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Resumen

La hipersensibilidad dentinal y el dolor dental son motivo de consulta frecuente en
odontologia; sin embargo, aun no se ha esclarecido totalmente su fisiopatologia. Hallazgos
previos han permitido relacionar la capacidad sensitiva celular con la activacion del
receptor polimodal TRPV1, responsable de la respuesta nociceptiva y cuya
desensibilizacion podria provocar analgesia.

Por esta razon, el objetivo de este estudio fue determinar la expresion, localizacion y
actividad funcional de TRPV1 en células similares a odontoblastos humanos (hOLCs). Se
obtuvieron células madre mesenquimales (hDPSCs) que fueron caracterizadas vy
sometidas a diferenciacion odontogénica por 7, 14 y 21 dias; y se evalud su fenotipo
mediante inmunofluorescencia para los marcadores odontogénicos proteina de matriz
dentinal 1 (DMP-1) y sialoproteina dentinal (DSP). Se estimé la expresion génica de
TRPV1 mediante RT-gPCR y la localizacion del mismo se estableci6 mediante
inmunofluorescencia. Se determiné la CE50 de Eugenol (EUG) y Capsaicina (CAP) y se
evalud la activacion del receptor ante estimulacion quimica, térmica y bajo exposicion a
distintos pH. Para el andlisis estadistico se utilizé un ANOVA de una via con una prueba
post hoc de Tukey (p<0.05).

Tras establecer en hOLCs la expresién y localizacion membranal de TRPV1, se demostrd
su activacion quimica con EUG y CAP, su activacion térmica a 243 °C, y su activacion con
pH acidos <6 o basicos —entre 9 y 12—. La desensibilizacion del receptor se logro tras
una exposicion de 20 min a concentraciones de 603,5 y 1000 uM de EUG. Estos hallazgos
representan un aporte para la construccion de un modelo de estudio del dolor pulpar
orientado a ofrecer alternativas terapéuticas para estas patologias.

Palabras clave: odontoblasto, hipersensibilidad dentinal, receptor TRP, receptor
TRPV1.






Resumen y Abstract Xl

Abstract

Dentin hypersensitivity and dental pain are a frequent reason for consultation in dentistry;
however, its pathophysiology has not yet been fully clarified. Previous findings have made
it possible to relate the cellular sensory capacity with the activation of the polymodal
receptor TRPV1, responsible for the nociceptive response and whose desensitization could
cause analgesia.

For this reason, the objective of this was to determine the expression, localization and
functional activity of TRPV1 in human odontoblast-like cells (hOLCs). The human dental
pulp stem cells (hDPSCs) were obtained and characterized and subjected to odontogenic
differentiation for 7, 14 and 21 days; and its phenotype was evaluated by
immunofluorescence for the odontogenic markers dentinal matrix protein 1 (DMP-1) and
dentin sialoprotein (DSP). TRPV1 gene expression was estimated by RT-gPCR and its
location was established by immunofluorescence. The EC50 of Eugenol (EUG) and
Capsaicin (CAP) was determined and the activation of the receptor was evaluated under
chemical, thermal and under changes in pH stimulation. For the statistical analysis, a one-
way ANOVA was used with a Tukey post hoc test (p <0.05).

After establishing the expression and membrane localization of TRPV1 in hOLCs, its
chemical activation with EUG and CAP, its thermal at = 43 °C and its activation with acidic
pH <6 or basic —between 9 and 12— were demonstrated. Receptor desensitization was
achieved after 20 min exposure to concentrations of 603.5 and 1000 uM of EUG. These
findings represent a contribution to the construction of a pulp pain study model aimed at
offering therapeutic alternatives for these pathologies.

Keywords: Odontoblasts, Toothache, Transient Receptor Potential Channels, TRPV

Cation Channels, TRPV1 receptor.
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Introduccioén

La cavidad oral esta expuesta a estimulos térmicos, mecanicos y quimicos asociados a las
funciones del sistema estomatognatico (actividad masticatoria, deglucion, fonacion, etc.)
gue, en ciertos casos, pueden inducir respuestas nociceptivas, es decir, sensibilidad
dentinal o dolor dental, ya sea este agudo o crénico (G. Chung & Oh, 2013; El Karim et al.,
2011; Y. S. Kim et al., 2012; Okumura et al., 2005; Solé-Magdalena et al., 2018).

Especificamente, la sensibilidad o hipersensibilidad dentinal sigue siendo un motivo de
consulta frecuente en odontologia. Esta patologia se presenta como un dolor corto,
transitorio y agudo, y afecta a la poblacién adulta en un porcentaje que oscila entre el 8%
y el 57%. Aunque aun no se conoce su fisiopatologia, se presume que su aparicién puede
deberse a la exposicion directa de los tabulos dentinales al medio oral. Las afectaciones
producidas por este padecimiento han impulsado la concepcion e implementacion de
estrategias terapéuticas variadas, tales como la aplicacién de fluoruro tépico, de cremas
dentales “desensibilizantes”, de geles y de barnices, o como la realizacion de
restauraciones en resina compuesta. No obstante, debido a su elevada frecuencia de falla
terapéutica, estas alternativas no han logrado consolidarse como una verdadera soluciéon
al problema (Cohen, 2011; J. Kim & Park, 2017).

Segun el Ultimo Estudio Nacional de Salud Bucal 1V-2013-2014 (ENSAB V), de entre los
encuestados, el 5% de la poblacién adulta entre 20 y 79 afios defini6 la salud oral como
ausencia de dolor, y el 19.3% refiri6 haber presentado dolor en la boca o maxilares con
una duraciéon superior a una semana. El 70.9% de esta poblacion indic6 que dicha
condicion afectd, en su momento, la ingesta de alimentos; mientras que el 36% declaré
gue la misma derivé en afectacion de sus labores diarias. Por ello, la asociacién de las
condiciones de sensibilidad dentinal y dolor dental con la disminucién de la calidad de vida
de los pacientes resulta legitima y plantea desafios apremiantes (Bekes et al., 2009;
Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2014).

Hallazgos previos han permitido relacionar la fisiopatologia del dolor dental de tipo agudo
o crénico con un proceso inflamatorio. Sin embargo, para el caso de la sensibilidad, los
mecanismos moleculares de la percepcion dolorosa momentanea no se han dilucidado
completamente, es decir, no ha sido posible establecer una asociacion directa entre la
sensacion transitoria percibida por el paciente ante un estimulo térmico, mecanico o
guimico y un proceso inflamatorio instaurado. Algunos estudios sobre el llamado “complejo
pulpo-dentinal” —interfase que comunica a la pulpa (tejido vital del diente) con la dentina
(tejido mineralizado)— han permitido caracterizarlo como un sistema sensorial especial
capaz de detectar y transmitir estimulos mecanicos, térmicos y quimicos. La transduccién
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de estas sefiales desencadena finalmente una respuesta patoldégica enmarcada en
determinadas manifestaciones celulares, tisulares y, posteriormente, clinicas (Couve et al.,
2013; Yu & Abbott, 2007).

Sin embargo, en el caso de la sensibilidad dentinal, su fisiopatogenia permanece
inexplicada. Por ello, se han propuesto tres hipotesis que pretenden dar cuenta del origen
de esta patologia: una primera, llamada “Teoria del nervio”, explica la sensibilidad como
resultado de la estimulacion directa de las fibras nerviosas aferentes, responsables de la
transmisién del impulso nervioso; una segunda, llamada “Teoria hidrodinamica”, atribuye
esta sensibilidad a la estimulacion de las terminaciones nerviosas producida por el
movimiento del fluido dentinal, presente en los tabulos dentinales; y una tercera, llamada
“Teoria odontoblastica”, propone al odontoblasto (OD) mismo como célula receptora y
transductora de sefial. En cualquier caso, es importante destacar que, de los tres
planteamientos mencionados, ninguno esta sustentado en una caracterizacion suficiente
de la biologia molecular inherente a las patologias pulpares; por lo que este
esclarecimiento se constituye como una nueva oportunidad de investigacion (Cohen, 2011,
Solé-Magdalena et al., 2018).

Las teorias referidas no estdn exentas de problemas. Por una parte, aunque en la
actualidad la teoria mas difundida y aceptada es la hidrodinamica, esta no explica la
variabilidad en la respuesta dentinal frente a estimulos de diferente naturaleza. Por otra
parte, en el caso de la teoria del nervio, la sensibilidad resulta dificil de explicar en tanto la
penetracion de las terminaciones nerviosas parece estar limitada a la dentina profunda, lo
gue deja sin inervacion a las superficies que podrian estar en contacto con los estimulos,
es decir, a la porciéon superficial de la dentina y, eventualmente, a la porcién media de la
misma (Solé-Magdalena et al., 2018).

En cuanto a la viabilidad de la teoria odontoblastica, hallazgos recientes permiten
vislumbrar la posibilidad de que los OD sean, de hecho, células sensoriales capaces de
desencadenar respuestas moleculares intracelulares frente a estimulos externos. Esta
teoria se ve respaldada por estudios recientes que han demostrado en OD la presencia de
receptores especificos que podrian permitir la transduccién de sefales provocadas por
estimulos. Entre ellos, se destacan los receptores de potencial catidnico transitorio —
Transient receptor potential cation channel— (TRP), los canales i6nicos sensibles al 4cido
—Acid-sensing ion channels— (ASIC), los receptores purinérgicos, y los canales de
potasio de dominio poro (K2P). A su vez, los receptores TRP —los mas estudiados hasta
el momento— han sido localizados en OD animales (ratas, ratones) y humanos; y, en estos
ultimos, ha sido reportada la presencia de receptores de los subtipos TRPV1, TRPAL,
TRPP1 y TRPMS8, y se ha encontrado con mayor frecuencia la presencia del receptor
vaniloide TRPV1 (Benarroch, 2015; W. B. Liedtke & Heller, 2007; Solé-Magdalena et al.,
2018).

La activacion de este receptor vaniloide se da a través de agonistas vaniloides. De ellos,
para la estimulacion quimica, el mas estudiado es la capsaicina (CAP), que posee un grupo
funcional vanilo (El Karim et al., 2011; Okumura et al., 2005; Son et al., 2009; Tsumura et
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al., 2012), y con la cual, adicionalmente, se ha descrito un proceso de desensibilizacion
del receptor, que ocasionaria un efecto analgésico (Fattori, Hohmann, Rossaneis, Pinho-
Ribeiro, & Verri, 2016). Teniendo en cuenta la relacion estructura-actividad, se plantea la
hipétesis de que este receptor podria activarse también con otros compuestos que consten
del grupo funcional vanilo, como el eugenol (EUG). El EUG es un compuesto fendlico
vaniloide ampliamente usado en odontologia, y ha sido descrito como activador del
receptor TRPV1 en células HEK-293 transfectadas —ya que, fisiolégicamente no expresan
en su membrana el receptor—; sin embargo, su efecto en células con fenotipo
odontoblastico aun no ha sido estudiado (B.H. Yang, 2013).

Por esta razoén, se planteé como objetivo determinar la expresion, localizacién y actividad
funcional del receptor de dolor TRPV1 en un modelo in vitro de células similares a
odontoblastos humanos (hOLCs) —desarrollado previamente por el grupo de investigacion
(Baldion et al., 2018)— mediante el sometimiento de las mismas a estimulos quimicos con
CAP y EUG, a estimulos térmicos y a exposicién a distintos pH.

Con los resultados obtenidos en este trabajo se establecié y caracterizé en el modelo in
vitro de hOLCs diferenciadas a partir de células madre mesenquimales de pulpa dental
humana (hDPSCs) la expresion y localizacion membranal del receptor TRPV1
evidenciando su activacion quimica con EUG y CAP, térmica a temperaturas = 43 °C, con
pH éacidos <6 y con leve activacién a pH bésicos entre 9 y 12. La desensibilizacion del
receptor se demostré con concentraciones de 603,5 y 1000 uM de EUG con una exposicion
durante 20 min. Estos hallazgos son importantes porque se consolidan como el paso inicial
para la construccion de un modelo de estudio del dolor pulpar que aporte en el desarrollo
de una alternativa terapéutica en el tratamiento de la hipersensibilidad dentinal.

Tras establecer en el modelo in vitro de hOLCs la expresion y localizacion membranal de
TRPV1, se demostr6 su activaciéon quimica con EUG y CAP, su activaciéon térmica a = 43
°C, y su activacién con pH acidos <6 o basicos —entre 9 y 12—. La desensibilizacion del
receptor se logré tras una exposicion de 20 min con concentraciones de 603,5y 1000 uM
de EUG. Se demostrg, por una parte, que el receptor TRPV1 se activa mediante estimulos
guimicos, térmicos y exposicion a distintos pH; evidencia que, en conjunto, muestra que
TRPV1 funciona como integrador para una variedad de entradas sensoriales; y, por otra
parte, que el mismo receptor es susceptible de desensibilizacion mediante estimulacion
con agonistas vaniloides como el EUG —de forma similar a la CAP—; lo que se perfila
como un aporte fundamental para el estudio de la analgesia y el control de la
hipersensibilidad dentinal. Estos hallazgos representan una contribucién relevante para la
construccion de un modelo de estudio del dolor pulpar orientado a ofrecer alternativas
terapéuticas para estas patologias.
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1.1 Sistema estomatognatico

El sistema estomatognatico es una unidad morfofuncional constituida por un complejo de
estructuras esqueléticas, musculares, vasculares, nerviosas y dentarias integradas para
cumplir con una variedad de funciones fisiol6gicas como masticacion, fonacién, deglucién,
dentro de las cuales existen estimulos térmicos, mecanicos 0 quimicos que generan
respuestas, en algunos casos de caracter nociceptivo (Cohen, 2011).

1.1.1 Sensibilidad dentinal

La hipersensibilidad dentinal, se presenta como un dolor corto, transitorio y agudo
producido por estimulos de diferente naturaleza (osméticos, tactiles, térmicos, quimicos,
mecanicos, etc.) dependiendo del paciente, el tiempo de estimulacion y el tipo de estimulo,
ocurre entre el 8 al 57% de la poblacién adulta y es un motivo de consulta frecuente en
odontologia. Su severidad puede aumentar en condiciones como recesiones gingivales,
lesiones cervicales cariosas y no cariosas, enfermedad periodontal, entre otras. AGn no se
conoce su fisiopatologia, pero se enuncia gue puede deberse a una exposicion directa de
los tubulos dentinales al medio ambiente oral; por esto, se han empleado diversas
estrategias terapéuticas como la aplicaciébn de fluoruro tépico, cremas dentales
“‘desensibilizantes”, geles, barnices o la realizacion de restauraciones en resina
compuesta, que tampoco, se han presentado como una verdadera solucién por su alta
frecuencia de fallo terapeutico (Cohen, 2011; J. Kim & Park, 2017; K.D Tripathi, 2008).

1.1.2 Anatomia dental

El diente esta conformado en su parte coronal —en comunicacién con el medio externo—
por una matriz altamente mineralizada de esmalte, seguida de la dentina —con menor
contenido mineral— y en la zona central, la pulpa dental, un tejido vital blando de origen
mesenquimal con células especializadas: los OD, los cuales se encuentran en relacién
intima con la dentina, formando el “complejo pulpo-dentinal”, razon por la cual la pulpa y la
dentina son consideradas una unidad funcional (Bleicher, 2014; Kawashima & Okiji, 2016)
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La anatomia dental es un factor determinante en la percepcion de diferentes tipos de
estimulos, ya que, varias propiedades exclusivas de la pulpa y caracteristicas Unicas de
las respuestas dentales se deben a que este tejido se encuentra rodeado por la dentina
mineralizada que es mucho mas rigida, ocasionando un medio poco distensible que limita
considerablemente la capacidad de aumentar su volumen en episodios de vasodilatacién,
por ejemplo, de origen inflamatorio (Cohen, 2011).

