los tejidos

Mientras que el aire ambiente a nivel del mar tiene una presién de oxigeno
parcial (pO2) de 149 mmHg (* 21% de la presién atmosférica o atm), el
contenido de oxigeno arterial es significativamente menor, oscila entre 75 y
100 mmHg (* 10-14% atm). Dado que el oxigeno tisular depende de la
difusion de los capilares y se consume constantemente por la fosforilacion
oxidativa, la pO2 en los tejidos adultos normales suele ser mas baja que en
la sangre arterial. Por ejemplo, en los masculos esqueléticos en reposo y en
el miocardio ventricular, la pO2 oscila entre 30 y 50 mmHg (4-6,5% atm). Por
lo tanto, en circunstancias normales, las células estan adaptadas para
realizar sus funciones fisiolégicas bajo niveles de oxigeno relativamente

bajos, que a menudo se conocen como hipoxia fisiol6gica.®?

El oxigeno es vital para las células vivas y juega un papel fundamental en su
metabolismo. Sin embargo, la simple difusibn molecular de los gases en los
tejidos, asi como los nutrientes, no son suficientes para suplir las
necesidades metabdlicas de los organismos multicelulares grandes,
complejos y activos. La presion parcial de oxigeno (pO2), que es un
componente clave del estado fisioldgico de un 6rgano, resulta del equilibrio
entre la entrega de oxigeno y su consumo. En las células eucariotas el
oxigeno es transportado por los glébulos rojos que circulan en una
vasculatura bien organizada. La administracion de oxigeno depende de los
requisitos metabdlicos y el estado funcional de cada o6rgano. En

consecuencia, en una condicién fisiolégica, el érgano y los tejidos se
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caracterizan por su propio estado Unico de niveles normales de oxigeno
tisular o “normoxia” .La oxigenacion tisular puede ser severamente alterada
durante condiciones patoldgicas que estan asociadas con la disminucién de
la pO2, es decir, "hipoxia". Se usan varias unidades para definir pO2. En el
sistema internacional, la unidad de presion es Pascal (Pa). Otras unidades
incluyen: barra (1 bar =100 kPa), atmdsfera (1 atm = 101.325 kPa), Torr (1
torr = 133.322 Pa) y dos unidades mas utilizadas en medicina: milimetro de
mercurio (1 mmHg = 133.322 Pa) y el porcentaje de oxigeno (1% = 1.013
kPa).?

La pulpa dental tiene un flujo sanguineo fisioldgico de aproximadamente 0,4
a 0,5 ml / min / g, una velocidad de flujo similar a la del flujo sanguineo
cerebral pero inferior a la del flujo sanguineo del corazén o del rifién.®

La tension de oxigeno en los tejidos de la pulpa dental es menor en

comparacion con la del aire y Segun Lida K, es de aproximadamente 23.2

mm
Hg (equivalente a 3% de O2) en la pulpa incisiva de la rata.> *
MmHg % p0,

Aire 160 12.1

Aire inspirado(en traquea) 150 19.7

Aire en los alvéolos 110 14.5
Sangre arterial 100 13.2
Sangre venosa 40 53
Células 9.9-19 1.3-2.5
Mitocondria <9.9 <1.3
Cerebro 33.8+2.6 4.4 +-0.3
Pulmén 42.8 5.6

Piel (plexo subpapilar) 35.2 +- 8 46+-1.1
Piel (papilas dérmicas) 24 +- 6.4 3.2+ 0.8
Piel (regidn superficial) 8+ 3.2 1.1+ 0.4
Tejido intestinal 57.6 +- 2.3 7.6+-0.3
Higado 40.6 +-5.4 5.4+-0.7
Rifion 72 +- 20 9.5+- 2.6
Musculo 29.2+- 1.8 3.8+ 0.2
Médula dsea 48.9 +-4.5 6.4 +- 0.6




Fig.5 Valores normales de pO2 en diversos tejidos humanos, expresados en mmHg y en porcentaje de oxigeno en
. . 62
el microambiente. Tomado de Carreau A. 2011

Transporte de oxigeno a nivel sanguineo

Para suplir los requerimientos energéticos de todas las células eucariotas
incluidas las células de la pulpa dental (DPCs), el oxigeno se transporta de
los pulmones a las células individuales a través del sistema circulatorio.* %% ¢
Dado que la fosforilacién oxidativa mitocondrial es la via principal a través de
la cual se genera adenosina 5'-trifosfato (ATP), es importante que se
suministre una cantidad adecuada y continla de oxigeno a estos organulos
generadores de energia. El sistema cardio-respiratorio juega un papel clave
para satisfacer esta necesidad, especialmente a través de la
microcirculacion. Cada célula parenquimatosa estd muy cerca de al menos
un capilar, de modo que la difusién pasiva asegura un suministro eficiente de
oxigeno. Los capilares no son la Unica fuente de oxigeno; debido a la alta
permeabilidad de la pared arteriolar, las arteriolas también representan una
fuente importante de O, especialmente en tejidos con bajo flujo sanguineo y
poco consumo de oxigeno (p. €j., muUsculo esquelético en reposo). En los
tejidos periféricos, el O3 se lleva principalmente en forma de
oxihemoglobina, es decir, unido a las moléculas de hemoglobina (Hb) dentro
de los globulos rojos (RBC), donde la oxigenacidén se inicia con la liberacion
del O, de la oxihemoglobina en los glébulos rojos seguido por su paso a
través de la pared capilar al intersticio luego a la célula y finalmente a la

mitocondria donde es consumido por su reaccién con citocromo ¢ oxidasa.®®
67
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Circulacion pulpar

Las principales funciones de la microcirculacion en la pulpa dental son la
entrega de oxigeno y nutrientes al tejido, eliminacién de dioxido de carbono y
productos de desecho. La vitalidad del tejido pulpar depende en gran medida
de una microcirculacion adecuada, y las alteraciones en la funcion
microcirculatoria pueden causar procesos patologicos y dar como resultado
una disfuncién tisular.®®

Estudios histoldgicos de la circulacion pulpar confirman que la arquitectura
vascular tiene sus propias caracteristicas estructurales. Contiene un sistema
microcirculatorio caracterizado por la presencia de arteriolas, capilares y
vénulas cuyas funciones principales son la regulacién del medio intersticial
local del tejido pulpar, oxigenacion vy la eliminacion de productos de
desecho.Se  observan  anastomosis  arteriovenosas, anastomosis
venovenosas y asas en forma de U, que proporcionan una comunicacion
directa entre las arteriolas y las vénulas. Los diametros de los vasos
sanguineos son menores de 100 um, y varian segun el diente y la ubicacion
dentro del mismo diente.Estudios han confirmado que la pulpa es uno de los
tejidos del cuerpo mas altamente vascularizados, y se estima que el flujo
sanguineo pulpar es relativamente alto en comparacion con otros tejidos y
mas rapido que en otras partes del cuerpo, se estima en 40-50 ml / min / 100
g de tejido de pulpa, observandose que la presion pulpar es una de las mas
altas del organismo.* ®%®

Una caracteristica singular de la microvasculatura de la pulpa es la presencia
de anastomosis arteriovenosas (AVA), que participan en el control regional
del flujo sanguineo debido a su dilatacion o contraccion en presencia de
irritacion térmica, quimica o mecanica, en el que tiene lugar una alteracion en
la vasculatura, lo que aumenta la permeabilidad vascular y el estasis vascular
disminuyendo la resistencia de los vasos y provocando edema. Todos estos

cambios son causados no solo por los mecanismos de control local de los
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vasos sanguineos (presencia de esfinteres pre y postcapilares) sino también
por el control principal que realiza el sistema nervioso en la regulacion del
flujo sanguineo de la pulpa debido a la liberacion de neurotransmisores por

las fibras simpaticas, parasimpaticas y somatosensoriales.*

Alteraciones en la circulacion pulpar, como la disminucion del flujo sanguineo
conlleva a condiciones de hipoxia que promueve cambios en la proliferacion
y diferenciacion celular. A continuacion se resalta la importancia de la hipoxia

y su efecto en las células de la pulpa dental (DPCs).

