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RESUMEN

La diferenciacion mesenquimal a odontoblasto es un proceso complejo que
determina la formacién de los tibulos dentinales. Este proceso involucra una
cuidadosa y regulada secuencia de cambios en el comportamiento de las células
mesenquimales, coordinados por la expresion de diferentes factores moleculares,
entre ellos, principalmente, el Noggin y BMP2. En este articulo se simula la
formacion de los tdbulos dentinales a partir de un modelo matematico de reaccion
difusion que es solucionado por el método de los elementos finitos.
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ABSTRACT

Mesenchymal differentiation into odontoblasts is a complex process determining the
formation of dentinal tubules. The process involves a carefully regulated sequence
of changes in the behavior of mesenchymal cells, coordinated by the expression of
various molecular factors, particularly Noggin and BMP2. In this paper the
formation of dentinal tubules is simulated using a reaction-diffusion mathematical
model solved by the finite element method.
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INTRODUCCION

La morfogénesis dental es un proceso complejo que involucra factores genéticos,*
bioquimicos,®** mecéanicos® y celulares.***'° Se considera que la formacion de la
estructura del diente puede ser guiada por la herencia genética que delimita su
forma, tamario y posicion lo cual depende del tipo de especie y raza de un individuo
particular.'® Adicionalmente, se ha encontrado que la sefializacién bioquimica
hormonal del tipo local y sistémico puede afectar la formaciéon del diente y alterar
su estructura normal.’” En conjunto con los factores bioquimicos y genéticos, las
cargas mecanicas pueden alterar el comportamiento celular modificando la
morfologia y funcién del diente.

Durante la morfogénesis se desarrollan diferentes tipos: esmalte, cemento y
dentina.'®'° El esmalte es la capa externa, dura, que se puede encontrar en la
corona del diente y se produce debido a la accidon de los ameloblastos que se
diferencian desde el epitelio dental interno.*® El cemento es la capa externa de la
raiz del diente y se diferencia a partir del foliculo dental.*®*°: Por su parte, la
dentina, es el principal tejido del diente que le confiere el soporte mecanico,
proteccion de la pulpa y comunicacion entre el exterior e interior a través de los
tabulos dentinales que son formados desde el proceso odontoblastico.®418

El proceso odontoblastico inicia con la diferenciacion de los odontoblastos desde las
células de la papila dental.®>**** Luego, el odontoblasto se desplaza hacia el interior
de la papila y deja tras de si una prolongacioén citoplasmatica que esta encargada
de mineralizar su entorno, formando el tubulo.***® El proceso de formacion del
tubulo ha sido ampliamente estudiado y referenciado por diferentes
autores.>*1315:2021 pgor gy parte, la diferenciaciéon de los odontoblastos ha sido
estudiada desde el aspecto funcional, bioquimico y genético.>3%*31> | g
diferenciacion de los odontoblastos desde la papila es un proceso altamente
organizado que desarrolla patrones bien establecidos de su ubicacién y
forma.***31° La disposicion geométrica de la diferenciacion de estas células
sugiere un patréon que establece unas distancias promedio entre los odontoblastos
funcionales para, en el futuro, formar los tabulos.?°:??

El odontoblasto se diferencia desde la papila dental, la cual se deriva del tejido
ectomesenquimatoso, producto de las células de la cresta neural.**®1923 Es asi
como el odontoblasto proviene de células mesenquimales.®*®° Se ha encontrado
que la diferenciacién a odontoblastos se debe a efectos bioquimicos y/o biolégicos.
Desde el punto de vista bioquimico la diferenciacidon se debe, entre otras, al efecto
de la proteina morfogenética de hueso tipo 2 (BMP2) y la tipo 4 (BMP4) que son
expresadas por las células de origen epitelial e interactlian con la membrana basal.
Luego, una vez llegan estos factores, la membrana basal permite su transporte
hasta células que seran diferenciadas a odontoblastos. La BMP2 y BMP4 son los
principales factores que permiten la diferenciacion,*®!2*2% gunque existen
muchos mas, entre los que cabe mencionar la proteina morfogenética de hueso

7 (BMP7), el factor de crecimiento fibroblastico 10 (FGF10) y el factor de
crecimiento fibrobléastico 8 (FGF8).%%1°

A pesar del amplio estudio sobre los factores bioquimicos que permiten la
diferenciacion de los odontoblastos, el patrén geométrico de los sitios donde se
lleva a cabo este proceso no ha sido establecido totalmente. Por ejemplo, Ruch y
otros®*>?® han postulado que solo los preodontoblastos que han cumplido un
determinado numero de ciclos celulares, se convierten en posmitéticos y son
competentes para diferenciarse en odontoblastos funcionales. Teniendo en cuenta
lo anterior, la ubicacidon espacial de la distribucion de los factores de crecimiento,
especificamente BMP 2 sobre la membrana basal, determinaria los posibles sitios de
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diferenciacion de los preodontoblastos competentes los cuales formaran los tubulos
dentinales.