De esta manera, los componentes tisulares de la pulpa dental (axones, vasos sanguineos,
fibroblastos, células del sistema inmune, etc.) responden dindmicamente a los estimulos
fisioldgicos o patoldgicos en los que la capacidad de adaptacion y respuesta caracteriza al
complejo pulpo-dentinal como un sistema sensorial Unico, detectando y transmitiendo
cambios térmicos, estimulos mecéanicos y dolor (Couve et al., 2013).

1.1.3 Odontoblastos

Son células pulpares posmitéticas fijas, diferenciadas y especializadas, reconocidas por
su actividad secretora de matriz dentinal que, ademas, conforman la denominada
empalizada odontoblastica (estrato celular mas externo de la pulpa dental), en la cual se
encuentran sus cuerpos celulares y un proceso o prolongacién odontobléstica apical que
se internaliza en los tdbulos dentinales (Figura 1-1). Esta interaccion que se genera entre
la pulpa y la dentina puede tener una implicacién importante en la deteccién de estimulos
externos, considerando este, un aspecto fundamental en el proceso de transmisién de
sefales externas que desencadenen respuestas intra y extracelulares (Bleicher, 2014;
Cohen, 2011; Couve et al., 2013; Solé-Magdalena et al., 2018).

Figura 1-1: Representacion esquematica del complejo pulpo dentinal.
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Se observa la distribucion topografica de los odontoblastos en el complejo pulpo dentinal y su
relacion con las diferentes zonas de la pulpa dental. Tomado de Cohen, 2011.
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Caracteristicas

Los OD conformarian la empalizada odontoblastica, compuesta adicionalmente, por
capilares, fibras nerviosas y células dendriticas subyacentes. Los OD se caracterizan por
ser células cilindricas altas, polarizadas, con nucleos prominentes localizados basalmente,
pueden tener o no varios nucleolos, reticulo endoplasmaético rugoso altamente ordenado,
aparato de Golgi bien desarrollado, granulos secretorios, gran cantidad de ribosomas y
mitocondrias, lo que indicaria gran actividad metabdlica (Bleicher, 2014; Cohen, 2011;
Kawashima & Okiji, 2016).

Los OD se localizan en la periferia de la pulpa con extensiones citoplasmaticas que se
internalizan en la dentina (aproximadamente hasta el primer tercio) dentro de los tubulos
dentinales, la prolongacién odontoblastica o cilio primario, que se ha planteado como un
organelo sensorial esencial al detectar estimulos mecénicos y bioquimicos del
microambiente. Adicionalmente, podria participar en la regulacién de la formacion de
dentina tanto primaria como secundaria mediante la secrecién de colageno tipo | (COL 1)
—principalmente—tipo lll y V' y, otras proteinas no colagenas (Chang et al., 2019; Magloire
et al., 2009).

Las uniones intracelulares entre los OD son firmes, dentro de las cuales se encuentran
z6nulas adherens, macula adherens o desmosomas, y zobnulas occludens que son
determinantes trascendentales de la permeabilidad de la capa odontoblastica, ya que
representan una restriccion al paso de moléculas, iones o fluidos entre la pulpa y la dentina,
actuando como una barrera selectiva bajo condiciones, tanto fisiolégicas como patolégicas
(Bleicher, 2014; Magloire et al., 2009).

Una de las caracteristicas principales de este tipo celular es su participacién en la
dentinogénesis, a través de la produccion de matriz de fibras colagenas, COL-|
principalmente, y de proteinas no coldgenas como las que hacen parte de la familia “Small
Integrin-Binding LIgand, N-linked Glycoproteins” (SIBLING), que son: la proteina de matriz
dentinal 1 (DMP-1), la sialoproteina dentinal (DSP) y la fosfoproteina dentinal o fosfoforina
(DPP) productos activos derivados del clivaje de la sialofosfoproteina dentinal (DSPP), la
osteopontina (OPN), y la sialoproteina 6sea (BSP), que tienen un papel importante en la
regulacién de la mineralizacion de la matriz extracelular (MEC) dentinal (Bleicher, 2014;
Couve et al., 2013; Qin et al., 2004).

Los genes de estas proteinas SIBLING estan ubicados en el cromosoma 4q en humanos.
En células similares a odontoblastos (OLC) de raton se ha demostrado la sobreexpresion
de DMP-1 y DSPP, importantes marcadores de diferenciacion del fenotipo odontobléstico
(Chen et al., 2008).

DMP-1 es una fosfoproteina &cida, expresada predominantemente en dentina y hueso. Se
ha descrito que las mutaciones en el gen que codifica para esta proteina generan
profundos defectos en la mineralizacion dental y 6sea. En un modelo murino se pudo
establecer que DMP-1 induce la citodiferenciacion de células madre pulpares a OD,
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otorgandoles la capacidad de generar una matriz extracelular mineralizada (Almushayt et
al., 2006; Chen et al., 2008).

Por otro lado, la DSPP se encontraria en mayor cantidad en el tejido dentinal en
comparacion con el éseo, sus productos —después del procesamiento proteolitico— la
DSP y la DPP tendrian diferentes papeles durante las etapas del desarrollo dental.
Adicionalmente, se ha reportado que mutaciones heterogéneas en el dominio DSP en
humanos se asocian con patologias como dentinogénesis imperfecta tipo 1l y displasia
dentinal tipo Il. Asimismo, se ha descrito que DSP podria facilitar la diferenciacion de
células madre pulpares y la formacién de dentina mediante la interaccién de su dominio C-
Terminal con ocludina activando la via de sefalizacion FAK, lo cual induce tanto la
diferenciacién como la migracion celular y la mineralizacién tisular (Chen et al., 2008; W.
Li et al., 2017).

Los OD, también cumplen una funcién importante en el transporte de calcio (Ca?")y fosfato
inorganico (Pi) en el frente de mineralizacion de la dentina, siendo este un proceso activo
en la dentinogénesis. Se ha demostrado que los OD pueden capturar iones de Ca?* en su
porcién basal a través de canales de Ca?" activados por voltaje, ya en el citoplasma se
transportarian mediante anexinas o calbindina D28K que, posteriormente, serian liberados
en su zona apical por intercambiadores Na*/Ca?* (NCX) o la bomba de Ca?*-ATPasa. El
proceso de transporte del P; se ha estudiado menos, pero se cree que intervendrian
cotransportadores Na*- P; (Bleicher, 2014).

Diferenciaciéon de los odontoblastos

El proceso de diferenciacién celular y formacion de dentina o dentinogénesis es
fundamentalmente controlado por interacciones ecto-mesenquimales, en las que, las
células epiteliales que se diferenciaran a ameloblastos forman los “preameloblastos” y
estos inducen la diferenciacion de las células mesenquimales a OD que, posteriormente,
secretaran la matriz dentinal y, al mismo tiempo, estimularan la formacién de esmalte por
parte de los ameloblastos (Figura 1-2). Todos estos procesos estan mediados por
moléculas sefalizadoras como las de la superfamilia de factores de crecimiento
transformantes, como la proteina morfogénica 6sea (BMP) y el factor de crecimiento
transformante 31 (TGF-B1). (Kawashima & OKkiji, 2016).

Antes de esta diferenciacion hacia un fenotipo odontoblastico, en la papila dental, las
células mesenquimales se organizan a lo largo de la membrana basal formando los
“preodontoblastos”, dejan de dividirse y adoptan una forma cilindrica corta con el nucleo
orientado basalmente y con proyecciones citoplasmaticas hacia la lamina basal. Mientras
se van diferenciando, adquieren caracteristicas estructurales de células secretoras de
proteinas y se convierten en células cilindricas altas (50 um) y de un ancho aproximado de
(7 um) dando inicio a la produccion de la primera matriz de dentina con la que,
concomitantemente se observa, maduracion de fibras colagenas y de proteoglucanos en
la MEC. Posteriormente, se va acentuando la prolongacion odontoblastica y con la
aposicion de la dentina inter y peritubular a su alrededor se van formando los tubulos
dentinales y lo cual permite adoptar la arquitectura y caracteristicas propias del complejo
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pulpo-dentinal. Todos estos acontecimientos tienen lugar en la etapa de campana del
desarrollo dental (Cohen, 2011; Couve et al., 2013).

Figura 1-2: Representacion esquematica de las fases de la diferenciacion
odontobléstica.
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Se observa la importancia de la interaccién epitelio-mesenquimal en la maduracién de los dos
tipos celulares: amelobléstico y odontoblastico Tomado de Cohen, 2011.

Aspectos moleculares de la diferenciacién odontoblastica

A lo largo de los afios, la diferenciacion odontobléstica ha sido un tema interesante y un
reto en la investigacion odontoldgica, se han propuesto diversos mecanismos y la
participaciéon de diversas vias de sefalizacién que estarian implicadas en este proceso, a
continuacioén, presentaremos algunas de ellas y se resumiran en la Figura 1-3.

Via de sefalizacién TGF-/ BMP/SMAD

La superfamilia de factores de crecimiento transformante beta (TGF-) se compone tanto
de TGF-B, como de BMP y otras proteinas relacionadas. La via de sefializacion de estas
proteinas esta implicada en diversos procesos celulares como importantes reguladores de
la proliferacién celular, diferenciacion, apoptosis, sintesis de MEC, entre otros. Algunos
estudios genéticos han descrito trastornos en los OD y en la produccién de dentina cuando
se altera esta via de sefalizacién, sugiriendo que la via TGF-B/ BMP/SMAD estaria
implicada en estos procesos (T. H. Kim et al., 2015).

De los factores de crecimiento més estudiados en la diferenciacion —tanto odontoblastica
como osteoblastica— estan la familia de las BMP, entre ellas BMP2, BMP4 y BMP7, que
han sido reportadas como fuertes inductoras de esta diferenciacion odontoblastica y de la
mineralizacion y, de la formacion de dentina primaria y secundaria (da Rosa et al., 2018;
Kawashima & Okiji, 2016).

Las células madre mesenquimales de pulpa dental (DPSC) tienen el potencial de
diferenciacién hacia OD en respuesta a las BMP, la unién de los ligandos BMP a sus
receptores fosforila y, posteriormente activa las SMAD, una serie de proteinas encargadas



1. Marco teoérico 29

de dirigir la sefalizacion desde la membrana plasmética hasta el nacleo, en donde,
generan un estimulo transcripcional que es fundamental durante el desarrollo dental, la
comunicacion celular, tisular y diferentes procesos fisiolégicos dentales. Estas proteinas
SMAD se clasifican en:

= Reguladas por receptor (R-SMAD) SMAD 1, 5y 8 (2, 3 estimuladas por TGF-1)
= Mediadoras comunes (CO-SMAD) (SMAD 4 por TGF -f1)
* Inhibidoras (I-SMAD)

Por un lado, la BMP4 se expresa en pre-odontoblastos, y a medida que va transcurriendo
la diferenciacion, va siendo regulada negativamente, mientras que, la expresion de BMP2
se regula positivamente en las etapas terminales de la diferenciacion de los OD, al igual
gue el factor de diferenciacion del crecimiento (GDF11) (Nie et al. 2006).

Por otro lado, las células DPSC en cultivo, expuestas a BMP2 experimentan un aumento
de la expresion de DSP en comparacion con las no expuestas, lo cual indica su importancia
en la adquisicion de este fenotipo mineralizante con un potencial de aplicacion en
ingenieria y regeneracion tisular (Nie et al., 2006).

Adicionalmente, se ha demostrado que la via candénica de BMP en pre-odontoblastos —
tipo Mouse Dental Papilla Cell-23 (MDPC-23)— mediante una sobreexpresiéon de las
SMAD R (smad1/5) activarian los factores de transcripcion DLX3, DLX5 y RUNX2, lo cual
estimula la expresion de DSPP oy a su vez, la diferenciacion y la mineralizacion del tejido.
Asimismo, la BMP2, también podria estimular indirectamente la expresién de DSPP por
regulacién de la activacion de glicégeno sintasa quinasa 3 beta (GSK-3pB), lo cual, estabiliza
B-cateninay la accién de TCF/LEF1 (Cho et al., 2010).

In vivo, en ratones knockout para BMP2 y BMP4 se evidencié una expresion reducida de
DSPP, DMP1, BSP y, de forma interesante, un aumento en el COL I, esto indicaria
nuevamente el papel de BMP en el fenotipo odontoblastico capaz de secretar matriz
dentinal. Se ha mencionado que ambas BMP pueden activar la via canonica, al igual que
vias MAPK, como ERK/MEK, p38 MAPK y JNK para regular la expresion génica (Priyam
et al., 2018).

Asi mismo, se incluyen otros factores estimulantes de la diferenciacién odontoblastica
como el factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento fibroblastico (FGF),
GDF11, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y factores de crecimiento
similares a insulina (IGF). Dentro de los factores de transcripcion importantes en este
proceso, algunos mencionados anteriormente, twist, factor nuclear 1.C, Notch, Wnt,
RUNX2, RUNX3, sp7 y DLX3 (Kawashima & Okiji, 2016).

Se ha demostrado que el factor de transcripcién DLX3 es importante en la diferenciacién
de los OD y en la formacion de dentina como regulador de la via de sefializacion BMP. En
OD que carecen de DLX3 se ha visto una regulacién negativa de DSPP, disminucion de la
secrecion de matriz dentinal y alteracion de su polaridad (Couve et al., 2013). También se
menciona el papel de DLX3 y DLX5 como reguladores de RUNX2 (Chang et al., 2019).
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La sobreexpresion de LEF1 en las células pulpares dentales aceleran la diferenciacion de
OD, regulan DSP y osteocalcina (OCN) in vitro, (Yokose & Naka, 2010). Hallazgos que
fueron confirmados posteriormente en un estudio in vivo, donde concluyen que LEF1
precede a la expresion de DSPP, tanto en dentinogénesis primaria como secundaria,
siendo importante en la diferenciaciéon de los OD mediante esta regulacion de DSPP
(Nakatomi et al., 2013).

TGF-B1

De manera interesante, en los procesos reparativos, se ha visto una nueva generacion de
OLC que ocurre en ausencia de epitelio dental, diferente a la dentinogénesis. Este
fendmeno se ha estudiado y se ha intentado inducir en una célula progenitora pulpar en la
diferenciacién hacia OD. Las células pulpares dentales de rata que fueron expuestas a
TGF-B1 al compararlas con las no expuestas a este factor, tuvieron un incremento en la
mineralizacion y la actividad de fosfatasa alcalina (ALP), tras 7 d de exposicion a TGF-1.
Adicionalmente, las células adquirieron polaridad, una forma columnar y expresaron DSP,
OPN y COL I, sin afectar la tasa de proliferacion celular. El fenotipo obtenido con la
diferenciacion in vitro fue similar a la obtenido in vivo, lo que demostro el papel del TGF-
B1 en la diferenciacion de los OD y la formacion de dentina, tanto in vivo como in vitro (Y.
Lietal., 2011).

Via Wnt/B-catenina

Scheller et al. (2008) reportaron que la via candnica de Wnt/B-catenina inhibia la
diferenciacion de DPSC hacia un fenotipo mineralizante por un mecanismo mediado por
Whnt-1, mediante la inhibicibn de la actividad de ALP y la formacion de nédulos de
mineralizacién. quede la misma manera, la sobreexpresion de 3-catenina seria suficiente
para suprimir la diferenciacién y mineralizacion de las DPSC. Lo anterior, se encuentra en
concordancia con Couve et al. (2013), quienes afirmaron que la inhibicion de la
sefalizacion de Wnt/B-catenina juega un papel importante en la diferenciacion de OD y la
formacion de dentina (Couve et al., 2013; Scheller et al., 2008).