Hipoxia

La hipoxia es un estado de presion de oxigeno reducido por debajo de un
umbral critico, que restringe la funcion de érganos, tejidos o células. Puede
ser causada por una reduccién en el suministro de oxigeno, por ejemplo a
mayor altitud o por isquemia localizada causada por la interrupcion del flujo
sanguineo a un area determinada. Sin embargo, la hipoxia juega un papel
vital en el mantenimiento de la homeostasis dentro del cuerpo desde el
comienzo del desarrollo embrionario, también tiene un papel importante y
beneficioso en la fisiologia de los mamiferos; de hecho, su presencia es
crucial para una embriogénesis adecuada. A nivel celular, la respuesta a la
hipoxia incluye un cambio del metabolismo aerdbico a la glucdlisis
anaerobica y la expresion de una variedad de proteinas de estrés que
regulan la muerte o supervivencia celular. Otras adaptaciones que se
producen a nivel tisular para aumentar el suministro de oxigeno incluyen la

induccién de eritropoyesis y angiogénesis.® "°

La hipoxia puede regular positivamente las moléculas proangiogénicas por
varios mecanismos. Estos incluyen activacion transcripcional directa por el

factor inducible por hipoxia (HIF), regulacion en el alza indirecta por
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moléculas inducidas por HIF o cambios en la fisiologia celular y activaciéon

transcripcional por factores de transcripcion que no son HIF.** 707

El factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1) se reconoce como el regulador
principal de la respuesta hipdxica, activando la transcripcion de> 100 genes
cruciales para la adaptacion a la hipoxia. HIF-1 también contribuye al
crecimiento tumoral. La participacion de HIF-1 en afecciones fisiopatologicas
como la isquemia, cancer y su valor como objetivo terapéutico, ha puesto

considerable interés en la comprension de la regulacion HIF-1.%°

Respuestas de las células pulpares (DPCs) ante la hipoxia

Las células pulpares dentales (DPCs) responden a la hipoxia tanto fisiologica
como patolégicamente para proteger la pulpa de lesiones. Se ha informado
que la hipoxia a corto plazo tiene efectos sobre el crecimiento de DPCs para
inducir el paro del ciclo celular y la apoptosis. Sin embargo, una condicion de
hipoxia a largo plazo promueve la proliferacion de células madre de la pulpa
dental (DPCS). También recientes estudios realizados en DPCs mostraron
que la hipoxia incrementé la poblacion de estas células, el potencial
angiogénico y la expresion de eritropoyetina inducidos por HIF-1a. Se sabe
que las DPCs tienen potencial de mineralizacion, la formacion de dentina
reparadora requiere mineralizacion dirigida por DPCs. De hecho, muchos
informes han mostrado que las células madre de la pulpa dental (DPSCs)
generaron nédulos calcificados in vitro, Incluso en in vivo, las DPSCs y
fibroblastos de pulpa dental humana (HDPF) inducidas por HIF-1a

regeneraron el complejo de dentinopulpar.® #1720, 21,3031, 72,73

Como resultado de la falta de oxigeno en el tejido pulpar se inicia la

angiogénesis, a continuacion se describe el proceso angiogénico.
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Angiogénesis

La angiogénesis es la formacidén de nuevos vasos sanguineos a partir de una
vasculatura preexistente. La regulacion de este proceso por la hipoxia es un
mecanismo importante para el mantenimiento de la afluencia adecuada de
oxigeno y nutrientes necesarios para suplir las necesidades metabdlicas de
tejidos y 6rganos. Se ha demostrado que el factor inducible por hipoxia 1
(HIF-1) desencadena y regula este evento a través de la induccion de genes
proangiogénicos por diversas vias de sefializacién.* > ™

Este evento se inicia como resultado de un suministro insuficiente de
oxigeno y nutrientes. Esta regulada por una produccion muy equilibrada de
numerosas moléculas estimuladoras e inhibitorias tales como: factores de
crecimiento, citocinas, matriz de metaloproteinasas (MMP), inhibidores
endogenos de angiogénesis, factores de transcripcion HIF, moléculas de
adhesién y también componentes de la matriz extracelular (ECM).**2

Este tipo de desarrollo de vasos sanguineos es indispensable para procesos

fisiol6gicos como la cicatrizacion y la reparacion de heridas.*

En la pulpa dental la angiogénesis es esencial para el desarrollo del diente y
un requisito previo para la reparacion exitosa del tejido después de una
lesion e inflamacion al establecer el suministro de sangre, aporte de
oxigeno, nutrientes y células madre prevasculares. Se han identificado
factores de crecimiento angiogénicos como el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), el factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF-2) y el
factor de crecimiento transformante (TGF- ) en la pulpa dental humana y la

matriz de dentina.>*?

Etapas de la angiogénesis
La angiogénesis es un proceso complejo y dinamico que implica las

siguientes etapas:
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Ruptura de la membrana vascular que consiste en la fragmentacion de
la capa basal y la matriz extracelular de los vasos sanguineos debido
a la accion proteolitica de algunas enzimas, como las
metaloproteinasas (MMP) y activadores del plasminégeno que son
segregantes bloqueados por las células endoteliales y los macréfagos
después de la estimulacion.*

Posterior a la ruptura de la vasculatura, la migracion celular comienza
debido a sefales quimiotécticas y multiplicacion (por mitosis) de las
células endoteliales en el espacio perivascular.*

Luego, se agranda el brote del futuro vaso sanguineo que se ubicara
cerca de los vasos sanguineos preexistentes. Los capilares
sanguineos comienzan a brotar y doblarse para formar el lumen del
vaso y luego se unen entre si en las puntas de sus tetillas hasta
formar ramificaciones en forma de asa.*

El flujo sanguineo comienza a circular después de la formacién de
tales ramificaciones que también producirdn nuevos brotes hasta la
formacion de un nuevo plexo capilar.”