En el estudio de Kim et al. (2011) se determiné que la sefializacion via Wnt/B-catenina se
requiere, tanto en el epitelio como en el mesénquima, para que se den estas interacciones
epitelio-mesenquimales en el proceso de morfogénesis dental. Sin embargo, enuncian que
no es claro su papel en la diferenciacién celular y en la formacién del tejido dental duro —
esmalte, dentina, cemento y hueso alveolar—, por lo cual, empleando un modelo de
estudio murino encontraron que esta via de sefializacion estaria implicada en una
diferenciacion prematura de OD y cementoblastos que provocaria una excesiva produccién
aberrante de dentina y cemento in vivo, hallazgos controversiales, ya que, concluyen que
la regulacion negativa de esta via puede ser importante para la formacién de dentina y
cemento durante el desarrollo dental (T. H. Kim et al., 2011).

Por el contrario, otros autores describen que la B-catenina podria estar implicada en la
diferenciacién odontoblastica de las DPSCs a través de la activacion del factor de
transcripcion RUNX2, descrito como clave en los procesos de diferenciacion de los OD y
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osteoblastos, activando la transcripcion génica de DSPP, DMP-1, BSP y OPN.
Adicionalmente, se ha observado una sobreexpresion de RUNX2 durante el proceso de
diferenciacién, probablemente regulado por B-catenina. Sin embargo, se requerirdn mas
estudios para dilucidar otros posibles mecanismos reguladores de RUNX2 (Han et al.,
2014).

Precisamente en un estudio publicado recientemente se evidencié que la berberina, un
extracto medicinal de origen chino podria favorecer la diferenciacion de DPSC hacia OD
mediante la activacion de la via de sefializacion Wnt/B-catenina logrando la estabilizacion
de B-catenina y su traslocacion al nucleo promoviendo la expresién de DMP-1y DSP (Wu
et al., 2019).

En resumen, la evidencia mas reciente apoya la teoria de la regulacion positiva de la via
en la diferenciacion odontoblastica, sin embargo, seria importante esclarecer ain mas su
papel fisiolégico.

Componentes de la MEC

Ademas de las proteinas colagenas, otras proteinas a las cuales se les ha atribuido una
funcién importante en este proceso son, en primer lugar, la laminina, componente principal
de la membrana basal, que promueve la diferenciacién de los OD por induccién de la
sintesis de DSP y, en segundo lugar, la fibronectina, glicoproteina de adhesion presente
en la union epitelio-mesengquimal que interviene en la polarizacion de los OD (Kawashima
& OKiji, 2016).

Combinacion DAG

Se ha descrito un importante papel de la dexametasona (DEX), el &cido ascérbico y el B-
glicerofosfato (combinacion frecuentemente llamada DAG) en la diferenciacién in vitro de
células madre hacia un fenotipo osteogénico o mineralizante. La primera, DEX, en células
madre de médula 6sea previene la apoptosis y en células madre mesenquimales promueve
la proliferacion. Ademas, induce la expresion de RUNX2 mediada por la activacion
transcripcional de FHL2 y la via de sefializacion wnt/B-catenina, esto, debido
presumiblemente a la unién del elemento de respuesta a glucocorticoides al promotor de
FHL2 promoviendo su unién a B-catenina y transporte al ntcleo donde se une a TCF/LEF-
1, lo cual induce la transcripcion de RUNX2. Previamente se habia demostrado que la
activacion de la via candnica Wnt/B-catenina promueve la diferenciacién osteo y
odontoblastica, en parte, gracias a la expresion de RUNX2. Sin embargo, también se
observo una sobrerregulacion adicional de COL | independiente de RUNX2 posiblemente
relacionada con FHL2 (Langenbach & Handschel, 2013).

RUNX2 también se podria regular positivamente a través de diferentes vias relacionadas
con DEX:

= La interaccion de DEX con TAZ (un activador co-transcripcional con motivo de
union PDZ) una molécula parecida a la B-catenina.
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= En la via MAPK, especificamente DEX incrementa la expresion de MKP-1
ocasionando la desfosforilacibn de RUNX2 en ser-125, por ende, una mejor
activacion de RUNX2, siendo crucial en el proceso de diferenciacién osteogénica
Yy, posteriormente, del proceso de mineralizacion.

= DEX también intervendria a través de fosforilaciones, por ejemplo, en contacto con
COL | o con Pi extracelulares, podria activar RUNX2 por fosforilaciones en otros
sitios.

= Estimulacion de las BMP descritas anteriormente (Langenbach & Handschel,
2013).

En cuanto al &cido ascérbico, se demostr6 que podia influir en la diferenciacion
osteogénica incrementando la secrecion de COL I. Este actia como cofactor de las
enzimas que hidroxilan la prolina y la lisina en el procolageno, otorgandole la capacidad
de formar su estructura helicoidal de triple hélice. Ademas, toma relevancia la MEC como
inductora de la diferenciacion, ya que, en el caso de los osteoblastos deben estar en
contacto con la MEC antes de que puedan diferenciarse, estas interacciones se dan entre
COL | e integrinas del tipo a2B31 que ocasionan la activacién de la via de sefalizacién
MAPK, fosforilacion de RUNX2 vy, por ende, incremento de la transcripcion génica de
marcadores como OCN vy la diferenciacion osteogénica (Langenbach & Handschel, 2013).

Por otro lado, el B-glicerofosfato sirve como una fuente de fosfatos. EI Pi como molécula
de sefalizacién intracelular importante en la regulacion de diversos genes relacionados
con la osteogénesis, incrementaria el ARNm de BMP2 a través de la activacion de ERK.
Ademas, Pi aumentaria la expresiéon de BMP2 por medio de la activacién de la via
proteinasa K/AMP ciclico, de forma atrayente se demostrd que estas dos vias operarian
de forma independiente (Langenbach & Handschel, 2013).

Figura 1-3: Esquema de las vias de sefalizacién importantes para la diferenciacion
odontoblastica y la dentinogénesis.
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Interaccién de diversas vias de sefializacion en la diferenciacion de los OD y la formacién de
dentina. Se destacan las vias mencionadas anteriormente TGF-B8/ BMP/smad y Wnt/B-catenina,
MAPK/ERK, p38 MAPK, JNK. Tomado de da Rosa et al., 2018.

En efecto, resulta interesante identificar todos los eventos moleculares envueltos en la
actividad secretoria de los OD y su diferenciacion, con el fin de encontrar la manera de
modular esta actividad y mantener este fenotipo en el tiempo, por ejemplo, teniendo en
cuenta una correlacion clinica, encontrar biomateriales que puedan potenciar la respuesta
biol6gica dentino-pulpar (da Rosa et al., 2018; Nakashima, 2005).

1.1.4 Inervacion pulpar

El sistema sensitivo de la pulpa estd conformado principalmente por neuronas aferentes
primarias de caracter sensitivo que responden ante estimulos de diferente naturaleza, ya
sean quimicos, mecanicos o térmicos que, dependiendo la intensidad, pueden ser
percibidos como estimulos dolorosos. Sus cuerpos neuronales se encuentran ubicados en
el ganglio trigeminal (GT) —V Par craneano (PC) — se comunican con las neuronas de
segundo orden del tronco encefélico y con las de tercer orden hacia el sistema nervioso
central (SNC) (Cohen, 2011).

Estas fibras nerviosas sensoriales se pueden clasificar segun su diametro y velocidad de
conduccion del impulso nervioso. Especificamente en la pulpa y en los tabulos dentinales
se pueden encontrar dos tipos: las mielinicas tipo A (B o 8) y las amielinicas tipo C, siendo
casi el 90% del primer tipo (Tabla 1-1) (Bleicher, 2014; Cohen, 2011).
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Tabla 1-1: Caracteristicas de las fibras sensoriales de la pulpa dental.

Fibra Mielinizacion Localizacién de Caracteristicas Umbral de
sus terminaciones del dolor estimulacién

Ad Si Regién pulpo- Agudo, Relativamente
dentinaria punzante bajo

C No Distribuidos a través Ardiente, Relativamente
de la pulpa (regién menos alto, asociado
central) soportable que  con lesion

el de las Ad tisular

Tomado de Cohen, 2011.

Las fibras, como se mencion6 anteriormente, provienen del V PC y llegan a la pulpa a
través del foramen apical, topograficamente las fibras mielinicas se agrupan en la region
central hacia la periferia de la pulpa, hacia el complejo pulpo-dentinal y las fibras C en el
centro pulpar. En la zona de la pulpa coronal se conforma un plexo nervioso Unico
denominado plexo de Raschkow en donde las fibras A se desmielinizan, forman el
complejo subodontoblastico y algunas fibras configuran terminaciones nerviosas libres en
cercania a los OD. Se enuncia que aproximadamente del 30 al 70% de prolongaciones
odontoblasticas estarian en contacto con estas terminaciones nerviosas y que sélo
entrarian en la dentina profunda (Bleicher, 2014; Cohen, 2011; Magloire et al., 2009).

Algunos autores refieren, de forma interesante que esta inervacién estaria dirigida por los
OD, los cuales, al secretar moléculas como factor de crecimiento nervioso (NGF), Sema7A
y reelina, direccionarian estas fibras nerviosas a los lugares apropiados (Bleicher, 2014).

Las glucoproteinas de la MEC podrian promover la adhesién o cercania entre OD vy fibras
nerviosas, autores como Magloire et al. (2009) proponen que esta estrecha relacién podria
sugerir que los OD y las terminaciones nerviosas pueden interactuar directamente y lograr
un primer paso fundamental en la transmision del dolor dental (Magloire et al., 2009).

Adicionalmente, se encuentran neuronas eferentes y autbnomas que permiten la
modulacién neurogénicay se dice que pueden tener un papel en la dentinogénesis (Cohen,
2011).

1.1.5 Teorias del dolor dental

Se han postulado principalmente tres teorias que buscan explicar la fisiopatogenia del dolor
y la sensibilidad dental (Figura 1-4). La primera establece que mediante una estimulacion
directa a las fibras nerviosas aferentes se genera una respuesta mediada principalmente
por la transduccion de impulsos nerviosos. En la segunda, denominada “Teoria
Hidrodinamica” se enuncia el papel del fluido dentinal en la estimulacion nerviosa, en
donde, un estimulo puede generar movimiento del fluido dentinal (de los tubulos
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dentinales) aumentando la presion intratubular originando una respuesta de las fibras
nerviosas aferentes. Y en la tercera teoria, la llamada odontoblastica se propone la
existencia de un estimulo directo a los odontoblastos que genera una respuesta a través
de la interaccion de receptores membranales capaces de responder a estimulos térmicos,
mecanicos y/o quimicos. De las tres teorias, la mas difundida y aceptada es la
hidrodindmica. Sin embargo, los mecanismos responsables de la transduccion sensorial
dolorosa podrian no sélo estar relacionados con el movimiento del fluido dentinal, ya que,
la teoria hidrodinamica no explica la variabilidad en la respuesta frente a estimulos de
diferente naturaleza por lo que se ha considerado que esta respuesta nociceptiva dental
podria ser explicada desde una gran teoria de sistema sensorial polimodal en el que las
tres subteorias confluyan y se pueda dar una respuesta a la incégnita (Solé-Magdalena et
al., 2018).

Figura 1-4: Representacion esquematica de las teorias sobre dolor y sensibilidad dental.
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Teorias (nerviosa, hidrodinamica y odontoblastica) de la fisiopatologia del dolor y la sensibilidad
dental. Tomado de Solé-Magdalena et al., 2018.

Con respecto a este tipo de respuesta nociceptiva, apoyando la teoria odontoblastica, se
ha descrito que los OD, podrian ser células sensoriales capaces de desencadenar
respuestas moleculares intracelulares frente a estos estimulos externos. Para confirmar
esta teoria, estudios recientes han relatado la presencia de receptores de canales idnicos
especificos que pueden tener un papel importante en la transduccion de esta sefial
dolorosa, dentro de los més destacados se mencionan los receptores de tipo TRP, ASIC,
receptores purinérgicos, K2P, entre otros (Solé-Magdalena et al., 2018).
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También se ha sefialado la presencia de otros receptores como los canales de potasio
activados por Calcio (KCa), que pueden tener actividad mecano-sensitiva activandose
posterior a un estiramiento de membrana, siendo importantes en la transduccion de
estimulos mecanicos a eléctricos, ocasionando despolarizacién de membranas de los OD
y de las terminaciones nerviosas. Estan colocalizados con los canales de calcio regulados
por voltaje (CaV1.2) y participarian activamente en el transporte direccional de Ca?* hacia
el frente de mineralizacion de la dentina (Magloire et al., 2009).

Adicionalmente, otro receptor, TREK-1 ha sido detectado en la membrana de los OD con
actividad mecano-sensitiva, presente también, en fibras nerviosas tipo C. Junto con los
canales de sodio activados por voltaje. funcionales en los OD, transducirian e integrarian
sefiales somato-sensoriales para provocar respuestas nociceptivas e iniciar una
estimulacion en fibras nerviosas (Magloire et al., 2009).

1.2 Receptores TRP

Los receptores TRP son una superfamilia conformada por seis grandes subfamilias cuya
clasificacion fue basada en el tipo de agonista que ocasiona su activacion o caracteristicas
estructurales muy particulares. Por ejemplo, los TRPV se estimulan con Vaniloides, los
TRPP con Policistina, los TRPM con Melastatina, los TRPML corresponden a la familia de
Mucolipinas, los TRPA se relacionan por su gran cantidad de residuos de Anquirina y los
TRPC, los cuales, por ser los primeros en ser descubiertos, se nombraron como
‘canonicos”. Cada subfamilia tiene diferente cantidad de miembros, completando en
mamiferos aproximadamente un total de 28 subtipos con diversas funciones fisioldgicas y
amplia distribucion tisular. La mayoria son descritos como receptores transmembranales y
algunos polimodales (sensibles a estimulos mecanicos, quimicos y térmicos) que
funcionan como canales iénicos permitiendo el flujo de cationes divalentes (Ca?*) y
monovalentes (Na*) generado una respuesta intracelular que varia segun el subtipo. Estos
receptores resultan ser elementos criticos en la transduccion de sefales celulares y
moleculares de diversa indole (W. B. Liedtke & Heller, 2007).

1.2.1 Clasificacion
Puede resumirse como se muestra en la Figura 1-5.

Figura 1-5: Clasificacion de los receptores TRP.
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Subfamilia C (TRPC)
Candnica TRPCla7
Subfamilia V (TRPV)
Vaniloide TRPV1a6
|| Subfamilia ML (TRPML)
Mucolipina TRPML1 a3
a
m —
|_
Subfamilia P (TRPP)
Policistina TRPPla3
Subfamilia A (TRPA)
Ankirina TRPA1
Subfamilia M (TRPM)
Melastatina TRPM1 a8

Subfamilias de los receptores TRP y miembros de cada subfamilia. Elaboracién propia con base
en datos de: W.B Liedtke & Heller, 2007.

1.2.2 Descubrimiento y diversidad funcional

Fueron descritos por primera vez en Drosophila Melanogaster en 1969 a partir de un
electroretinograma irregular en el cual se observd un aumento en el potencial retiniano y
de ahi su nombre “receptor de potencial transitorio” de siglas TRP. Desde su
descubrimiento han sido identificados como receptores sensoriales ya sean de tipo
mecanico, osmotico, térmico, etc, atribuyéndoseles diferentes funciones fisiol6gicas de
acuerdo a nuevos hallazgos estructurales, localizaciones en diferentes tipos celulares,
mecanismos moleculares que se van dando a lo largo de los afios, sin embargo, ain son
desconocidas algunas caracteristicas de determinados subtipos de estos receptores lo que
los hace un campo interesante en la investigacion cientifica (Islam, 2011).

1.2.3 Estructura

Estructuralmente, estos receptores TRP son homo o heteroligobmeros formados por la
asociacion de cuatro subunidades alrededor de un eje de simetria central que coincide con
el poro i6nico. Cada subunidad esta formada por seis segmentos transmembrana (S1-S6),
un lazo hidrofilico entre el quinto y sexto segmento transmembrana que conforma el poro
ionico y dos dominios intracelulares en los extremos amino (N-) y carboxi (C-) terminales
gue tienen determinadas caracteristicas y conformaciones segun el subtipo del receptor,
como se muestra en la Figura 1-6 (Moran et al., 2011).
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Figura 1-6: Esquema de la diversidad estructural de los receptores TRP.
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Principales caracteristicas estructurales de las seis subfamilias de receptores TRP. Nétese que se
describe la cantidad aproximada de amino&cidos (aa) que puede variar segun el subtipo del
receptor y la especie. AnkR: amino terminal ankyrin repeat, RE retention: endoplasmic reticulum,
retention domains, CIRB: calmodulin/inositol-1,4,5-tris-phosphate (Ins(1,4,5)P3) receptor binding
domain, NUDIX: nucleoside diphosphate-linked moiety X, PDZ: acronym for postsynaptic density
protein 95 (PSD95), DLGA: Drosophila disc large tumour suppressor, ZO1: zonula occludens
protein 1. Tomado de Moran et al., 2011.
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1.2.4 Expresién de los receptores TRP

Estos receptores se han localizado en células de diversas ubicaciones anatémicas de
ratones, ratas y humanos como se muestra a continuacién en la Tabla 1-2 (Solé-
Magdalena et al., 2018).

Tabla 1-2: Diversidad de localizacion de receptores TRP.
Receptor TRP Localizacion Especie Referencia

(Park et al., 2006; Story et al.,

Rata 2003; T.O. Hermanstyne et al.,
TRPM3, TRMV4, TRPAL Neuronas aferentes 2008)
y TRPC3 primarias
Raton (Vandewauw et al., 2013)

TRPC1, TRPV1, TRPV2,
TRPV3, TRPV4, TRPM2,
TRPM3, TRPM7, TRPM8
y TRPML1 Neuronas del GT Humanos

(Flegel et al., 2015; Fu et al., 2016)

(G. Chung & Oh 2013; Park et al.,

TRPAL 2006; Story et al., 2003)

TRPV4, TRPV1, TRPV2,

TRPV3, TRPM3, TRPP1 Ratoén (Sato et al., 2013; Son et al., 2009)
y TRPP2
TRPM7, TRPC1, TRPC6 oD
y TRPV4 (Kwon et al., , 2014a, 2014b)
TRPV1, TRPM8 Yy Rata adulta
TRPA1L (Tsumura et al., 2012)
TRPV1 (Okumura et al., 2005)
TRPV4 (Solé-Magdalena et al., 2011)

TRPV1, TRPV2, TRPV
' ' 3 (Palkar et al., 2015)

y TRPV4 OD en la base del
proceso Humanos
odontoblastico (El Karim et al., 2011; Y. S. Kim et

TRPM8y TRPAL al., 2012; Tazawa et al., 2017)
TRPP1y TRPP2 (Thivichon-Prince et al., 2009)

Pulpa dental Humana (Y. S. Kim et al., 2012)

TRPA1
OD (cuerpo celular) Humanos (Y. S. Kim et al., 2012)

Elaboracion propia con base en datos de: Solé-Magdalena et al., 2018.
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1.2.5 Receptor TRPV1

Dentro de los receptores TRP localizados en los OD humanos sobresale este subtipo
TRPV1y los TRPA1l, TRPP1y TRPMS8. En 1997 fue descubierto este receptor TRPV1 en
neuronas nociceptivas del ganglio de la raiz dorsal (GRD) y es el miembro mas estudiado
de esta superfamilia, ya que, se le atribuy6 un papel importante en la nocicepcién, aunque
los mecanismos moleculares adn no se encuentran bien establecidos. Se agrupa dentro
de los denominados “Termo-TRP” puesto que, inicialmente se describié que su activacion
se daba a altas temperaturas (>42°C), pero se ha evidenciado que también lo activan otros
factores como son una disminucidon del pH (<5.9), algunos agentes inflamatorios (HPETE,
HETE, prostaglandinas, bradiquininas, serotonina o histamina), agonistas naturales
(vaniloides: CAP, resinifenatoxin, endocanabinoides como la anandamida y algunos
compuestos que carecen del grupo funcional vanilo: dialdehidos insaturados,
triprenilfenoles, poliaminas y toxinas animales peptidicas) que desencadenan la apertura
del canal iénico y, principalmente, la entrada de Ca?" intracelular por lo que se les clasifica
como receptores polimodales. Se ha descrito que su inhibicion con antagonistas o0 su
sobreestimulacién con moléculas agonistas pueden causar desensibilizacion del receptor
y, asi, tener un efecto terapéutico analgésico. (W. B. Liedtke & Heller, 2007; Moran et al.,
2011).

Agonistas del receptor TRPV1

= Vaniloides

Los Vaniloides, como su nombre indica, son las moléculas agonistas para el receptor
vaniloide TRPV1. Se caracterizan por tener en su estructura un grupo funcional vanilo y
pueden pertenecer a la clase de capsaicinoides si estan estructuralmente relacionados con
la CAP, o de lo contrario, a la clase de resiniferanoides, si tienen mas similitud con el
resiniferatoxin (Islam, 2011).

Dentro del grupo de los Capsaicinoides estan mas de doce miembros. La CAP (8-metil-N-
vanilil-trans-6-nonenamida) (Figura 1-7) y la dihidrocapsaicina son los principales
componentes pungentes de los pimientos picantes (aji). La sensibilidad a la CAP ha sido
una caracteristica clasica de los nociceptores, activa potentemente el receptor TRPV1 con
una concentracion efectiva 50 (CE50) de que en los reportes oscila entre 0.04 a 1 uM
dependiendo el tipo celular. La alta lipofilia de la CAP, resiniferatoxin y otros vaniloides
permiten a estos compuestos cruzar facilmente la membrana plasmatica y se cree que
activan intracelularmente el sitio de unién vaniloide del receptor transmembranal (Huang
et al., 2002; Islam, 2011).
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Figura 1-7: Esquema de la estructura quimica de la CAP.
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Estructura quimica de la CAP que posee el grupo funcional vanilo. Tomado de Islam et al., 2011.

La piperina es un alcaloide estructuralmente relacionado con la CAP que se encuentra en
las plantas pertenecientes a la familia de las Piperaceas, mas notablemente en Piper
nigrum, comunmente conocida como pimienta negra. Se ha observado que puede activar
el receptor TRPV1 en neuronas trigeminales con una CE50 de aproximadamente 38 uM,
lo que lo hace menos potente que la CAP. Sin embargo, también ha inducido una
desensibilizacién del receptor, aunque no se conoce su mecanismo de accion (Islam,
2011).

La curcumina es un componente del miembro de la familia Zingiberaceae y se ha propuesto
para demostrar la actividad en receptores TRPV1. En un modelo de colitis en ratones, la
curcumina provoco efectos protectores gue revirtieron el uso del antagonista capsazepina
(CP2), lo que sugirié que actlia como un agonista de TRPV1 en tejido inflamado. También,
bloquea las corrientes inducidas por CAP en neuronas trigeminales y células que expresan
TRPV1, lo que sugiere que la curcumina actia como un antagonista de TRPV1. Estas
observaciones contradictorias hacen importante el estudio de su mecanismo de activacion
y sensibilizacion de TRPV1 que, aun, no se ha determinado (Huang et al., 2002; Islam,
2011).

El guayacol es un vaniloide natural de los miembros del Guaiacum (arbustos y arboles),
asi como el humo de la maderay el aceite de clavo, siendo precursor del EUG y la vainilina.
Se encontr6 que el guayacol intratecal inhibe respuestas nociceptivas inducidas por
formalina y acido acético, lo que sugiere que este compuesto actlla como agonista del
receptor TRPV1 (Huang et al., 2002; Islam, 2011).

Finalmente, el EUG es un compuesto fendélico vaniloide (Figura 1-8) encontrado en
grandes cantidades en el aceite de clavo de (Eugenia caryophyllata), asi como aceite de
hoja de canela (Cinnamomum zeylanicum) y aceite de la albahaca de clavo (Ocimum
gratissimum). Se ha descrito como un agonista del receptor TRPV1 en células HEK-293 y
neuronas trigeminales con una CE50 de 1 mM (B.H. Yang, 2013), también se ha informado
gue puede activar otros canales TRP incluyendo TRPV3 (3 mM) y TRPA1 (600 uM). Su
accion en el receptor TRPM8 es menos claro, con activacion, pero sin efecto reportado.
Ademas, recientemente se informé que inhibe los canales de calcio y sodio, tanto
regulados por voltaje como como receptores purinérgicos P2X en las neuronas del GT.
Ademas, este compuesto ha sido ampliamente utilizado en odontologia como sedante
pulpar, obturador de conductos, cementante provisional, apdsito quirdrgico, anestésico
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tépico, protector dental, desinfectante de cavidades dentales por sus diversas propiedades
analgésicas, anestésicas locales, antioxidantes, bactericidas y antivirales. Aunque, por su
interferencia en la adhesiébn dental de resinas compuestas ha disminuido
significativamente su uso, dejando de lado sus multiples beneficios como material dental.
La accion del EUG en estos receptores TRPV1 como objetivos farmacoldgicos podria
contribuir a la actividad analgésica descrita clasicamente (B.H. Yang, 2013; Charan Raja,
2015; Islam, 2011).

Figura 1-8: Esquema de la estructura quimica del EUG.
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Estructura quimica del EUG que posee el grupo funcional vanilo. Tomado de Islam et al., 2011.

= Resiniferanoides

Por otro lado, los resinferanoides son analogos del vaniloide resiniferatoxin, la cual posee
una estructura compleja de diterpeno a la que se unen dos grupos aromaticos, uno de los
cuales es un grupo de vanilo. Se une al TRPV1 con una CE50 para la activacion de
aproximadamente 1 nM (Islam, 2011).

1.2.6 Pruebas funcionales en receptores TRPV1

En algunos estudios se han realizado pruebas funcionales en las cuales las células se
someten a diversos estimulos térmicos, mecanicos o quimicos con sustancias agonistas o
antagonistas con el fin de evaluar la activacion o no del receptor, cuantificando
principalmente la entrada de Ca?* a la célula mediante pruebas que se denominan
electrofisiologicas, informacion que se resume a continuacién en la Tabla 1-3 para los
receptores TRPV1 (El Karim et al., 2011; Okumura et al., 2005; Son et al., 2009; Tsumura
et al., 2012).

Tabla 1-3: Resumen de las pruebas funcionales en receptores TRPV1.
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Tipo

Especie
Celular P
oD Humanos
Ratas
Ratones
Rata
Neuronas Rata
aferentes
primarias

Agonista

CAP: 10uM

CAP: 10uM

CAP: 10uM

CAP: 10pM

Anandamida:

10pM

Resinifenato
xin: 10uM

CAP: 1uM

Antagonista

CPZ: 10pM

CPZ: 10pM

CPZ: 10pM

CPZ: 10uM

CPZ: 20pM

Activacion

Calor
(43°C)

Calor
(43°C)

(-100 a
+100 mV)

Solucién
acidica:
(pH=4)

Calor
(43°C)

Método

Entrada de
Ca2+

Cambio en el
potencial de
membrana

Entrada de
Ca2+

Voltaje

Entrada de
Caz*

Entrada de
Ca2+

Cambio en el
potencial de
membrana

Referencia

(El Karim et
al., 2011)

(Okumura
et al., 2005)

(Son et al.,
2009)

(Tsumura
etal., 2012)

(Park et al.,
2006)

Elaboracion propia con base en datos de: El Karim et al., 2011; Okumura et al., 2005; Son et al.,
2009; Tsumura et al., 2012 y Park et al., 2006.

Por todo lo anterior, se seleccioné el receptor de tipo TRPV1, para la determinacion de su
expresion in vitro en un modelo celular de hOLCs desarrollado previamente por el grupo
de investigacion Baldion et al. (2018) y realizar la evaluacion de su actividad funcional
mediante su sometimiento a estimulos quimicos a través del uso de moléculas como el
EUG y la CAP, térmicos y con exposicion a distintos pH, con el fin de brindar una
aproximacion a lo que podria ser una importante diana terapéutica para el dolor dental y la
sensibilidad dentinal (Baldion et al., 2018).
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2.0bjetivos y metodologia

2.1 Objetivo general

Determinar la expresion, localizacion y actividad funcional del receptor polimodal TRPV1
en células similares a odontoblastos humanos.

2.2 Objetivos especificos

Demostrar la expresién de mensajeros y la presencia y localizacion del receptor TRPV1 en
células similares a odontoblastos humanos.

Evaluar la actividad funcional del receptor TRPV1 en células similares a odontoblastos
humanos frente a estimulos quimicos, térmicos y con exposicion a distintos pH.

2.3 Metodologia

2.3.1 Obtencioén de hDPSCs

Siguiendo el protocolo propuesto por Baldién et al. (2018), se llevé a cabo la extraccion de
terceros molares humanos de pacientes sanos de un rango de edad entre 14 y 18 afios,
previo consentimiento/asentimiento informado y el aval del Comité de ética de la Facultad
de Odontologia de la Universidad Nacional de Colombia (B.CIEFO-122-18). La extraccion
fue realizada por indicacion quirargica verificando que los dientes estuvieran sanos, libres
de caries y restauraciones. Se descontaminaron y la pulpa fue extraida y sumergida en
medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) bajo en glucosa (Hyclone, Thermo
Fisher Scientific, Bremen, Alemania), suplementado con suero fetal bovino (SFB) (Gibco,
Thermo Fisher Scientific) y antibiéticos, en un medio de disociacién con colagenasa (3
mg/ml) y dispasa (4 mg/ml) (Sigma-Aldrich; St Louis, MO, USA) por 16 horas en una
incubadora con atmésfera humidificada al 5% de CO, a 37°C. Se centrifugd la suspension
celular y el pellet se re-suspendi6 para ser sembrado en frascos de 25 cm?, haciendo
subcultivos hasta lograr una confluencia del 70%. Para evaluar el comportamiento de la
proliferacion celular se realiz6 el calculo del tiempo de doblaje poblacional (TDP) por
técnica de conteo con hemocitometro empleando azul de tripdn aplicando la siguiente
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formula: (t2-t1)/3.32 x (Log n2- Log n1) donde t corresponde al nimero de dias en cultivo
y n el nimero de células, el resultado fue comprobado usando el software Doubling Time
(Baldién et al., 2018; Roth, 2006).

Las hDPSCs fueron caracterizadas por citometria de flujo segun los criterios de la sociedad
internacional para la terapia celular (Dominici et al., 2006) con el uso del citbmetro
FACSCalibur (BD Biosciences; San José, CA, USA) y un cocktail de fenotipado (Miltenyi
Biotec; Bergisch Gladbach, Germany) que incluyé anticuerpos para detectar los
marcadores CD73, CD90, CD105, CD34, CD14, CD20 y CD45 (Baldion et al., 2018). Con
el fin de corroborar el fenotipo mesenquimal indiferenciado y su potencial de diferenciacion
hacia diferentes linajes. Se indujo la diferenciacion hacia el fenotipo osteoblastico,
condroblastico y adipoblastico por 21 dias. Para la obtencion del cultivo de osteoblastos
se empled el medio de diferenciacion StemPro® Osteogenesis Differentiation Kit (Gibco,
Thermo Fisher Scientific) al cual se le realizé tincion con rojo de alizarina (Sigma-Aldrich)
con el fin de evaluar nédulos de calcificacion y formacion de matriz mineralizada. Para la
obtencién de condrocitos se emple6 el medio de diferenciacion StemPro® Chondrogenesis
differentiation kit (Gibco, Thermo Fisher Scientific) y se realiz6é la tincion Alcian Blue
(Sigma-Aldrich), con el objetivo de identificar su capacidad de sintesis de proteoglicanos.
Por ultimo, para la obtencion de adipocitos se empleé el medio de diferenciacion StemPro®
Adipogénesis differentiation kit (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) y se
llev6 a cabo una tincién Oil RedO (Sigma-Aldrich), con el fin de identificar lipidos neutros.
Las imagenes se obtuvieron con el Microscopio Leica DM2500 (Leica Microsystems;
Wetzlar, Alemania) (Mesentier et al., 2014).