Finalmente, la aposicion de los pericitos y las células musculares lisas

tiene lugar para dar soporte a la nueva sintesis de vasos.*

La matriz extracelular que rodea los vasos constituye un andamio para el

nuevo endotelio vascular, ya que favorece la proliferaciébn, migracion y

adhesion de las células endoteliales en tres dimensiones. Ademas, como

consecuencia de la generacion de fuerzas contractiies mecanicas en la

matriz extracelular, las células endoteliales establecen alguna forma de

orientacion basada en la tensién. Este proceso permite la formacion de redes

de vasos sanguineos interconectados justo donde se localiza la lesién,

donde el coladgeno tipo 1 interviene en el cambio de forma de las células

endoteliales. El principal factor angiogénico es el factor de crecimiento

56



endotelial vascular (VEGF), que induce la angiogénesis y también favorece la

expresion de integrinas en las células endoteliales microvasculares.* "
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Fig. 6 Fases de la angiogénesis: la ruptura de la membrana vascular a través de la accién
proteolitica de enzimas como las metaloproteinasas y los activadores del plasminégeno
secretados por las células endoteliales y los macréfagos después de la estimulacion. Los
macrofagos, granulocitos y fibroblastos producen factores de crecimiento con potencial
angiogénico, como VEGF, PDGF y bFGF. En consecuencia, la migracion y la multiplicacion
de las células endoteliales comienzan en el espacio perivascular, y se produce la ampliacion
del brote del futuro vaso sanguineo. Finalmente, se produce la aposicion de pericitos y
células musculares lisas que funcionardn como soporte de los vasos recientemente
sintetizados. Tomado de Caviedes-Bucheli 2016*

Factores de crecimiento que modulan la angiogénesis
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Para que los vasos funcionen correctamente, deben estar maduros y estar
cubiertos por factores de crecimiento.”

Entre los principales factores de crecimiento se encuentran:

Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

Dada la complejidad del proceso angiogénico, es notable que un solo factor
de crecimiento, el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) regule
este proceso de manera predominante. VEGF es una proteina de unién a
heparina con afinidad especifica por las células endoteliales y desempefia un
papel clave en la angiogénesis. Existen varios VEGF ya gque es una proteina
gue se divide por splicing alternativo de acuerdo a las necesidades del
medio. Esta familia de glicoproteinas incluye seis miembros, VEGF-A, B, C,
D y E que tienen efectos autocrinos y paracrinos en la pulpa dental. Los
factores VEGF-A y VEGF-B estan estrechamente relacionados con el
fendmeno angiogénico, ya que estimulan la proliferacion celular endotelial y
aumentan la permeabilidad. El VEGF también parece inducir la diferenciacion
de células de pulpa dental humana en células endoteliales, y sus ligandos se
expresan en células de la pulpa dental (DPSCs) y fibroblastos de la pulpa
(HDPF) en condiciones hipoxicas. También se sabe que los vasos
sanguineos y las células inmunes estan equipados con receptores VEGFR-2
y VEGFR-3. Las neuropilinas tales como, neuropilina 1 (NRP1) son co-
receptores de VEGF, que potencian la actividad de VEGFR-2, pero también
sefializan de forma independiente. Similar a la deficiencia de VEGFR-2, la

pérdida de VEGF aborta el desarrollo vascular.* *’

Angiogenina (ang) y angiopoyetina 2 (ANG-2)
La angiogenina y angiopoyetina tienen funciones relacionadas con la
proliferacion de células endoteliales. En presencia de VEGF, ANG-2 causa

proliferacion y migracion de células endoteliales y estimula la formacion de
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nuevos vasos, mientras que la angiogenina coordina la formacién
neovascular junto con el factor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF)
y VEGF.*

Factor inducible por hipoxia (HIF-1)

HIF-1 es un aB-heterodimero que fue reconocido por primera vez como un
factor de union al ADN que solo mediaba la actividad inducible por hipoxia
de la eritropoyetina (EPO), descubierto mediante la identificacion de un
elemento de respuesta a la hipoxia (HRE, 5'-RCGTG-3 ') en el potenciador 3'

del gen para EPO.** 7

Los factores de transcripcion HIF median las respuestas adaptativas a los
cambios en la oxigenacion tisular, también activan la transcripcion de
multiples genes que codifican proteinas que estan involucradas en la
angiogénesis y tono vascular, metabolismo de la glucosa, adaptacion
metabolica, eritropoyesis, crecimiento y diferenciacion celular, supervivencia
y apoptosis, por lo tanto son factores criticos en el desarrollo, la fisiologia y

la enfermedad.’®8¢

Estructura molecular de HIF-1

Las moléculas HIF-1 son proteinas heterodiméricas estructuradas por una
subunidad a labil al oxigeno (O;) y una subunidad B estable [también
conocida como subunidad del translocador nuclear de hidrocarburo de arilo
(ARNT)]. La mitad amino terminal de cada subunidad contiene dominios
basicos hélice-bucle-hélice (bHLH) y dominios de proteinas PER-ARNT-SIM

(PAS) que acttian como sensores. 5%
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El dominio bHLH define una superfamilia de factores de transcripcion
eucariéticos diméricos en los que el dominio HLH media la dimerizacion y el
dominio basico se ponen en contacto con el ADN. 788

Las proteinas bHLH-PAS representan una familia relativamente pequefia de
proteinas bHLH que solo se encuentran en especies de metazoos
multicelulares. Estas proteinas utilizan los dominios HLH y PAS para la
dimerizacion. Esta familia consta de dos clases de proteinas (clase | y clase

I1) que se heterodimerizan. "%
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Fig. 7 Estructura del factor inducible por hipoxia (HIF-1). HIF-1a es un polipéptido de 826 aminoacidos, mientras
que HIF-1B se expresa como un polipéptido 774 o 789 aminoacidos. . Los dominios bHLH, translocador nuclear de
arilo hidrocarburo (ARNT) y el dominio PAS son necesarios para la heterodimerizacion, que a su vez es esencial
para la unién al ADN. Los dominios reguladores adicionales de HIF-1a incluyen sefiales de localizacién nuclear
amino-terminal y carboxi-terminal (NLS-N y NLS-C, respectivamente), el dominio de estabilizacién de proteina rica
en prolina-serina-treonina (PSTD), dominios de transactivacion (TAD-N y TAD-C, respectivamente) y el dominio
inhibidor transcripcional (ID). Coactivadores transcripcionales CBP y p300 interactian con TAD-C. Tomado de
Semenza, G. L. 2000. *°

La subunidad HIF-1a tiene dos dominios de transactivacion (TAD): NH2-
terminal o amino terminal (N-TAD) y carboxilo terminal o COOH-terminal (C-
TAD). Estos dos dominios son responsables de la actividad transcripcional de
HIF-1a. C-TAD interactia con coactivadores tales como la proteina de unién
CREB (CBP / p300) para modular la transcripcion génica de HIF-1a bajo
hipoxia. N-TAD es responsable de estabilizar HIF-1a frente a la degradacion.