2.3.2 Diferenciacion de hDPSCs a hOLCs

Para inducir la diferenciacion odontoblastica se utilizé un medio DMEM, suplementado con
SFB, 100 U/ml de penicilina, y 100 ug/mL de estreptomicina; dexametasona al 0,1 yM
(Sigma-Aldrich), B-glicerofosfato a 5 mM (Santa Cruz, CA, USA), 50 yg/mL de acido
ascorbico (Sigma-Aldrich), y 10 ng/mL de TGF-B1 (Abcam, Cambridge, MA, USA). Para
esto, las hDPSCs fueron expuestas al medio de diferenciacién por 7, 14 y 21 dias, en una
incubadora con atmosfera humidificada al 5% de CO; a 37° (Baldion et al., 2018), y se
determind el comportamiento de la expresién del receptor TRPV1 dentro del proceso de
diferenciacion.

Con el fin de corroborar este fenotipo odontobldstico se realizd6 una técnica de
inmunoflurescencia indirecta para los marcadores odontogénicos DMP-1 y DSP. Para lo
cual se sigui6 el protocolo de Baldién et al. (2018). Brevemente, las laminillas de vidrio
fueron pretratadas con poli-L-lisina para mejorar la adhesién celular. Se sembraron 8 x 103
células por laminilla para realizar la inmunotincién. Las células fueron fijadas con
paraformaldehido (PFA) al 4%, y se permeabilizaron con Tritobn X-100, para realizar
posteriormente, bloqueo con suero de cabra al 10%. Se procedi6 a incubar a 37°C con
anticuerpo primario policlonal humano anti-DMP-1 producido en conejo (Sigma-Aldrich),
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diluido 1:50 en suero de bloqueo. Después, las muestras se incubaron con anticuerpo
secundario 1gG anti-conejo conjugado a FITC producido en cabra (Thermo Fisher
Scientific), diluido 1:200 en PBS a temperatura ambiente (TA). Los nucleos fueron contra-
tefidos con Hoechst y las ldminas fueron montadas con VectaShield (Vector Laboratorios,
Inc. Burlingame, CA, EE.UU.) para la observacion bajo microscopio de fluorescencia Zeiss
Axio Imager A2 microscope (Gottingen, Alemania) analizado con el software AxioVision.
Se evalud la presencia o ausencia de la proteina en las células y su localizacion en tres
experimentos independientes (n=3) (Baldion et al., 2018).

De la misma manera se llevé a cabo el procedimiento para el marcador DSP empleando
el anticuerpo primario policlonal humano anti-DSPP producido en conejo (Abcam) que es
especifico de la porcion N-Terminal que corresponde al clivaje natural de DSP (Baldién et
al., 2018).

2.3.3 Deteccion del receptor TRVP1 en células hOLCs

2.3.3.1 Evaluacion de la expresion de mensajeros del receptor TRPV1

Para determinar la expresion génica de TRPV1 se llevé a cabo mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en tiempo real (QRT-PCR)
usando SYBR Green con el sistema Luna® Universal One RT-gPCR Kit (New England
BioLabs; USA) y el sistema de deteccion CFX96 Real-Time Thermal Cycler detection
system (Bio-Rad; Hercules, CA, USA). La amplificacion se realiz6 bajo las siguientes
condiciones: retro transcripcion por 10 min a 55°C, denaturacion inicial por 1 min a 95°C,
40 ciclos de amplificacion con una temperatura de alineamiento de 58°C empleando los
siguientes primers (Macrogen®):

Tabla 2-1: Primers utilizados en el estudio.

Gene Bank Nombre Secuencia Tamafo
Forward/ Reverse

NM_080706 TRPV1 5'- 118 pb
GGCTGTCTTCATCATCCTGCTGCT-3’
3’_
GTTCTTGCTTCTCTGTGCGATCTTGT-
5

NM_000576.3 B-ACT 5 -CGCCGCCAGCTCACCATG-3 120 pb

3-CACGATGGAGGGGAAGACGG-5’

La eficiencia de la PCR fue calculada usando LinRegPCR (Academic Medical Center,
AMC, Amsterdam, Netherlands) y la cuantificacion relativa de la amplificacion fue realizada
con el método Scheffé (Baldién et al., 2018; Schefe et al., 2006).



2. Metodologia 47

2.3.3.2 Determinacion de la presencia del receptor TRPV1

Para la identificacion y localizacion de TRPV1, se realizaron pruebas inmunocitoquimicas
e inmunohistoquimicas. Para ello, se sembraron 8x102 células / pozo, sobre laminillas de
vidrio tratadas con poli-L-lisina en una placa de 24 pozos. Después de alcanzar el 30% de
confluencia, las células se fijaron con PFA (4%), se permeabilizaron, y se incubaron con
un anticuerpo policlonal primario de conejo, especifico para el receptor TRPV1 humano
(Thermo Fisher Scientific) en suero de bloqueo. Para la deteccién se us6 Alexa Fluor 594
acoplado a estreptavidina (Thermo Fisher Scientific). Los nucleos se contra tifieron con
Hoechst y fueron observados en el microscopio Axio Imager A2 (Zeiss, Gottingen
Alemania) y analizado con el software AxioVision. Se evalud la presencia o ausencia de la
proteina en las células y su localizacién en tres experimentos independientes (n=3)
(Baldion et al., 2018; El Karim et al., 2011).

2.3.4 Evaluacion Funcional Receptor TRPV1

2.3.4.1. Agonistas y antagonistas del receptor TRPV1

El EUG y la CAP (Sigma Aldrich), fueron disueltos en dimetilsulféxido (DMSO) para para
obtener una solucién stock y se mantuvieron refrigerados a -20 °C. La concentracién final
de DMSO fue menor a 0,1% (v/v) para no afectar los potenciales de corrientes de
membrana y la concentracion de Ca?* intracelular (El Karim et al., 2011).

2.3.4.2 Determinacion de la viabilidad celular con resazurina para establecer
la CE50 de EUG y CAP

2.3.4.2.1 Ensayo de resazurina

Se cultivaron 25 x10° células/ pozo en placas de 96 pozos por 20 h. Las células se trataron
durante 1 h con EUG a 0,1; 0,5; 1; 5y 10 mM, después de transcurrido el tiempo se retiro,
y se adicion6 a cada pozo la solucién de resazurina a 4,4 uM (Sigma-Aldrich) al 10% v/v
partiendo de una solucion inicial de 44 uM, y se incub6 por 1 h en la incubadora a una
atmasfera humidificada al 5% de CO; a 37°C. Cumplido el tiempo de incubacion, las placas
fueron leidas en el espectrofluorémetro Infinite M200 (Tecan; Mannedorf, Suiza) a una
longitud de onda de 555em/595exc NM. Con la medida de intensidad de fluorescencia se
calculo el porcentaje de reduccidn de resazurina a resorufina de los grupos tratados con
respecto al control de células sin tratar, el cual fue tomado como el 100%. Se analizaron
tres experimentos independientes con 6 réplicas c/u (n=18) (Figura 2-1) (Baldion et al.,
2018).

Figura 2-1: Representacion del ensayo de resazurina para determinar la CE50 del EUG.
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Disefio del experimento para determinar la CE50 del EUG en placa de 96 pozos. Control (-):
Medio DMEM, Control Veh: Control del vehiculo (DMSO), Control (+): Triton 1%, Eug: Eugenoal,
mM: milimolar. Duracién de la exposicion: 1h en todos los grupos de prueba. Se realizaron tres

experimentos independientes con 6 réplicas cada uno (n=18).

De la misma manera, las células fueron expuestas a CAP a 0,5; 1; 5; 10 y 50 yM durante
1 h siguiendo el mismo protocolo (Figura 2-2).

Figura 2-2: Representacion del ensayo de resazurina para determinar la CE50 de la CAP.

Contral Cap Cap Cap
- 0,5 pM 1pM

A D

Disefio del experimento en placa de 96 pozos. Control (-): Medio DMEM, Control Veh: Control del
vehiculo (DMSO), Control (+): Triton 1%, Cap: Capsaicina, uM: Micromolar. Duracién de la
exposicion: 1h en todos los grupos de prueba. Se realizaron tres experimentos independientes
con 6 réplicas cada uno (n=18).
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2.3.4.2.2 Determinacion CE50 de EUG y CAP

Con los datos obtenidos del ensayo de viabilidad celular se calcul6 la CE50 que es la
proporcion de una sustancia en un medio que causa el 50% del efecto maximo bajo un
conjunto de condiciones definidas. Se determiné mediante la realizacion de las curvas
concentracion-respuesta para cada concentracion de EUG y CAP usadas empleando el
software GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

2.3.4.3 Ensayos de estimulaciéon polimodal

Se realizaron ensayos de estimulacion polimodal midiendo el cambio en la concentracion
intracelular de Ca?* [Ca?']i usando el Kit Fluo-4 AM (F14201 Invitrogen, Thermo Fischer
Scientific) (Figura 2-3) como criterio para determinar la activacion de TRPV1 en hOLCs.
25 x 10°® células/pozo se sembraron en placas de 96 pozos en medio DMEM suplementado
con SFB al 10%, 100 Ul/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicinay 10 ng/mL de TGF-
B1. El dia del experimento se cargaron con 100 pL por pozo de Fluo-4AM (4 uM) a 37 °C
durante 60 min en oscuridad. Transcurrido el tiempo se retir6 el Fluo 4 AM y se adicionaron
100 pL de PBS IX durante 30 min para la de esterificacion de los esteres AM.
Posteriormente, se retir6 el PBS y se agregaron 200 uL de cada sustancia de prueba
(segun las condiciones a evaluar como se muestra en las Figuras 2-4, 2-5y 2-6) y se
realizé la lectura en el espectrofluorémetro (TECAN, Infinite M200) después de 1 min'y 20
min de exposicion, a una longitud de onda de 494 en /520 & NM. La diferencia entre la
fluorescencia obtenida y la basal (de células sin estimular) se utiliz6 como una medida
indirecta de los cambios en la [Ca?']i. Cada experimento se efectud por triplicado con 3
réplicas cada uno (n=9).

Figura 2-3: Representacion del fundamento de la prueba Fluo-4 AM.

Medio
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Medio
Intracelular
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No fluorescente Fluorescente

La molécula de Fluo 4 AM (no fluorescente) ingresa a la célula y las esterasas citoplasmaticas
clivan los esteres AM de la molécula, dejando el Fluo 4 libre para la captacién de los iones Ca?*
presentes intracelularmente, momento en el cual se adquiere la capacidad fluorescente y se
puede cuantificar por medio de un espectrofluorémetro (TECAN, Infinite M200). Por lo tanto, el
aumento de la cantidad de fluorescencia indicard un aumento de la [Ca?*]i que en este caso se
relacionaria con la activacion del receptor polimodal TRPV1. Imagen adaptada de la informacion

del Kit Fluo-4 AM (F14201 Invitrogen® Thermo Fischer Scientific).
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2.3.4.3.1 Ensayo de estimulacion quimica

Las hOLCs se estimularon con EUG y CAP. Para los dos casos se usé la CE50 que se
determiné en el ensayo de viabilidad celular con resazurina (Figura 2-4). En el caso de la
CAP, la CE50 en los OD coincidié con la reportada previamente por otros autores en OD
de rata y ratén (Fu et al., 2016; Okumura et al., 2005; Son et al., 2009; Tsumura et al.,
2012).

Figura 2-4: Representacion del ensayo de estimulacion quimica empleando prueba Fluo-
4 AM.
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Disefio del experimento de estimulacién quimica en placa de 96 pozos. Grupos de prueba: Control
(-): Células sin estimular, Control Veh: Control del vehiculo (DMSQO), Cap: capsaicina, uM:

micromolar. Eug: eugenol. Lectura en el espectrofluorometro después de 1 min 'y 20 min de la
exposicién. Se realizaron tres experimentos independientes por triplicado (n=9).

00

2.3.4.3.2 Ensayo estimulacion térmica

Las hOLCs se sometieron a medio DMEM sin rojo fenol a diferentes temperaturas en un
rango de 37 a 49 °C (Figura 2-5). Teniendo en cuenta que en la literatura se reporta una
activacion del receptor TRPV1 a una temperatura mayor a los 42 °C (+/- 43°C) (El Karim
et al., 2011).

Figura 2-5: Representacion del ensayo de estimulacion térmica empleando prueba Fluo-
4 AM.
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Disefio del experimento de estimulacion térmica en placa de 96 pozos. Grupos de prueba: Control
a temperatura basal: 37 °C, adicionalmente temperaturas de: 40 °C, 43 °C, 46 °C y 49 °C. Lectura
en el espectrofluorémetro después de 1 min y 20 min de la exposicion. Se realizaron tres
experimentos independientes por triplicado (n=9).

2.3.4.3.3 Ensayo estimulacion con exposicion a distintos pH

Se llevé a cabo la medicion del pH del medio DMEM basal en el potencidmetro (Hanna
instruments HI 2210, Rhode Island, US) dando como resultado 7,4. Posteriormente, a este
medio se le adicioné progresivamente acido clorhidrico (HCI) a 1 N para acidificarlo y
obtener las soluciones con pH de 4, 5 y 6. Adicionalmente, para basificarlo se agregé
hidréxido de sodio (NaOH) a 5 N con el fin de obtener las soluciones con pH de 8, 9, 10,
11 y 12. Se realiz6 la verificacion de cada uno de los pH con el mismo potenciémetro
calibrado. Las hOLCs se sometieron al contacto con medio de cultivo DMEM a los
diferentes pH obtenidos (Figura 2-6).

Figura 2-6: Representacion del ensayo de estimulacion con exposicién a distintos pH
empleando prueba Fluo-4 AM.
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Disefio del experimento de estimulacion con exposicion a distintos pH en placa de 96 pozos.
Grupos de prueba: Control a pH 7 adicionalmente pH 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11y 12. Lectura en el

espectrofluorémetro después de 1 min y 20 min de la exposicion. Se realizaron tres experimentos
independientes por triplicado (n=9).
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2.3.5. Andlisis de resultados

La base de datos se construy6 en una hoja de calculo del programa Excel (Microsoft Office
2010) con la codificacion de las variables para cada prueba, empleando el paquete
estadistico SPSS Version 23 para el analisis de los datos.

Se realizé un analisis descriptivo, y para las variables continuas se utilizaron medidas de
tendencia central y de dispersion. Para las variables con distribucion normal se usé la
media y la desviacién estandar (DE), para aquellas con distribucién no normal, la mediana
y rango intercuartil. Las variables cualitativas se describieron en términos de frecuencias y
proporciones. Se empled un andlisis de varianza ANOVA de una via con una prueba post
hoc de Tukey usando un valor de alfa <0,05 para significancia estadistica.

El resumen de las variables estudiadas se resume en la Tabla 2-2.

Tabla 2-2: Resumen variables estudiadas.