Ademas, todas las subunidades HIF-a son distintas de HIF-1p porque todas
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tienen un dominio de degradacion dependiente de oxigeno (ODDD) que se
solapa con N-TAD en sus estructuras. Este dominio ODDD es importante

para mediar en la estabilidad de regulacién de 02.7%%

HIF-1 a, es la subunidad que induce y media las respuestas celulares ante
situaciones de hipoxia, se acumula y dimeriza con HIF-1 3 para la regulacion
de méas de 100 genes dianas, a continuacion se describe la biologia de HIF-1

78-
a. 8-86

Isoformas de HIFa

De acuerdo con la complejidad de la respuesta hipdxica, existen tres
isoformas principales de HIF- a (HIF-1 a, HIF-2 a y HIF-3 a). Todos estan
codificados por distintos grupos génicos y se genera una mayor diversidad
mediante el uso de promotores alternativos y patrones de empalme. HIF1 a e
HIF2 a (También conocidos como EPAS1) son los mas similares
estructuralmente y mejor caracterizadas. HIF3 a (IPAS) existe como
multiples variantes algunos de los cuales inhiben la actividad de HIF1 a e

HIF2 a 79, 80, 82,84

HIF1 a se ubica usualmente en todas las células mientras que HIF2 a e HIF3
a se expresan selectivamente en ciertos tejidos, incluyendo células
endoteliales vasculares (CE), neumocitos tipo II, células intersticiales renales,
células parenquimatosas hepaticas y células de la linea lineal mieloide.
Como es frecuente en el caso de los mediadores claves en varias vias de

sefializacion. '* 88284
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Fig.8 Dominios funcionales (bHLH, PAS, TAD) para proteinas relacionadas con la familia bHLH-PAS.
HIF-1a y HIF-2a comparten un alto grado de similitud de secuencia de aminoacidos y ambos tienen
dos TAD distintos (C-TAD y N-TAD). Por el contrario, HIF-3a solo tiene N-TAD. Tomado de Georgina
N. Masoud, Wei Li 2015.%*

Regulacion de HIF-1a por hidroxilacion de proteinas

En condiciones norméxicas, las subunidades HIF-a tienen una vida media
muy corta. Las células sintetizan y degradan continuamente la proteina HIF-
a. Sin embargo, bajo concentraciones decrecientes de oxigeno, la
degradacion de HIF- a se retarda. La interfaz entre el oxigeno y la subunidad
HIF- a es proporcionada por distintas reacciones enziméaticas: la hidroxilacion
de dos residuos de prolilo (Pro402 y Pro564 en HIF-1 humano) en el dominio

de degradacion dependiente de oxigeno (ODDD) de las subunidades a.2?

Como para cualquier proteina, el nivel de expresion de HIF-1a esta
determinado por las tasas de sintesis y degradacién de proteinas donde se
regula principalmente. Por lo tanto, las células constitutivamente transcriben
HIF-1a. Sin embargo, HIF-1a a nivel celular es casi indetectable. La
degradacion de la proteina HIF-1a esta regulada por la prolil hidroxilasas
enzimas dependientes del O,. La sefializacion se da a través de las ligasas
que contienen la proteina supresora de tumores von Hippel-Lindau (VHL),
que se une especificamente a HIF-1a hidroxilado.HIF-1a se degrada
rapidamente por el proteosoma. La falta de oxigeno conduce al bloqueo del
HIF-1a, dando como resultado una rapida acumulacion de estas proteinas y

la activacion de la respuesta transcripcional HIF " 80 8284
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Fig.9 Regulaciéon de la proteina HIF-1a por prolil hidroxilacion y degradacion proteosomal. Hay tres sitios de
hidroxilaciéon en la subunidad HIF-1a: dos restos prolilo en el dominio de degradacién dependiente de oxigeno
(ODDD) y un residuo de asparaginilo en el dominio de transactivacion C-terminal (C-TAD). En presencia de
oxigeno, la prolil hidroxilaciéon es catalizada por las PHD dependientes de Fe (ll), oxigeno y 2-oxoglutarato. Los
residuos de prolilo hidroxilados permiten la captura de HIF-1a por la proteina de von Hippel-Lindau (pVHL), lo que
conduce a la ubiquitinacion y a la posterior degradacion proteosémica. La hidroxilacion de asparaginilo es catalizada
por una enzima denominada inhibidora de HIF (FIH) en un solo sitio en el C-TAD. Esta hidroxilacién previene el
reclutamiento de cofactores. En ausencia de hidroxilacion debido a hipoxia o inhibicion de PHD, HIF-1a se
transloca al ndcleo, se heterodimeriza con HIF-1 3 y se une a elementos de respuesta de hipoxia (HRE) en las
regiones reguladoras de genes diana. Tomado de Weidemann A. 2008%

Inactivation

Al menos cuatro prolil-hidroxilasas (PHD1 - PHD3 y P4H - TM) y una
aspargil-hidroxilasa (FIH-1), dependen criticamente de su actividad
enzimatica sobre la tensidon de oxigeno celular: la hipoxia disminuye la
actividad de las hidroxilasas, lo que reduce la degradacién rapida de las
subunidades HIF-a permitiendo la union a las subunidades HIFB y a los
dominios de ADN. De este modo, dependiendo de la abundancia de oxigeno
celular y de la actividad de las subunidades HIF-a, la expresién génica se
controla mediante la tension del oxigeno a través de la actividad enzimética
sensible a 02, "® 7982 84

Dos subunidades a, HIF-1a e HIF-2a, se regulan muy similarmente, y ambas
dimerizan con la subunidad HIF-1B también conocida como translocador

nuclear de receptor de arilhidrocarburo (ARNT),porque se descubrié antes
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que HIF-1a y se identificé como un compafiero heterodimérico del receptor
de hidrocarburo de arilo (AhR) facilitando su translocacién al nacleo. HIF-13 /
ARNT se encuentra constitutivamente en el nucleo, mientras que las
subunidades HIF-a entran en el nucleo bajo condiciones hipdxicas. Estas dos
subunidades pertenecen a la familia de proteinas bHLH-PAS, porque sus
estructuras estan relacionadas con dos proteinas nucleares que se
encuentran en Drosophila (Per y Sim, PAS) que tienen una estructura basica
de hélice-bucle-hélice (bHLH). Las proteinas bHLH se caracterizan por tener
dominios reconocibles (b, HLH, PAS y TAD) que pueden regular sus propias

transcripciones y la expresion de otros miembros de la familia. % 88385

En general, las estructuras bHLH-PAS son esenciales para permitir la
formacion de heterodimeros entre las subunidades HIF-1a e HIF-13 y para la
union a la secuencia de los elementos de respuesta a la hipoxia (HRE) en los
genes diana. Los dominios de base tienen propiedades de unién al ADN
requeridas para unir los HRE en el gen, mientras que en el dominio hélice-

bucle-hélice (HLH) es donde ocurre la dimerizacién con otras proteinas. "> &
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6n de HIF-1a conduce a la unién de la proteina von Hippel-Lindau (VHL), que recluta una ubiquitina-proteina ligasa
que se dirige a HIF-1a para degradacion proteasomal; la asparaginil hidroxilacién de HIF-1a bloquea la unién de la
proteina coactivadora p300.Bottom: en condiciones hipoxicas, las reacciones de hidroxilacién se inhiben, lo que
conduce a una menor union a VHL y estabilizacion de proteinas, asi como a un aumento de la unién a p300 y
activacion transcripcional. Tomado de Semenza G. 2011%
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Los mecanismos de deteccion de oxigeno son muy sensibles a las
fluctuaciones en las concentraciones de oxigeno intracelular y responden a
un bajo nivel de oxigeno mediante la acumulacion rapida de los factores
inducibles por hipoxia (HIF), que son factores de transcripcion
heterodiméricos. EI aumento de HIF activa la transcripcion de un gran
namero de genes diana de HIF como fosfoglicerato quinasa (PGK),
eritropoyetina (Epo) y factor de crecimiento endotelial vascular-A (VEGFA),
como resultado, la glucolisis aumenta, lo que compensa parcialmente la
reduccion de la fosforilacion oxidativa. Del mismo modo el aumento de Epo vy
VEGF-A también facilitan la adaptacion a la hipoxia, debido a una mejor
administracion de oxigeno como resultado de wuna eritropoyesis Yy

angiogénesis mas activas.’

HIF-1y la angiogénesis en el tejido pulpar

Debido a que los vasos suministran oxigeno, las células endoteliales estan
equipadas con sensores de oxigeno y factores inducibles por hipoxia (HIF-1),
como el factor inducible por hipoxia 2a (HIF-2a), respectivamente, que
permiten que los vasos reajusten su forma para optimizar el flujo sanguineo.
Las células endoteliales en reposo forman una monocapa de células de la
falange con una superficie aerodinamica, interconectadas por moléculas de
union como las proteinas VE-cadherina y claudinas. Estas células
endoteliales estan protegidas por pericitos, que suprimen su proliferacién y
liberan sefiales de supervivencia celular a través del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) y Angiopoyetina 1 (ANG-1).Las células
endoteliales y los pericitos en reposo producen una membrana basal comun.
Cuando un vaso inactivo detecta una sefial angiogénica, como VEGF, factor
de crecimiento endotelial vascular C (VEGF-C), Angiopoyetina 2 (ANG-2),
factor de crecimiento fibroblastico (FGF) o quimiocinas, liberadas por las
células hipoxicas los pericitos primero se desprenden de la pared del vaso
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(en respuesta a ANG-2) y se liberan de la membrana basal mediante
degradacion proteolitica, que estd mediada por la matriz de
metaloproteinasas (MMP). HIF-1a, hace que las células endoteliales

respondan a estas sefiales angiogénicas.’

La actividad principal del factor inducible por hipoxia (HIF-1) en el tejido
pulpar es basicamente la induccion de los proceso angiogénicos para la
formacién de nuevos vasos sanguineos a través de los cuales se llevara el
oxigeno y los nutrientes esenciales que supliran las demandas metabolicas
durante la actividad celular de las células de la pulpa dental (DPCSs)
especificamente la proliferacion y diferenciacion de los odontoblastos y
células madre pulpares (DPSCs) para la formacion de dentina y cemento
durante el proceso de desarrollo radicular y la formacion de dentina reactiva
o terciaria como mecanismos defensivo de la pulpa dental ante factores

irritantes.t"12:30

HIF y el desarrollo radicular

Durante el proceso de desarrollo radicular, cuando la vaina epitelial de
Hertwig (HERS) crece apicalmente, las células de la papila dental
adyacentes a la capa epitelial interna de la HERS y la membrana basal
epitelial son inducidas a convertirse en odontoblastos, y mas tarde a formar
la dentina de la raiz.

Este proceso esta regulado por numerosas moléculas de sefalizacion las
cuales son inducidas por el oxigeno.?”°

Por lo tanto, el oxigeno es una potente molécula de sefalizacion bioquimica
y un importante regulador génico durante el desarrollo radicular. El oxigeno
participa en el intrincado equilibrio entre la proliferacion celular y el
compromiso con la diferenciacion. Ademés, la concentracion de oxigeno

influye significativamente en la forma en que las células remodelan su
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entorno, por ejemplo, la regulacion de la matriz. La respuesta a la hipoxia
depende del tipo celular, pero el oxigeno afecta procesos celulares criticos
como la adhesién, proliferacion, metabolismo, apoptosis, expresién de
factores de crecimiento, secrecién de la matriz extracelular y patrones de
diferenciacion Por lo tanto, el oxigeno afecta las caracteristicas celulares y
los procesos de remodelacion tisular, y puede tener el potencial de dirigir el
destino celular. El factor inducible por la hipoxia (HIF) es la via central para
detectar y responder a los cambios en la disponibilidad local de oxigeno.*

En tal sentido Choi, H., et al.,, observo en su estudio que la hipoxia esta
acompafada por un aumento en la expresion de la proteina HIF-1a, que, a
su vez, aumenta la expresion de la proteina de cemento 1(CEMP1) y la
mineralizacion de las células madre pulpares humanas (DSC) promoviendo
la cementogénesis in vitro. También proporcionamos evidencia de que la
actividad de HIF-1 es necesaria para estimular la produccién de CEMP1 y
permitir la mineralizacion. Ademas, encontraron que el desarrollo de la raiz
del diente del raton se produce en un estado hipoxico y que la estimulacion
de la via de HIF-1 mejora la expresion de la proteina CEMP1 en espacios del

ligamento periodontal (PDL) de ratén in vivo.?’

Importancia de HIF-1 en la regulacion de la angiogénesis en el tejido
pulpar

Cuando la pulpa dental se inflama la perfusion disminuye, afectando la
nutricion y la oxigenacion del tejido. Al establecerse la hipoxia, las células de
la pulpa dental (DPCs) liberan factores inducibles por hipoxia (HIF) que
induciran la angiogénesis para la posterior reparacion del tejido. Entre las
causas que pueden producir desde una irritacion crénica que podria
desencadenar una respuesta angiogénica o conllevar a una necrosis se
encuentran: los procedimientos restauradores, movimiento dental

ortodoncico, trauma oclusal y caries. También se ha informado que la
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administracion de anestésicos locales con vasoconstrictor reduce el flujo
sanguineo periférico y causan hipoxia en el tejido pulpar y ligamento

periodontal. ** %’

HIF y caries dental

La causa principal de lesion tisular del complejo dentino-pulpar es la
infeccién bacteriana o la caries, que conducen a una reaccion inflamatoria.
Se ha informado la presencia de tejido hipéxico con muchos desechos en el
sitio de la inflamacién. Bajo estas condiciones, las células pulpares
aumentan rapidamente la expresion del factor inducible por hipoxia (HIF-1)
que media la transcripcién elevada de diversos genes angiogénicos, tales
como: factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de
crecimiento derivado de plaquetas AB, factor de crecimiento placentario y las
angiopoyetinas. También regula la expresion de quimioquinas angiogénicas,
como el factor 1 derivado de las células estromales y esfingosina-1-fosfato y
sus receptores. Cuando se forman nuevos vasos sanguineos y se restablece
la homeostasis de oxigeno, disminuye la expresion de HIF-1, seguida de una
detenci6n de la angiogénesis.*?