Ensayo Variable Variable Tipo De Unidades (n)
Independiente Dependiente Variable

EVALUACION FENOTIPO hOLC
Determinacién Fenotipo Presencia o Cualitativa Leve 3
dela odontoblastico | ausencia de ordinal Moderada
presencia marcadores Fuerte
DMP-1y DSP odontoblasticos

DMP-1y DSP
DETECCION DEL RECEPTOR TRVP1 EN hOLCs
Evaluacion de  Fenotipo Expresion Cuantitativa N° de veces / 9
la expresion odontoblastico | relativa del continua Expresion  del
de mensajeros receptor gen
del receptor TRPV1 housekeeping
TRPV1
Determinacién Fenotipo Presencia o Cualitativa Leve 3
dela odontoblastico | ausencia de ordinal Moderada
presencia del marcaje con el Fuerte
receptor anticuerpo del
TRPV1 receptor

TRPV1
EVALUACION FUNCIONAL DEL RECEPTOR TRPV1 EN hOLCs
Determinacién Exposicién a Viabilidad Cuantitativa (URF) 18
de la CE50 EUG y CAP celular continua Unidades
EUG y CAP relativas de

fluorescencia

ENSAYOS DE ESTIMULACION POLIMODAL: MEDICION DE [Ca?®i
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Ensayo de Estimulo [Cazi Cuantitativa (URF) 9

estimulacion quimico (EUG y continua Unidades

quimica CAP) relativas de
fluorescencia

Ensayo Estimulo [CaZ)i Cuantitativa (URF) 9

estimulacion térmico continua Unidades

térmica relativas de
fluorescencia

Ensayo Exposicién a [Ca?*]i Cuantitativa (URF) 9

estimulacion distintos pH continua Unidades

con relativas de

exposiciéon a fluorescencia

distintos pH

2.4 Consideraciones éticas

El proyecto de tesis de maestria fue sometido al Comité de ética de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Nacional de Colombia, se obtuvo el aval ético y aprobacion
del consentimiento informado [Oficio B-CIEFO-122-18]. Se dio cumplimiento a los articulos
14 al 16 (Titulo Il, capitulo 1) referentes al diligenciamiento de este consentimiento, luego
de haber recibido informacién amplia y suficiente sobre el proyecto no se procedié a la
firma de este hasta tanto no fueran aclaradas las dudas expresadas por el participante.
Solo se incluyeron personas que voluntariamente aceptaron participar y que lo firmaron
(Ministerio de Salud, 1993).

Durante la ejecucién del proyecto se tuvieron en cuenta las Normas Cientificas, Técnicas
y Administrativas para la investigacion en salud, establecidas en la resolucion 8430 de
1993 del Ministerio de Salud, contemplando los capitulos | y Il para investigaciéon en
humanos y el capitulo de bioseguridad a los investigadores (Ministerio de Salud, 1993).

De acuerdo con esta resolucion y en relacion con la investigacion en seres humanos (Titulo
I, capitulo 1), esta investigacion se clasifico como de riesgo minimo (literal b del articulo
11) (Ministerio de Salud, 1993).

Ademas se tuvo en cuenta el principio de integridad cientifica en el manejo y proteccion de
los datos obtenidos experimentalmente, la transparencia, imparcialidad y precision en la
presentacion de los resultado.
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3. Resultados

3.1 Obtencién de hDPSCs

Las células hDPSCs demostraron tener adecuada adherencia en monocapa al plastico,
con una morfologia alargada, fibroblastica, con agrupaciones celulares en forma de
‘remolino” y con una buena tasa de proliferacién celular con un TDP de 37 h (Figura 3-1).

Figura 3-1: Tiempo de doblaje poblacional en hDPSCs.
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El TDP se calcul6 teniendo en cuenta el conteo celular con hemocitometro realizado en las
primeras 96 h (5 d) de cultivo celular, el TDP fue 37 h. Se muestran los resultados como promedio
de tres experimentos independientes por triplicado (n=9).

Estas células fueron caracterizadas mediante citometria de flujo para evaluar la expresion
de marcadores especificos segun los criterios de la Sociedad Internacional de Terapia
Celular (Dominici et al., 2006) (Tabla 3-1) con el uso del citbmetro FACSCalibur (BD
Biosciences; San José, CA, USA). Se demostrd su fenotipo mesenquimal encontrando
positividad para CD90, CD105 y CD73 en mas del 95% de las células y negatividad en
menos del 1% para los marcadores hematopoyéticos tempranos CD14, CD20, CD34 y
CD45 (Figura 3-2). Adicionalmente se demostré su capacidad de diferenciacion in vitro
hacia los linajes osteoblastico, condroblastico y adipoblastico (Figura 3-3).
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Tabla 3-1: Criterios para identificar células madre mesenquimales (MSC).

Resumen de criterios para la identificacion de MSC (Dominici et al., 2006).

1. Adherencia al plastico en condiciones estandar de cultivo

2. Fenotipo Positivo (= 95%) Negativo (< 2%)
CD105 CD45
CD73 CD34
CD90 CD14 0 CD 11b

CD79ax 0 CD19
HLA-DR

3. Diferenciacién In vitro a osteoblastos, adipocitos y condrocitos (demostrada con tinciones
de cultivo celular In vitro)

Adaptado de Dominici et al., 2006.

Figura 3-2: Panel de resultados de citometria de flujo para caracterizacion de las
hDPSCs.
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El fenotipo mesenquimal indiferenciado fue comprobado mediante citometria de flujo utilizando el
cocktail para fenotipificacion de Miltenyi (Biotec; Bergisch Gladbach, Germany) con el que se
demostré positividad para marcadores mesenquimales CD90, CD105 y CD73 y negatividad para
los marcadores hematopoyéticos tempranos CD14, CD20, CD34 y CDA45, se adquirieron 100.000
eventos con el uso del FACSCalibur cytometer (BD Biosciences; San José, CA, USA) y los datos
fueron analizados usando el software FCS Express software. Se muestran los resultados de tres
experimentos independientes por triplicado (n=9).
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Figura 3-3: Evaluacion del potencial de diferenciacion de hDPSCs a los linajes
osteoblastico, condroblastico y adipobléastico.
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Para evaluar el potencial de diferenciacién de hDPSCs se sometieron por 21 dias a medios de
diferenciacion para los tres linajes y se realizaron las respectivas tinciones con el fin de corroborar
el fenotipo adquirido. Los osteoblastos fueron tefiidos con rojo de alizarina, se evidencia la
formacion de los nédulos de mineralizacién. Los condrocitos se tifieron con Alcian blue, se
evidencia un marcaje positivo de los proteoglicanos y los adipocitos fueron tefiidos con red OIilO,
se muestra tincion positiva de los &cidos grasos. Microscopio Leica DM2500 (Leica Microsystems;
Wetzlar, Alemania). Escala de barra: 100 ym.

3.2 Diferenciacion de hDPSCs a hOLCs

Posteriormente, estas células hDPSCs fueron sometidas a la diferenciacion durante 7,14
y 21 dias en medio de induccién odontogénica para la obtencion de hOLCs. No se
evidenciaron cambios morfoldgicos aparentes durante el proceso de diferenciacion, y se
mantuvo una proliferacion éptima (Figura 3-4).



58 EXPRESION DEL RECEPTOR TRPV1 EN CELULAS SIMILARES A ODONTOBLASTOS HUMANOS: UNA ALTERNATIVA TERAPEUTICA PARA EL TRATAMIENTO
DEL DOLORY LA SENSIBILIDAD DENTINAL

Figura 3-4: Caracterizacion morfoldgica del cultivo en el proceso de diferenciacion
celular.

hDPSCs Proceso de diferenciacion a hOLCs

-3 dias 1 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Imagenes de microscopia de contraste de fase en donde se evidencian las células hDPSC con
morfologia ahusada, fibroblastica al igual que las células hOLCs durante el proceso de
diferenciacion a los 7, 14 y 21 dias, se observé una tendencia a la formacién organizada en lineas
paralelas. Microscopio Leica DM2500 (Leica Microsystems; Wetzlar, Alemania). Escala de
barra:100 ym.

Adicionalmente, mediante técnica de inmunofluorescencia se comprob6 el fenotipo
odontoblastico de las hOLC a 21 dias de diferenciacion identificando los marcadores
odontogénicos DMP-1y DSP, teniendo como controles de la técnica: tejidos dentales y de

glandula mamaria o placenta respectivamente, como lo recomiendan los fabricantes
(Figuras 3-5).

Figura 3-5: Deteccion inmunocitoquimica de los marcadores odontogénico DMP-1 (A) y
DSP (B) en hOLCs.
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Inmunotincion positiva (verde) para controles de tejido, glandula mamaria para DMP-1 (A) y
placenta para DSP (B). Marcacion positiva en tejido dental en capa odontoblastica y frente de
mineralizacion de la dentina. Para determinar la presencia y localizacion de los marcadores
odontogénicas en las células diferenciadas se us6 un anticuerpo anti-DMP1 (A) o anti-DSP (B)
conjugado con FITC (verde) y los nucleos se contratifieron con Hoechst (azul). Nétese la
positividad en las hOLCs con una distribucién tanto nuclear como citoplasmatica. Microscopio
Zeiss Axio Imager A2 microscope (Gottingen, Alemania). Escala de barra: 50 um.

3.3 Deteccion del receptor TRVP1 en células hOLCs

3.3.1 Evaluacién de la expresion de mensajeros del receptor
TRPV1

Mediante RT-qPCR se evidencio un patrén diferencial de expresion espacio-temporal de
los transcritos de TRPV1 con respecto a la expresién basal de B-actina a los 7, 14y 21
dias de diferenciacion (p<0.05) Adicionalmente, se realiz6 una electroforesis en gel de
agarosa de estos productos comprobando una mayor expresion de mensajeros de TRPV1
en hOLC diferenciadas a 7,14 y 21 dias en comparacion con hDPSC (Figura 3-6).

Figura 3-6: Cuantificacion relativa de TRPV1 en hOLCs a diferentes tiempos de
diferenciacion por técnica de RT-qPCR.
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(A) Cuantificacion relativa de los transcritos de TRPV1 mediante RT-gPCR en células hOLCs a los
7,14 y 21 dias de diferenciacién en comparacion con las hDPSCs usadas como linea de base
consideradas como 1. Se observa sobrexpresion de los transcritos en todos los tiempos de
diferenciacion. Los resultados se presentan como medias + desviacion estandar (SD) de tres
experimentos independientes por triplicado (n=9). Los asteriscos muestran diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control con células hDPSCs (p<0.05).
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(B) Electroforesis en gel de agarosa 2%. de los productos de TRPV1 de la RT-qPCR. Se observa
un aumento de la expresion de los transcritos a los 7, 14 y 21 dias de diferenciacion en
comparacion con las hDPSCs. Como gen housekeeping se uso S-actina (B8-ACT). Lector GelDoc
Go System (BioRad, Hercules, CA, US).

3.3.2 Determinacion de la presencia del receptor TRPV1

La presencia y localizacion del receptor TRPV1 se determiné mediante técnica de
inmunofluorescencia como se muestra en la Figura 3-7.

Figura 3-7: Deteccién inmunocitoquimica del receptor TRPV1 en células hOLCs.
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Identificacién inmunocitoquimica de TRPV1 en el control de tejido epitelial uretral, en tejido dental,
en células hDPSCs y en las hOLCs. Para obtener el marcaje de la proteina y determinar su
localizacion se us6 anticuerpo anti-TRPV1 conjugado con Alexa594 (rojo) y los nucleos se
contratifieron con Hoechst (azul). No6tese la positividad en el tejido dental localizado en la zona de
la empalizada odontoblastica. Adicionalmente, en las células hOLCs un aumento de esta
inmunotincién en comparacion con las hDPSCs con localizacion membranal. Microscopio Zeiss
Axio Imager A2 microscope (Gottingen, Alemania). Escala de barra: 50 pm.

3.4 Evaluacion funcional del receptor TRPV1

3.4.1 Determinacion de la viabilidad celular con resazurina para
establecer la CE50 de EUG y CAP

Se determind la viabilidad celular con técnica de resazurina y se hall6 la CE50 para el
EUG de 603,5 uM (Figura 3-8A) y para la CAP 10,1 uM (Figura 3-8B).

Figura 3-8: Calculo de la CE50 de EUG y CAP en las hOLCs mediante técnica de
resazurina.
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Fue calculada a partir del ensayo de resazurina en células hOLCs expuestas a diferentes
concentraciones de los dos compuestos. (A) CE50 del EUG. Rango de concentraciones 10, 5, 1,
0,5y 0,1 mM LogEC50: 2,781 equivalente a 603,5 uM. (B) CE50 de CAP. Rango de
concentraciones 50, 10, 5, 1y 0,5 mM. LogCES50: 1,004 equivalente a 10,1 uM. Se empleé el
software GraphPad Prism 7.00. Las curvas representan los resultados de 3 experimentos
independientes con 6 réplicas cada uno (n=18).

3.4.2 Ensayos de estimulacion polimodal

Se realiz6 la estimulacion de las células por 1 min (simulando una exposicion inmediata) y
después de 20 min de exposicion al estimulo (simulando una exposicion crénica) y la
medicion de URF por espectofluorometria (TECAN, Infinite M200). Se muestran promedios
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y DE tres experimentos independientes con tres replicas cada uno (n= 9). Andlisis de
varianza ANOVA de una via y el analisis pos hoc de Tukey establecié una diferencia
estadisticamente significativa si p<0,05.

3.4.2.1 Ensayo de estimulacién quimica

Las hOLCs se estimularon con CAP (10 uM) y EUG (603,5 y 1000 uM) teniendo como
control las células sin estimular. Adicionalmente, se evalué el vehiculo DMSO < 1%. Los
resultados mostraron que las células sometidas a CAP y EUG tuvieron un aumento
significativo de las RFU indicando la activacion del receptor TRPV1 en comparacion con
los grupos control y vehiculo (DMSOQO) para los dos tiempos evaluados (1 min y 20 min).
Tomando la estimulacion por 20 min como una exposicion cronica al compuesto, se
evidencio que hay una marcada diferencia entre estas mediciones en comparacion con la
exposicion inmediata (1 min), lo que demostré una notoria disminucién en la activacion del
receptor (Figura 3-9) que podria indicar una desensibilizacion del receptor.

Figura 3-9: Estimulacion quimica del receptor TRPV1 en hOLCs.
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Se evaluaron 1y 20 min de exposicion al estimulo usando la prueba Fluo 4 AM (F14201
Invitrogen Thermo Fischer Scientific). Se realiz6 la lectura por espectofluorometria a una longitud
de onda de 494¢m/520exc NM en un lector TECAN (Infinite M200, M&nnedorf, Suiza) en unidades

relativas de fluorescencia (URF). Se muestran los resultados como media + DE tres experimentos
independientes por triplicado (n=9). Cada grupo se comparo6 con su respectivo control y los
asteriscos muestran diferencias estadisticamente significativas entre ellos (p<0,05). Grupos de
prueba: control (células sin estimular), vehiculo (DMSO <1%), CAP 10 uM, EUG a 1000 y 603,5
UM. La letra minGscula (a) muestra diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
prueba en los diferentes tiempos evaluados (1 y 20 min) (p<0,05).
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3.4.2.2 Ensayo de estimulacion térmica

En las hOLCs estimuladas con temperaturas = 43°C se observo un incremento en la [Ca?*]i
y, por consiguiente, activacion del receptor TRPV1 en comparacion con los grupos 37 °C
y 40°C. No se evidencio diferencia entre las mediciones al minuto y a los 20 min (Figura
3-10).

Figura 3-10: Estimulacion térmica del receptor TRPV1 en hOLCs.
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Se evaluaron 1y 20 min de exposicion al estimulo usando la prueba Fluo 4 AM (F14201
Invitrogen Thermo Fischer Scientific). Se empleé medio DMEM basal a las temperaturas de
prueba 40°, 43°, 46° y 49° C, considerando la temperatura de 37 °C como grupo control. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de prueba a los diferentes
tiempos de exposicion evaluados (1 y 20 min). Se realiz6 la lectura por espectofluorometria a una
longitud de onda de 494¢m/520exc NM en un lector TECAN (Infinite M200, Mannedorf, Suiza) en
unidades relativas de fluorescencia (URF). Se muestran los resultados como media + DE tres
experimentos independientes por triplicado (n=9). Cada grupo se compard con su respectivo
control y los asteriscos muestran diferencias estadisticamente significativas entre ellos (p<0,05).

3.4.2.3 Ensayo de estimulacién con exposicion a distintos pH

Tomando como punto de referencia el pH 7 (fisiol6gico) se observé un aumento consistente
de URF, lo cual se relaciona con la activacion del receptor TRPV1 desde el pH 5 en
adelante. Sin embargo, esta activacion fue mas notoria, especificamente, a los pH 5y 6
tanto en la exposicion inmediata (1 min) como cronica (20 min). Adicionalmente, en el Unico
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grupo en el cual se observé una diferencia entre los tiempos de exposicion (1 min'y 20 min)
fue el estimulado con pH 4 (Figura 3-11).