El proceso de reparacion del tejido dentinario después de una infeccion por
caries se conoce como dentinogénesis reparadora, y su caracteristica
principal es la formacién de dentina terciaria, que resulta del reclutamiento y
la proliferacion de células madre de pulpa dental (DPSC). La hipoxia juega
un papel importante en la diferenciacion de estas células. Después del dafio
del diente, estas células progenitoras se activardn para migrar a los sitios de
la lesién y diferenciarse en células de tipo odontoblasto, que sintetizan y
excretan una matriz extracelular para formar la dentina reparadora. Se ha
demostrado que las DPSC promueven la expresion del factor inducible por

hipoxia (HIF) principal molécula de sefializacién de este complejo proceso.*
26,28
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Fig.11 La hipoxia es la fuerza impulsora de la angiogénesis. (A) La hipoxia ocurre después
del tratamiento de proteccion del tejido pulpar dafiado por caries o trauma. (B) La hipoxia
eleva la produccion de HIF-1, que es un factor de transcripcion conocido de varios genes
proangiogénicos. (B, C) Esto conduce a la angiogénesis y restaura asi el suministro de
oxigeno al tejido hipoxico requerido para la regeneracion. Una vez que se ha alcanzado una
situacion de normoxia, HIF-1 estd regulado negativamente, seguido de la detencion de la
angiogénesis. FGF-2, factor de crecimiento de fibroblastos 2; PDGF-AB, factor de
crecimiento derivado de plaquetas AB; VEGF, factor de crecimiento endotelial
vascular.tomado de Rombouts C.2017 %

HIF y Trauma oclusal

Segun Caviedes, 2016, el trauma oclusal es la condicidon en la cual la funcion
masticatoria excede la tolerancia del ligamento y la pulpa dental, causando
dafios en ambos tejidos. El estrés mecanico que causa el trauma oclusal,
somete a la pulpa dental a un proceso de envejecimiento donde la perfusién
disminuye, afectando la nutricion y la oxigenacion del tejido.
Simultaneamente, en un intento de adaptarse a su nueva condicién, la pulpa
crea nuevos vasos sanguineos.’

Estudios refieren que en presencia de traumatismo oclusal, los niveles de
oxigeno en el tejido pulpar disminuyen causando dafo celular, trastornos
vasculares e inflamacion. Sin embargo, para compensar esta situacion se

potencian la expresion de HIF-1 a y VEGF que inducen hipoxia en células
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madre de la pulpa dental (DPSC) y fibroblastos de la pulpa dental humana
(HDPF), y por lo tanto, tiene lugar la angiogénesis.* > %% 2!

El trauma oclusal se ha asociado con los fendmenos de calcificacion de la
pulpa. EI mecanismo por el cual la pulpa produce dentina terciaria es
precedido por la formacién de nuevos vasos sanguineos. A medida que
disminuye la perfusion de la pulpa en presencia de estimulos dafiinos, el
tejido debe reabastecerse con fluidos esenciales para que los procesos de
reparacion se realicen de manera 6ptima. La neoformacion vascular llevara a
cabo la funcion de suministrar oxigeno y nutrientes al tejido dafiado para
hacer que la pulpa dental sea viable a pesar de la aposicion de dentina que
caracteriza los fenémenos de calcificacion.*

Varias células inducen procesos defensivos y reparadores dentro del
complejo pulpa-dentina. Entre estas células, los odontoblastos son
responsables de producir la dentina terciaria reactiva segun la intensidad y la
duracion del estimulo; en segundo lugar, las células madre de la pulpa dental
(DPSC) participan en el proceso de produccion de dentina terciaria; v,
finalmente, los fibroblastos de pulpa dental humana (HDPF) que se pueden
encontrar en mayor proporcion son los responsables de la matriz de
coldgeno que se mineraliza justo antes de la formacién reparadora de
dentina terciaria.’>?

En tal sentido Zagh et al., observo en su estudio un alza en los marcadores
de los genes relacionados con mineralizacion y calcificacion de la matriz
dentinaria (fosfatasa alcalina, sialofosfoproteinas, osteocalcina y la proteina
de la matriz de dentinal). También refiere que las DPCS, exhiben un alto
potencial de diferenciacién, particularmente en la diferenciacion
odontogénica. Previos estudios han indicado que las DPCS tienen la
capacidad de diferenciarse en odontoblastos in vitro y formar tejido ectopico

dentino-pulpar in vivo.?!
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Fig.12 Respuesta de la pulpa dental humana al trauma oclusal y la funcién masticatoria. Los
cambios angiogénicos estdn mediados por SP a través de mecanismos directos e indirectos
en los que células como macro6fagos, granulocitos, células endoteliales y fibroblastos liberan
factores angiogénicos que inducen la formacion de nuevos vasos sanguineos. Esos vasos
son necesarios para la formacion de colageno y dentina terciaria por fibroblastos
rediferenciados, similares a los odontoblastos y células similares a odontoblastos como
mecanismo de defensa. Caviedes, 2016.*

HIF y el movimiento dental por ortodoncia

Se ha informado que la aplicacion de fuerzas de ortodoncia a los dientes
durante periodos de tiempo especificos induce cambios moleculares en las
células del ligamento periodontal, hueso alveolar y el complejo
dentinopulpar. Estudios histolégicos han informado hipoxia del tejido pulpar,
vacuolizacion, interrupcion de la capa odontoblastica, alteraciones de la
microcirculacion pulpar, hemorragia, fibrohialinosis, calcificaciones pulpares
e incluso necrosis del tejdo como los principales cambios pulpares. Algunos
autores han observado que las fuerzas de ortodoncia excesivas y

prolongadas cuando se aplican a los dientes pueden dar como resultado la
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pérdida de vitalidad de la pulpa.Cada una de estas condiciones que afectan
la diferenciacién, reparacidon y migraciéon celular, esta dirigida por numerosos
mediadores moleculares e inflamatorios. Como resultado, se induce la
remodelacion 6sea, lo que facilita el movimiento de los dientes de ortodoncia.
Sin embargo, las fuerzas de ortodoncia no solo tienen efectos celulares sino
que también inducen cambios vasculares. Se sabe que las fuerzas de
ortodoncia ocluyen los vasos del ligamento periodontal en el lado de la
presion de la raiz dental, disminuyendo la perfusién sanguinea del tejido
periodontal y pulpar. Esta condicion va acompafiada de hipoxia, que se sabe
que afecta la proliferacion celular o induce la apoptosis, dependiendo del
gradiente de oxigeno. Debido a que las tasas de proliferacion del tejido
regulado hacia arriba a menudo van acompafadas de angiogénesis, se
puede asumir que la hipoxia contribuye fundamentalmente a los procesos de

remodelacion dsea durante el tratamiento ortodéncico.®*%

Durante el tratamiento de ortodoncia, las coronas dentales se someten a una
fuerza continua, que da como resultado la resorcién 6sea en el lado de la
compresion y la aposicién 6sea apropiada en el lado de la tension para lograr
el movimiento del diente. El proceso de remodelacion tisular para resolver el
tejido necrético e inducir la reparacién de estos tejidos ha sido descrito en
detalle para las células del ligamento periodontal (PDL). También se han
establecido bien los procesos durante el movimiento dental ortodéntico.
Ademas del proceso ya bien descrito de remodelacién periodontal, varios
informes han abordado los efectos en la pulpa dental en el proceso de
ortodoncia. Dado que, en la terapia de ortodoncia, los dientes vitales se
mueven a largas distancias, el tejido pulpar debe adaptarse. La respuesta
inicial del tejido pulpar después de la aplicacién de la fuerza ortoddncica aun
no esta clara. Se supone que la fuerza ortodéncica provoca perturbaciones

circulatorias transitorias en el tejido periodontal y en la pulpa dental, ya que
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se cree que la aplicacion de la fuerza inicial comprime los vasos sanguineos.
En respuesta a la aplicacién de la fuerza de ortodoncia, se ha demostrado
que el tejido pulpar disminuye su tasa de respiracion celular, mientras que se
ha observado actividad de la fosfatasa alcalina reducida, vacuolizacion de
odontoblastos y apoptosis. Se ha informado respuestas inflamatorias leves a
la fuerza de ortodoncia en la pulpa. La pérdida de la vitalidad de un diente
durante el tratamiento de ortodoncia se ha descrito ocasionalmente, y
presumiblemente es precedido por un trauma dental previo. Ademas, algunos
autores han descrito una mayor actividad enzimatica de aspartato amino
transferasa en el tejido de la pulpa dental, que indica cambios metabdlicos y
posible dafio celular debido a la aplicacion de fuerza ortodéncica. La
produccion de neuropéptidos, como la sustancia P, la neurocinina A y el
péptido relacionado con el gen de la calcitonina, se cree que es inducida por
una fuerza mecanica, que implica inflamacién neurogénica en el tejido
pulpar. Estos neuropéptidos son abundantes tanto en pulpa como en el
ligamento periodontal. La liberaciébn incrementada de estos mediadores
induce la vasodilatacion pero también promueve la produccion de citoquinas

proinflamatorias, tales como IL-6.%’

También se ha informado que la aplicacion de fuerzas ortoddncicas durante
ciertos periodos de tiempo aumenta la expresion de diversos factores de
crecimiento (FG), como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), factor de crecimiento de fibroblastos-2 (FGF-2) y factor de
crecimiento transformante beta (TGF-b) en los tejidos pulpares, que a su vez

contribuyen a la angiogénesis.*?

Piero Romer y cols, investigaron el efecto de la fuerza ortoddncica sobre las

las células de la pulpa dental (DPCs), utilizaron un modelo de rata para el
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analisis inmunohistoquimico de la acumulacion de HIF1- a en la fase inicial
del movimiento dental ortodéncico. Para examinar mas a fondo el papel
regulador de las alteraciones circulatorias y las condiciones hipéxicas,
analizaron las DPCs aisladas de los dientes humanos con respecto a su
reaccion especifica bajo condiciones hipoxicas, mediante citometria de flujo,
inmunoblot, ELISA y PCR en tiempo real en marcadores (Hif- 1a, VEGF,
Cox-2, IL-6, IL-8, ROS, p65). Los experimentos in vivo mostraron la induccion
de la hipoxia en la pulpa dental después del movimiento dental ortoddncico.
La induccién de estrés oxidativo en células de la pulpa dental humana mostro
una regulacion positiva de los genes proinflamatorios y angiogénicos Cox-2,
VEGF, IL-6 e IL-8. Los datos actuales sugieren que el movimiento del diente
por la ortodoncia afecta la circulacion de la pulpa dental por hipoxia, lo que
conduce a una respuesta inflamatoria dentro de los dientes tratados. Por lo
tanto se puede esperar que el tejido pulpar se someta a un proceso de

remodelacién después del movimiento dental.?’

Por otra parte, Wein F y cols establecieron un modelo animal experimental de
movimiento dental ortodontico para investigar los efectos de la fuerza
mecanica sobre la expresién de VEGF y HIF-1a en la pulpa dental. Se
examinaron los analisis histoldgicos de la pulpa dental y las expresiones de
las proteinas HIF-1a y VEGF en la pulpa dental. Los resultados mostraron
que la inflamacién y los cambios vasculares ocurrieron en el tejido de la
pulpa dental en diferentes periodos. Observaron células inflamatorias
iniciales dentro del vaso sanguineo en el tejido pulpar y bajo la aplicacién de
fuerza ortodoncica, la expresion de HIF-1a y VEGF cambié de manera
diferente para regular el entorno hipoxico en la pulpa dental. También
refieren que la inflamacion puede actuar como una sefial fisiol6gica para la
angiogénesis. Numerosas citocinas y factores de crecimiento regulan la

angiogénesis y VEGF se considera como el factor mas esencial para la
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diferenciacion del sistema vascular entre todos los factores proangiogénicos.
La hipoxia es un fuerte inductor de la expresion de VEGF que esta regulado
por HIF-1 a. Esta demostrado que HIF-1a es un importante regulador de la
respuesta celular a la hipoxia.*®

DISCUSION

La pulpa dental constantemente se encuentra expuesta a situaciones que
desencadenan hipoxia; esto debido a su ubicacién anatémica encerrada en
paredes duras e inextensibles de dentina, su complejo sistema
microcirculatorio y el nivel de tension de oxigeno necesario para sus
funciones metabdlicas menor en comparacion con otros tejidos del cuerpo
humano. Factores irritantes como caries dental, trauma oclusal y movimiento
dental por ortodoncia son las principales causas e incluso la misma funcion
masticatoria son factores que desencadenan la hipoxia del tejido. Ante esta
situacioén las células de la pulpa dental (DPCs) desencadenan una variedad
de reacciones biologicas, las cuales incluyen la activacion de vias de
sefalizacion que regulan la proliferacién de células endoteliales promoviendo
la angiogénesis o por otro lado, si el estimulo es prolongado y muy agresivo
se iniciaran procesos de apoptosis Y lisis celular que conduciran a la necrosis

pulpar.*”’

Se ha demostrado que la hipoxia a nivel celular induce cambios del
metabolismo aerobico a la glucdlisis anaerdbica asi como la expresion de
una variedad de proteinas que regulan la muerte o supervivencia celular.
Otros cambios que se producen a nivel tisular para elevar el suministro de
oxigeno y nutrientes al tejido son la induccion de la eritropoyesis y
angiogénesis como lo refiere Ahmed, 2016.%°
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En el tejido pulpar de dientes inmaduros, las condiciones hipdxicas a largo
plazo favorecen la migracion, proliferacién y diferenciacion de las DPCs,
especificamente, células madre de la pulpa dental (DPCS) que son las
encargadas de diferenciarse en odontoblastos para mineralizar el tejido y los
fibroblastos de la pulpa dental (HDPF) encargados de la produccion de la
matriz dentinaria; asi lo confirman las investigaciones realizadas por, Aranha,
A., 2010, LI Lifen,2011 y Saghiri, M., 2015, entre otros autores. No obstante
Lida K., observo en su estudio que la condicion hipoxica solo aumenté la
proliferacion de las células de la pulpa dental humana (hDPCs) y suprimio la
diferenciacion osteo / odontogénica. También cabe sefalar que algunos
autores refieren que se conoce poco sobre el comportamiento de las células
pulpares dentales bajo condiciones hipdxicas in vivo sin ningun dafio directo
a la pulpa dental como lo indicé Ito K., 2015, quien investigo el
comportamiento de las hDPCs en condiciones hipdxicas in vivo utilizando un

modelo animal experimental.®> > > 247

Por otro lado la pulpa dental madura es sometida constantemente a la
hipoxia debido a causas infecciosas 0 trauméticas como se menciond
anteriormente, en tal sentido, Rombouts C., 2017, lida K., 2010, Gong, Q. M.,
2010, coinciden en que durante la infeccion bacteriana por caries dental las
células madre de la pulpa dental (DPCS) aumentan rapidamente la expresion
del factor inducible por hipoxia (HIF-1) e inmediatamente ocurre la
angiogénesis que estimula a las DPCS a diferenciarse en odontoblastos que
formaran dentina terciaria o reparativa.Situacion similar ocurre cuando la
pulpa es sometida a estrés mecanico como el trauma oclusal, asi lo refiere
Caviedes B, 2016, quien sefala que el traumatismo oclusal es la condiciéon
en la cual la funcibn masticatoria excede la tolerancia del ligamento y la
pulpa dental, causando dafios en ambos tejidos y los estudios han

demostrado que la aplicacion de las cargas oclusales excesivas perturban el
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metabolismo del tejido pulpar generando reacciones inflamatorias vy
alteraciones vasculares segun la intensidad y magnitud de la fuerza y la
condicion del tejido provocando mecanismos de defensa de la pulpa dental
que incluyen la inflamacién y la produccion de dentina terciaria precedida por
la angiogénesis y las células madre de la pulpa dental (DPCS),fibroblastos
de la pulpa dental (HDPF) y odontoblastos. Otra respuesta es el fenbmeno
de calcificacion del tejido pulpar.* > 2% 2!