Figura 3-11: Estimulacioén del receptor TRPV1 en hOLCs mediante exposicion a distintos

pH.
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Activacion de TRPV1 con exposicion a distintos pH

Se evaluaron 1y 20 min de exposicion al estimulo usando la prueba Fluo 4 AM (F14201
Invitrogen Thermo Fischer Scientific). Se empleé medio DMEM basal a un pH de 7, se evaluaron
pH acidicos 4, 5y 6 y pH alcalinos 8, 9, 10, 11y 12. Los pH fueron medidos con el potenciémetro

(Hanna instruments HI 2210, Rhode Island, USA). La letra minUscula (a) representa diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de prueba a los diferentes tiempos evaluados (1
miny 20 min) (p<0,05) y los asteriscos diferencias estadisticamente significativas entre grupos. Se
realiz la lectura por espectofluorometria a una longitud de onda de 494¢m/520exc NM en un lector
TECAN (Infinite M200, Mannedorf, Suiza) en unidades relativas de fluorescencia (URF). Se
muestran los resultados como media + DE tres experimentos independientes por triplicado (n=9).
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4. Discusion

Este estudio demostré la presencia, localizacion y activacion polimodal del receptor TRPV1
en hOLCs. En primer lugar, se logré realizar la caracterizacion fenotipica tanto de las
hDPSCs (Figura 3-1, 3-2 y 3-3) como de las hOLCs obtenidas tras la diferenciacion
odontogénica (Figura 3-4 y 3-5), todo ello mediante el procedimiento descrito por (Baldidon
et al., 2018). En segundo lugar, mediante técnica de RT-gPCR, fue posible evidenciar no
solo la expresién del receptor TRPV1 en estas hOLCs; sino también un aumento de la
expresion de los transcritos de TRPV1 a los 7, 14 y 21 dias de diferenciacion en hOLCs
con respecto a las células hDPSCs (p<0,05) (Figura 3-6), medicion periodica sin reporte
previo. Este hallazgo podria estar relacionado con el hecho de que una célula sensitiva
mas especializada requerir4 una funcion sensorial mas desarrollada, lo que sugiere que
las hOLCs podrian ser consideradas células sensitivas y que tal condicion podria estar
asociada con la expresion membranal del receptor TRPV1. Asimismo, se observd
mediante inmunocitoquimica, en primer lugar, que, en el tejido dental, TRPV1 se localiza
especificamente en la zona de la empalizada odontoblastica; y, en segundo lugar, que
TRPV1 presentd una distribucion membranal con mayor inmunotincién en las hOLCs en
comparacion a las hDPSCs (Figura 3-7). Estos dos hallazgos, de manera conjunta,
parecen confirmar la relacion entre la presencia del receptor TRPV1 y la obtencién del
fenotipo odontoblastico (El Karim et al., 2011; Wen et al., 2017).

La activacion del receptor TRPV1 se llevé a cabo mediante tres condiciones: estimulacion
guimica, estimulacion térmica y exposicion a distintos pH. A continuacién, se procede a
discutir los resultados obtenidos en la aplicacion de estas tres condiciones.

En primer lugar, en cuanto a la estimulacién quimica, fue posible atestiguar una diferencia
en la concentracion necesaria para activar el receptor TRPV1 segun el tipo celular: se
encontré que la CE50 calculada para EUG fue de 603,5 uM en hOLCs (Figura 3-8),
mientras que la CE50 reportada en células HEK-293 y neuronas trigeminales es de 1 mM
(B.H. Yang, 2013). Esta evidencia permite apreciar una diferencia en la sensibilidad a la
estimulacion quimica que se realiza con el EUG como agonista en OD y en otros modelos
celulares.
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Adicionalmente, fue posible observar la activacion del receptor TRPV1 con CAP a 10 uM,
y EUG a 1000 y 603,5 yM, con un comportamiento muy similar entre los vaniloides. La
activacion de TRPV1 con CAP en diferentes tipos celulares, que ha sido reportada
previamente (El Karim et al., 2011; Okumura et al., 2005; Son et al., 2009; Tsumura et al.,
2012), se fundamenta en la atribucién de tal activacion a la unién especifica de la CAP con
residuos Glu-571 y Thr-551 del receptor, lo que provoca un cambio conformacional que, a
su vez, induce la apertura del canal. Algunos autores presumen que este mecanismo de
activacion quimica del receptor podria ser aplicable en todo el grupo de los capsaicinoides,
entre los que se cuenta el EUG (Figura 4-1) (Yang et al., 2015).

Figura 4-1: Mecanismo propuesto para la activacién del receptor TRPV1 con CAP.
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(A) Estructura quimica de la CAP, dividida segun sus grupos funcionales: en rojo, su porcion
vaniloide; en azul, su porcién amida; en fucsia, su porcion alifatica. (B) En el panel de la derecha
se esquematiza la seccion del receptor TRPV1 desde S4 a S6. Se propone un mecanismo de
activacion con configuracion “tail-up, head-down” ("cola arriba, cabeza abajo”), en donde la
porcion terminal alifatica interactla con la porcién S4 del receptor, la porciéon media o “cuello”
interactta con el residuo Thr-551, y la porcién vaniloide o “cabeza” interactiua con el residuo Glu-
571 (E571), ubicado en el enlazador S4-S5. Estas interacciones generan un movimiento del
segmento S6 hacia la izquierda (flecha morada), y este movimiento provoca la apertura del canal
i6nico y, con ello, la activacion del receptor. Adaptado de Yang et al., 2015.

En segundo lugar, en cuanto a la estimulacion térmica, se evidencié activacion de TRPV1
en las hOLCs a temperaturas = 43°C; resultado consistente con lo reportado en estudios
previos realizados sobre OD humanos (El Karim et al., 2011) y de ratén (Son et al., 2009),
y sobre neuronas aferentes primarias de rata (Park et al., 2006). Estudios previos han
atribuido esta activacion térmica a dos mecanismos potencialmente complementarios: por
una parte, se propone que la via de sefalizacion PKA/AKAP estaria implicada en el
mecanismo de hiperalgesia térmica mediante la fosforilacién de un residuo Ser-502
localizado entre el enlazador S2-S3 de TRPV1, lo que promoveria la apertura del poro
i6nico (Rathee et al., 2002); por otra, se sugiere que este poro i6nico podria actuar como
sensor térmico (Zhang et al., 2017). Sin embargo, la falta de claridad en cuanto a los
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detalles moleculares de la activacibn de TRPV1 por incremento de la temperatura ha
conducido a sugerir todavia un tercer mecanismo, segun el cual el dominio de repeticiones
de ankirina podria sufrir cambios estructurales en respuesta al calor, lo que podria
determinar la activacion de TRPV1 (Ladron-de-guevara et al., 2020).

En tercer lugar, en cuanto a la exposicion a distintos pH, se observé activacion significativa
del receptor TRPV1 en hOLCs sometidas a pH acidicos —de 5 y de 6—, tanto en la
exposicion inmediata (1 min) como crénica (20 min); lo que concuerda con reportes previos
gue registran una activacion del receptor TRPV1 a pH inferiores a 6 (Tsumura et al., 2012).
Los resultados demostraron una discrepancia entre los dos tiempos de exposicion (1 min
y 20 min) a pH 4, con una activacion significativa con la exposicion sostenida por 20 min.
Estos hallazgos guardan concordancia con, el estudio funcional de Tsumura et al. (2012)
sobre OD de rata, en el cual se demostr6é una activacién del receptor a los 2 min de
exposicion usando una solucion acidica al mismo pH, activacién que se conservé en las
mediciones posteriores (Tsumura et al., 2012).

Adicionalmente, se observé una activacion del receptor a pH basicos —entre 9 y 12—,
reporte sin precedentes en estudios previos en OD. Dentro de este rango, la activacion
mas significativa se present6 a pH 10, aunque sin llegar a ser tan notoria como en el caso
de los pH &cidos. Investigaciones previas llevadas a cabo en neuronas del GT de ratén y
en células HEK-293 transfectadas demostraron activacion de TRPV1 por exposicion a
amonio (NH4+) —sustancia alcalina— y por alcalinizacion intracelular, las cuales provocan
la deprotonacion del residuo de Hys-378 en el dominio citoplasmatico del receptor, y esta,
a su vez, ocasionaria nuevas interacciones intra e intermoleculares y, con ello, un cambio
conformacional que se traduciria en la activacion del receptor (Figura 4-2) (Dhaka et al.,
2009). Tal activacion se presentd con un pH>8 en las primeras células y a un pH entre 7.8
y 9.5 en las segundas; lo que es consistente con los hallazgos de nuestro estudio.

Figura 4-2: Esquema propuesto de los aminoécidos implicados en la activacion del
receptor TRPV1 por exposicion a distintos pH.
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Estructura del receptor TRPV1 y los aa implicados en la activacion del receptor por exposicion a

distintos pH: Glu-600 (E600) y Glu-648 (E648) con exposicién a pH acido (extracelular), Hys-378

(H378) con exposicion a pH béasico (intracelular), y un residuo sensible a alicina Cys-157 (C157).
Tomado de Dhaka et al., 2009.

Llegado este punto, se da por demostrada la activacion del receptor TRPV1 en hOLCs por
las tres condiciones descritas, a saber: estimulacion quimica, estimulacién térmica, y
exposicion a distintos pH. A continuacion, se procede a presentar las hipétesis que han
intentado establecer el posible mecanismo mediante el que tal activacion se traduce en
dolor y su funcion en la nocicepcion dental.

En primer lugar, Okumura et al. (2005) propusieron una posible interaccion “neuro-
odontoblastica”: a causa de la activacion del receptor TRPV1 provocada por estimulacion
térmica o mecanica, se produce el ingreso de Ca?" al OD, lo que puede ocasionar la
despolarizacion de sus membranas. A su vez, el ingreso de Ca?* y la despolarizacion
membranal serian mecanismos liberadores de “transmisores” estimulantes que podrian
activar las terminaciones nerviosas cercanas (Figura 4-3) (Okumura et al., 2005). Sin
embargo, en su momento, Magloire et al. (2009) sefalaban el desconocimiento del
mecanismo por el cual los OD, a través de la activacion del receptor TRPV1, podrian
estimular las células nerviosas vecinas. No obstante, investigaciones mas recientes han
aportado mas informacion acerca de este mecanismo (Magloire et al., 2009).

Figura 4-3: Modelo propuesto por Okumura et al. (2005) para explicar el mecanismo de
transduccién de sefial mediado por la activacién TRPV1 en los OD.
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a
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transmitter release
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Tomado de Okumura et al., 2005.

Posteriormente fue posible establecer una asociacién entre el influjo de Ca?* implicado en
la activacion del receptor TRPV1 y el estimulo de la produccién de ATP en los OD. Este
hallazgo constituye un aporte al esclarecimiento del mecanismo de comunicacién entre OD
y fibras nerviosas, por cuanto el ATP es una molécula a través de la cual, gracias a la
presencia de receptores de tipo purinérgico tanto en los OD como en las terminaciones
nerviosas, se da no solo la comunicacion interodontoblastica —tanto autocrina como
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paracrina—, sino también la comunicacion de los OD con las terminaciones nerviosas
cercanas (Bleicher, 2014; Sato et al., 2015; Solé-Magdalena et al., 2018).

En cuanto a los mecanismos de liberacion del ATP, se proponen los dos mas estudiados:
por una parte, se reconoce un mecanismo dependiente de Ca?* que implica la movilizacién
de vesiculas; por otra, se registra un mecanismo via conexina 43 o panexina 1 (PANX-1),
gue funcionarian como transportadores membranales o hemicanales de liberacidén de este
ATP (Bleicher, 2014; Solé-Magdalena et al., 2018).

En cuanto a los receptores de tipo purinérgico, hallazgos previos han permitido comprobar,
tanto en OD como en terminaciones nerviosas, la presencia de receptores purinérgicos de
tipo P2X (ionotrépicos) y P2Y (acoplados a proteinas G) (Sato et al., 2015; Solé-Magdalena
et al., 2018).

En cuanto a la interaccion neuro-odontoblastica, se atiende a dos estudios que han
esclarecido los mecanismos de la misma: por una parte, Sato et al. (2015) demostraron
gue, tras estimulacién mecanica en OD de ratdn, se produce liberacion de ATP a través
de PANX-1y, en consecuencia, se genera transmision de la sefial purinérgica a los OD
cercanos por la activacion de los receptores P2Y y de la via de sefializacion de la
fosfolipasa C; por otra parte, Shibukawa et al. (2015) reportaron, para un co-cultivo de OD
y neuronas de GT de rata, no solo la misma liberacion de ATP via PANX-1, sino también
la estimulacion de los receptores P2X3 de las neuronas del GT (Figura 4-4). Estos
hallazgos ofrecen un fuerte soporte a la hipétesis de la interaccion neuro-odontoblastica.
A su vez, Sato et al. (2015) adicionan a las implicaciones sensoriales de su estudio el
descubrimiento de la formacién de dentina reaccionaria, que se propone como un
mecanismo de defensa frente a posibles estimulos agresores (Sato et al., 2015; Shibukawa
et al., 2015). De este modo, ha quedado planteada la posibilidad de una interaccién del
receptor TRPV1 con otros receptores membranales implicados tanto en la dentinogénesis
como en la nocicepcion.

Figura 4-4: Modelo propuesto por Shibukawa et al. (2015) para explicar los mecanismos
de transduccion de sefial interodontoblastica y neuro-odontoblastica mediados por
activacion de TRPV1 en los OD.
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En cuanto a la dentinogénesis, Tsumura et al. (2012) mostraron las propiedades
fisiologicas de TRPV1 involucradas en su acoplamiento funcional con receptores NCX en
OD de rata. Este estudio evidencié un aumento de [Ca?'li provocado por la activacion de
TRPV1, seguido de la extrusién del mismo por NCX. Esta respuesta desempefiaria una
funcién importante en la dentinogénesis y, con ello, en la proteccién frente a una agresiéon
—mediante la formacién de dentina secundaria—(Tsumura et al., 2012).

En cuanto a la nocicepcion, Tsumura et al. (2012) demostraron también la posibilidad de
acoplamiento funcional entre TRPV1 y receptores cannabinoides tipo 1 (CB1). Este estudio
encontrd, en los mencionados OD, expresién de ambos receptores —TRPV1y CB1—;y
observé que la entrada del Ca?*, mediada por la activacion de TRPV1, provoca la
activacion del receptor CB1 a través de la sefializacién de AMPc. Los autores sugieren la
posibilidad, aun inexplorada, de que la transduccion sensorial llegue a explicarse a través
del acoplamiento entre TRPV1y CB1 (Tsumura et al., 2012).

Figura 4-5: Representacion del modelo propuesto por Tsumura et al. (2012) para explicar
el acoplamiento funcional de los receptores TRPV1, CB1y NCX en OD.
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Tomado de Tsumura et al., 2012

De este modo, los hallazgos sobre la relacion entre receptor TRPV1 y la transmision
nociceptiva sugieren que la investigacién orientada a la consecucién de analgesia podria
consagrarse al estudio de la desensibilizacion de tal receptor. Por ello, llegado este punto,
conviene exponer los antecedentes tedricos relativos a la analgesia por desensibilizacion.
Se procede, entonces, a presentar los hallazgos relacionados con la desensibilizacion del
receptor TRPV1 inducida por tres tipos de condiciones: estimulacién quimica, estimulacion
térmica y exposicion a distintos pH.

En cuanto a la desensibilizacion del receptor por estimulaciébn quimica, existen varios
estudios que esclarecen y soportan la consecucién de analgesia mediante el uso de
vaniloides (Fattori et al., 2016).

Con respecto a esta desensibilizacién provocada por la exposicién crénica a los agonistas
(20 min), es importante hacer notar que los reportes disponibles han permitido caracterizar
tal desensibilizacion como un proceso notablemente dependiente del ingreso de Ca?"y de
la activacion de varias vias de sefializacion intracelular, debido a la importancia de este
cation divalente como segundo mensajero.

Las primeras evidencias, aportadas por Bhave et al. (2002), mostraron que, en células
derivadas de ovario de hamster chino (CHO) transfectadas y estimuladas con CAP, el
aumento en [Ca?']i provoc6 una marcada desensibilizacion del receptor TRPV1, producida
por la desfosforilacion intracelular de un residuo de Ser-116. A su vez, la disminucion de
esta desensibilizacion estaria mediada por la activacion de la proteina quinasa A (PKA), la
cual, refosforilaria este residuo; lo que constituye a la referida refosforilacibn como una
estrategia de mantenimiento del estado funcional del receptor mediado por PKA. Por lo
anterior, los autores proponen que la sustancia vaniloide seria la responsable de inactivar
la PKA vy, asi, conducir a un estado desensibilizado del receptor TRPV1 (Bhave et al.,
2002).
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El estudio realizado por Mohapatra y Nau (2003) en células HEK-293 transfectadas
corroboré el hallazgo precedente y encontré que en este proceso, ademas del residuo Ser-
116, estaria implicado el residuo Thr-370; y que esta recuperacion de la actividad funcional
se daria no solo por PKA, sino también por la via AMPc (Mohapatra & Nau, 2003). Mas
adelante, en 2005, los mismos autores, empleando igualmente células HEK-293,
investigaron la influencia de la proteina fosfatasa 2B o0 calcineurina en esta
desensibilizacién inducida por CAP. Como resultado encontraron que, efectivamente, la
accion de la calcineurina logra una disminucién de la sensibilidad cualitativa y
cuantitativamente similar a la obtenida por la inactivacion de PKA. Esta evidencia indicaria
gue la inactivacion de PKA y la interaccidbn con calcineurina serian mecanismos
independientes, aunque ambos posiblemente relacionados con la Thr-370 (Mohapatra &
Nau, 2005).

Un estudio llevado a cabo por Jung et al. (2004) permitié reconocer otro mecanismo de
desensibilizacién en neuronas de ganglio de la raiz dorsal (GRD) de ratas. En él se pudo
corroborar que, después de la activacion del receptor con CAP, un pequefio aumento en
el [Ca2+]i activaria primero la calcineurina, lo que conduciria a la desfosforilacion en los
residuos Ser-502 y Thr-704 vy, por lo tanto, a la desensibilizacion de TRPV1. Esta
desensibilizacion conduciria a la activacion de la enzima Ca2+/calmodulina quinasa Il
(CaMKIl), la cual refosforilaria el receptor en los residuos Ser-502 y Thr-704. Este proceso
de refosforilacion le devuelve al receptor TRPV1 su capacidad de activacion, a condiciéon
de que otros residuos importantes —como los mencionados anteriormente— estén
fosforilados previamente por PKA o proteina quinasa C (PKC). Los autores resaltan este
equilibrio entre fosforilaciones y desfosforilaciones, las cuales podrian ser mas complejas
e igualmente involucrar mas vias de sefializacion enzimatica (Jung et al., 2004).

Adicionalmente, Numazaki et al. (2003) demostraron, en células HEK-293, un mecanismo
de desensibilizacibn mediado por la uniéon de la calmodulina a un segmento de 35
aminoacidos en la porcion C-Terminal de TRPV1 (Numazaki et al., 2003). De forma
complementaria, un estudio posterior reporté un dominio de unién de calmodulina ubicado
en la porcién N-Terminal de TRPV1, conformado por una seccion de 33 aminoacidos
adyacente al dominio de repeticiones de ankirina (ARD) (Rosenbaum et al., 2004). Por otro
lado, autores como Lishko et al. (2007) mencionan la importancia de esta seccién ARD, a
la cual se encuentra anclado un ATP como “sensibilizador” que, en conjuncion con fosfatidil
inositol 4,5-bifosfato (PIP2), mantienen al receptor TRPV1 listo para ser activado. Tras la
activacion de TRPV1, el influjo de [Ca?']i ocasionaria la liberaciéon del ATP y la degradacion
de PIP2 por la via de la calmodulina, lo que derivaria en la desensibilizacién del receptor
(Lishko et al., 2007). Estos resultados guardan concordancia con el estudio de Liu et al.
(2005), donde se indica que, para obtener una recuperaciéon funcional completa del
receptor TRPV1, se requieren una resintesis de PIP2 y una alta concentraciéon de ATP
intracelular (Liu et al., 2005).
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Por ultimo, otro estudio realizado en neuronas de GRD de rata y en células HEK-293
demostrd que la exposicidn crdnica (20 min) a CAP (100 nm para las primeras y 1 uM para
las segundas) promueve la internalizacion y degradacion del receptor de una manera que
depende de dosis, tiempo y Ca2+. Se reporta que esta internalizacion por ruta endocitica
es independiente de clatrina y dinamina, y que aquella esta, mas bien, modulada por PKA
(Sanz-salvador et al., 2012). En este proceso confluyen varios mecanismos, puesto que,
como se menciond anteriormente, se propone que la CAP seria la responsable de inactivar
PKA, lo que induce una desfosforilacion de TRPV1 y, con ello, ocasiona su
desensibilizacién (Bhave et al., 2002). Ademas, se ha encontrado que la PKA participa
activamente en la insercion funcional de TRPV1 en la membrana plasmatica, por lo que su
inactivacion —causada por la CAP— induciria, adicionalmente, una reduccion en los
TRPV1 membranales. Asi, la evidencia disponible indica que la exposicion crénica a los
vaniloides podria producir una modulacién en la expresion membranal de TRPV1 (Sanz-
salvador et al., 2012).

En resumen, se han reportado multiples mecanismos de desensibilizacion quimica con
vaniloides, a saber: desfosforilacibon de TRPV1 por calcineurina (Jung et al., 2004;
Mohapatra & Nau, 2005), por quinasas dependientes de calmodulina (Jung et al., 2004), o
por inactivacion de PKA (Bhave et al., 2002; Mohapatra & Nau, 2003); unién de
calmodulina (Numazaki et al., 2003; Rosenbaum et al., 2004); liberacién de ATP o
deplecién de PIP2 de la membrana plasmatica (Lishko et al., 2007; Liu et al., 2005); e
internalizacion y degradacion del receptor TRPV1 de la membrana (Sanz-salvador et al.,
2012). Es preciso notar que la totalidad de los mecanismos mencionados exhiben un
importante potencial para la consecucién de analgesia. Como se ha reconocido a lo largo
de esta presentacion, tales mecanismos han sido estudiados principalmente en cultivos
neuronales de GRD y de GT de ratas y ratones, en cultivos de células HEK-293
transfectadas, y en cultivos de células CHO transfectadas. Sin embargo, a la fecha no se
reporta ningun estudio en que se investigue estos mecanismos de desensibilizacién en OD
ni en hOLCs, por lo que se hace pertinente dilucidar si la desensibilizacion encontrada en
nuestro estudio en hOLCs, provocada tanto con CAP como con EUG, podria ser explicada
por medio de los mecanismos registrados anteriormente.

En cuanto a la desensibilizacion del receptor por estimulacion térmica, en este estudio no
se encontro evidencia de desensibilizacién inducida por este tipo de estimulo, sin variacion
entre las mediciones a 1 min y después de 20 min de exposicion. Estos resultados son
consistentes con la ausencia de reportes de desensibilizacion del receptor inducida por
estimulacion térmica en la literatura disponible.

En cuanto a la desensibilizacion del receptor por exposicién a distintos pH, tampoco se
encontré en el presente estudio evidencia a favor de la misma. Un estudio anterior encontré
desensibilizacion del receptor TRPV1 en una Unica instancia, a través de exposicion a una
solucion acidica a pH de 5.5; méas alli se observd que, a diferencia de la estimulacién
inducida por vaniloides, la desensibilizacion se produciria por un mecanismo independiente
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de CaMKIl, lo que sugiere que el proceso involucra otros factores y vias de sefializacion,
aun desconocidos (Jung et al., 2004).

Por dltimo, se procede a exponer brevemente la importancia clinica de la evidencia
encontrada en el presente estudio.

Con respecto a la activacion quimica del receptor TRPV1, conviene reconocer, antes que
nada, que el EUG entré en desuso en odontologia a causa de su interferencia con la
polimerizacién de las resinas compuestas. No obstante, la presente investigacion permite
reivindicar su potencial en la activacidbn quimica y consecuente desensibilizacion del
receptor TRPV1, lo que lo proyecta como una alternativa terapéutica para la
hipersensibilidad dentinal. Esta posibilidad esta, por supuesto, mediada por
investigaciones futuras que puedan avalar el uso clinico de este vaniloide.

Con respecto a la activacién térmica del receptor TRPV1, se debe tener en cuenta que el
complejo pulpo-dentinal est4 permanentemente expuesto a altas temperaturas, propias del
consumo de bebidas o alimentos calientes. Adicionalmente, en contextos clinicos, tal
activacion térmica puede ser provocada por algunos protocolos odontoldgicos, por
ejemplo: realizacion de provisionales acrilicos de autopolimerizacion que generan
exotermia, uso de pieza de alta sin adecuada refrigeracién, uso de fresas con pérdida de
su capacidad de corte, procesos de cristalizacion de materiales dentales como el fosfato
de zinc, uso de instrumento piezoeléctrico, uso de tecnologia laser para remocion de caries
o confeccién de cavidades, etc. Se debe recordar que todos estos procedimientos podrian
activar los receptores TRPVL1 y, con ello, podrian ocasionar dolor o sensibilidad posterior
a la consulta odontoldgica.

Con respecto a la activacion del receptor TRPV1 por exposicion a distintos pH, es preciso
mencionar que algunos materiales dentales involucrados en la practica clinica suponen la
exposicion del complejo pulpo-dentinal a pH variados —basicos, como el del hidroxido de
calcio; o acidos, como el del acido orto fosférico (para la adhesién de resinas), el del acido
poliacrilico, el de algunos adhesivos autoacondicionantes, el del peréxido de hidrégeno, el
del peréxido de carbamida (para blanqueamientos dentales), o el del fosfato de zinc, entre
otros—. Por tal motivo, el estudio de los mecanismos de activacion del receptor TRPV1 —
u otros receptores de esta familia— asociados con exposicion a distintos pH se impone
como una necesidad con miras al perfeccionamiento de la practica clinica y, posiblemente,
al alivio de la sensibilidad posterior a ciertos procedimientos odontoldgicos.

Sea esta la oportunidad para destacar la utilidad del modelo in vitro de hOLCs empleado
en esta investigacion para el estudio de la fisiopatologia pulpar, puesto que la mayoria de
los hallazgos previos que permitieron establecer la presenciay activacion de TRPV1 fueron
realizados en otros tipos de modelos: cultivos neuronales, cultivos de ganglio trigeminal
(GT) humano (Flegel et al., 2015), y neuronas aferentes primarias dentales de rata y raton
(Park et al., 2006; Story et al., 2003). Pocos estudios se habian llevado a cabo en OD v,
de estos, la mayoria se ejecutd sobre OD de rata y raton (Park et al., 2006; Son et al.,
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2009; Tsumura et al., 2012). Hasta la fecha, solo dos articulos habian reportado la
presencia del receptor TRPV1 en OD humanos, tanto en un modelo “nativo” como en uno
de hOLCs (El Karim et al., 2011; Wen et al., 2017).

En suma, en el presente estudio se demostrd la presencia, localizacion membranal, y
activacion polimodal del receptor TRPV1 en un modelo de hOLCs. Estos hallazgos resultan
importantes porgque se consolidan como el paso inicial para la construccion de un modelo
de estudio del dolor pulpar que suponga una contribucién al desarrollo de alternativas
terapéuticas para la hipersensibilidad dentinal basadas en el EUG como agente
desensibilizante.
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Dentro de los limites propuestos en este estudio, fue posible demostrar, por medio
de la evidencia, la expresion y localizacién del receptor TRPV1 en un modelo de
hOLCs; resultados que representan un aporte de singular relevancia para la
comprension de la complejidad de la sensibilidad dentinal. En primer lugar, el
presente estudio demostrd que el receptor TRPV1 se activa en respuesta a un
amplio espectro de condiciones, a saber: estimulacion quimica, estimulacion
térmica, y exposicion a diferentes pH. Esta evidencia, tomada de manera conjunta,
indica que TRPV1 funciona como un integrador para una variedad de entradas
sensoriales. En segundo lugar, el presente trabajo permiti6 establecer que el
receptor TRPV1 presenta capacidad de desensibilizacion bajo la estimulacién con
el agonista vaniloide EUG, de una forma similar a la que se ha registrado en el uso
de CAP. Estos hallazgos representan un aporte significativo en el estudio de la
analgesia y el control de la hipersensibilidad dentinal y se proyectan como
fundamento para el desarrollo de una alternativa terapéutica para tal patologia.
Conviene recordar, por ultimo, que la hipersensibilidad dentinal no solo constituye
un motivo de consulta frecuente en la practica odontolégica, sino también que, en
la actualidad, los procedimientos orientados al tratamiento de la misma exhiben un
alto indice de fallo terapéutico.
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Presentacion de ponencias en eventos cientificos:

- 2020 IADR/AADR/CADR General Session & Exhibition. Washington DC —
USA. Pdster: Activation of TRPV1 receptor by Eugenol in human odontoblasts-
like cells (Marzo 2020).

- XXX Encuentro Nacional de Investigacion ACFO 2019. Monteria - Universidad
del SinG. Ponencia: Expresién del receptor polimodal TRPV1 en células
similares a odontoblastos humanos (Septiembre 2019).

- 2019 IADR/AADR/CADR General Session & Exhibition. Vancouver — Canada.
Pdster: Expression of Transient Receptor Potential Channels Transcripts in
Odontoblast-like Cells (Junio 2019).

- XIV Encuentro Nacional de Semilleros de investigacion SIFO-ACFO. Bogota —
Universidad Nacional de Colombia. Ponencia: Proyecto de investigacion:
expresion del receptor TRPV1 en células similares a odontoblastos humanos:
Una alternativa terapéutica para el dolor dental y la sensibilidad dentinal
(Octubre 2018).

5.2 Recomendaciones

Se sugiere la realizacién de los ensayos de estimulacibn mecanica que no se
lograron desarrollar en el laboratorio debido a la pandemia COVID-19, probando la
actividad mecanoreceptora de las hOLCs.

Tomando en cuenta la relevancia de la investigacién en esta area, con el fin de
complementar este trabajo de tesis, en el grupo de investigacion se ha planteado
la posibilidad de realizar estudios posteriores con técnicas de estimulacion indirecta
(Transwell) a las hOLCs empleando el EUG, de modo que sea posible obtener mas
informacion que soporte el uso del mismo y, de esta manera, en un futuro, estos
resultados puedan ser extrapolados en la practica clinica. De este modo,
desarrollos posteriores podrian traducirse en el disefio de un producto, barniz o gel
desensibilizante que sea una alternativa para el tratamiento actual de la sensibilidad
dentinal y pueda ser incluido en un protocolo de atencién clinica. En este orden de
ideas, y tomando en consideracion la alta prevalencia de sensibilidad dentinal en la
poblacion, las investigaciones orientadas a incrementar la eficacia en el tratamiento
de la sensibilidad dentinal ostentan un enorme potencial de impacto en la salud
dental y general de los pacientes y, con ello, en la mejoria de la calidad de vida de
la poblacién en general.

También se propone realizar mas procedimientos experimentales que nos permitan
establecer, desde un punto de vista molecular, los mecanismos de accién y vias de
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sefializacion implicadas en estos procesos de estimulacion polimodal.
Adicionalmente, se propone un co-cultivo de hOLCs y neuronas que nos permitan
dilucidar la interaccion postulada en la llamada “teoria neuro-odontoblastica”.
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