En el caso de los movimientos dentales por ortodoncia, los estudios refieren
que las respuesta inicial del tejido pulpar después de la aplicacion de la
fuerza ortoddncica aun no esta clara, Piero Romer, 2014; sin embargo hay
investigaciones que refieren perturbaciones de la microcirculacion pulpar,
cambios vasculares,celulares,calcificacion y hasta la necrosis del tejido
pulpar por la inflamacién, todo esto dependiendo de la magnitud,el tiempo, la
direccion de la fuerza aplicada y la condicion de la pulpa dental como lo
indic6 Caviedes B.,2011. Por otra parte, investigaciones in vivo realizadas
por autores como Piero Rémer,2014 , Wein F,2015 y Wei, F.,2012, refieren
aumento de los niveles de HIF1- a y del VEGF en la fase inicial del
movimiento dental ortoddncico y esperan que el tejido pulpar se someta a un

proceso de remodelacién después del movimiento dental.?’%%

En el tejido pulpar, las respuestas celulares y moleculares a una baja tension
de oxigeno (0O,) son la activacion del factor de transcripcion HIF-1,
especificaente la isoforma HIF1- a, que puede regular la expresion de varios
genes diana, incluidos los responsables de la glucdlisis, proliferacion celular,
eritropoyesis, angiogénesis y el metabolismo para garantizar la
supervivencia de la pulpa dental a la hipoxia. % 2324 7583

HIF-1 es una proteina heterodimérica compuesta por una subunidad a labil

al oxigeno (O2) y una subunidad (3 estable. Inicialmente fue reconocida como
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un factor de unién al ADN que solo mediaba la actividad inducible por
hipoxia de la eritropoyetina (EPO), como lo refiere Beck I., 1991; actualmente
las investigaciones de Semenza, confirman que HIF-1 es el regulador de mas
de 100 genes pro-angiogénicos y que estd involucrado en muchos procesos
metabolicos celulares por lo que esta siendo estudiado ampliamente en
investigaciones de biologia molecular y medicina regenerativa.’ >%3

Existen tres isoformas de HIFa: HIF1 a, HIF2 a y HIF3 a, de las cuales,
HIF1 a, es la que se localiza en la mayoria de los tejidos y es el principal
factor de transcripcion en el tejido pulpar el cual se expresa a nivel celular
cuando la pulpa dental entra en hipoxia, esto concuerda con los estudios
realizados por LI Lifen, 2011, Aranha, A. M., 2010, Saghiri, M.,2015, Ito
K.,2015, entre otros autores.™ > ** 1/

La expresion estable de HIF-1a esta regulada por hidroxilasas sensibles al
oxigeno. Estas hidroxilasas son activas en condiciones normoxicas e
hidroxilan HIF-1a en los residuos de prolilo, que promueven la proteina
supresora de tumores Von HippelLindau y reconoce a HIF-1a para la
ubiquitinacion y la rapida degradacion por el proteasoma. En el caso de la
hipoxia, HIF-1a se escapa del proceso de hidroxilacion que requiere oxigeno
y se transloca al nucleo para desencadenar la respuesta hipéxica. Por lo
tanto, es posible que HIF-1 a se active en las células de la pulpa dental
(DPCs) en estados de hipoxia para luego inducir la sefializacion celular que
estimula la formacion de la matriz y la mineralizacion del tejido pulpar, esto
coincide con las observaciones realizadas por LI Lifen, 2011, Ito K., 2015,
Kim Mi-Kyoung, 2014, Kuang, R.2016, entre otros autores.'*"?%3

Por lo tanto, las condiciones hipéxicas elevan la expresion de HIF-1a que
induce la angiogénesis a través de la cual se promueve la proliferacion y

diferenciacion de las células madre de la pulpa dental (DPSCs) en
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odontoblastos que inician la dentinogénesis. Sin embargo, el mecanismo por
el cual la hipoxia influye en la mineralizacion de las DPCs no se entiende
claramente como lo refiere Aranha, A.,2010 y LI Lifen,2011. Aranha, A
también sugiere que otros factores transcripcionales podrian estar
involucrados en la induccion del factor de crecimiento del endotelio vascular

(VEGF), principal molécula involucrada en la aniogénesis.™ 17 20 30 31. 72, 73, 78-

80

CONCLUSIONES

1. El factor inducible por hipoxia (HIF-1) juega un papel importante en la
regulacion de la angiogénesis en el tejido pulpar bajo condiciones de
hipoxia al activar la transcripcién de mas de 100 genes que codifican
factores de crecimiento proangiogénico entre los que se encuentran:
el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), angiogenina
(ang) y angiopoyetina 2 (ANG2) principales moléculas que modulan la

angiogénesis.

2. HIF1- a, regula la glucdlisis, proliferacion celular, eritropoyesis,
angiogénesis y el metabolismo del tejido pulpar y de las células de la
pulpa dental (DPCs), asi como también la lisis y apoptosis.

3. HIF-1 es liberado por las células pulpares dentales (DPCs),
principalmente: fibroblastos (HDPF), células madre de la pulpa dental
(DPCS), odontoblastos y células endoteliales e inflamatorias, que
conduce a la formacidén de nuevos vasos sanguineos necesarios para

formar tejido mineralizado como mecanismo de defensa.
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4. La pulpa dental humana responde a la caries, movimiento dental por

ortodoncia, trauma oclusal y la funcibn masticatoria a través de un

proceso inflamatorio neurogénico que provoca la hipoxia del tejido lo

gue conlleva al aumento de HIF-1 y el desarrollo de la angiogénesis.

5. La angiogénesis es esencial para suplir las necesidades de oxigeno y

nutrientes en el tejido pulpar cuando este se encuentra bajo

condiciones de hipoxia.

6. La angiogénesis es necesaria para que se dé la reparacion y

cicatrizacion del tejido pulpar ante una injuria.

RECOMENDACIONES

Incentivar a los estudiantes de postgrado de Endodoncia a que
tengan mayor interés hacia los temas relacionados con la

biologia pulpar.

Proseguir la linea de investigacién con una revision sisteméatica

del tema desarrollado y de ser posibles investigaciones in vitro.
Se recomienda difundir la informacion obtenida en esta

investigacion, a las areas de pregrado y postgrado de

Endodoncia de la facultad de odontologia de la universidad de
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Carabobo con el fin de ampliar los conocimientos acerca de

biologia pulpar.
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