Por su parte, Mitsiadis y otros** han planteado que la diferenciacién de las células
dentales es inducida por distintas sefiales quimicas. Esta influencia puede inducir a
las células a diferenciarse en una célula especializada en un sitio especifico o
simplemente escogen su sitio de diferenciacion estocasticamente y las sefiales
quimicas solo soportan su supervivencia y proliferacion.**

Adicionalmente, Tziafas y otros?’ han afirmado que el mecanismo de morfogénesis
y diferenciacién del odontoblasto es un tema de investigacién constante. De hecho,
el mecanismo exacto de sefializacion molecular y los eventos biolégicos que
preceden la diferenciacion de la célula mesenquimal a odontoblasto es tema de
constante debate.?’ Por tanto, el objetivo de este articulo es proponer un modelo
matematico, de caracter bioquimico, que simule el patréon de la formacién de los
tubulos dentinales a partir de la diferenciacion de los odontoblastos. Para este fin,
se utilizan ecuaciones de reaccidon-difusidon cuyos parametros se encuentran en el
espacio de Turing y forman, patrones bien definidos y repetibles similar a lo que
ocurre en la realidad bioldgica. La hipotesis se basa en el efecto de dos proteinas
morfogenéticas que interactian de forma secuencial con los tejidos epitelial y
mesenquimal para crear patrones geométricos de diferenciaciéon a odontoblastos.
En primera instancia se supone que una de las principales proteinas que establecen
la diferenciacién es la BMP2, la cual forma un bucle regulatorio en conjunto con
otras proteinas regulatorias de los tejidos embrionarios. Para probar esta hipotesis
se han realizado simulaciones computacionales en dos dimensiones que permiten
evidenciar las similitudes entre los patrones obtenidos y aquellos observados en la
geometria de diferenciacion de estas células. Con el advenimiento de la ingenieria
tisular, la investigacion en regeneracion pulpar ha utilizado factores de crecimiento
que pueden interactuar con matrices desarrolladas para remplazar el tejido pulpar.
La forma como estos factores de crecimiento se distribuyan sobre la matriz
determinara el futuro del tejido que se busca regenerar. Por tanto este articulo es
de importancia para odontélogos, bidlogos, clinicos e investigadores que deseen
comprender desde una perspectiva matematica, el proceso de diferenciaciéon de los
odontoblastos y formacion de los tubulos dentinales.

Sobre la diferenciacion de los odontoblastos

Durante la etapa de campana las células de la papila dental que se encuentran
directamente por debajo del nédulo secundario del esmalte, se diferencian en los
odontoblastos.?’

Varios miembros de la familia de las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP) y de la
familia del factor de crecimiento fibroblastico (FGF) se han asociado con la
diferenciacion de los odontoblastos.®® Ademas, durante la dentinogénesis se han
detectado proteinas especificas de dentina como son la sialoproteina dentinal y la
fosfoproteina dentinal que se encuentran involucradas en el proceso de
mineralizacion de la dentina.?83°

En conjunto con los factores de crecimiento, se ha encontrado que la membrana
basal juega un papel importante en la diferenciacion odontoblastica. Su importancia
radica en que en que varias sefales derivadas del epitelio quedan atrapadas en la
membrana basal, y al activarse, interactidan con la capa donde se encuentran los
preodontoblastos competentes.®2° Estos preodontoblastos cambian su forma para
volverse elongados y toman una disposicion en forma de empalizada en conjunto
con los demas odontoblastos ya diferenciados.*®*°
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Esta relacion epitelio-mesénquima modulada por la membrana basal se presenta
durante toda la diferenciaciéon dental. En efecto, al inicio, la BMP2 y la BMP4, se
expresan en el epitelio dental interno; cambiando su sitio de expresion en la etapa
de brote, al mesénquima.®?® Durante la etapa de casquete la expresiéon de BMP2
y BMP4 vuelve a situarse en la capa epitelial, especificamente en el nudo del
esmalte® * Posteriormente, en la etapa de campana, la BMP2 y la BMP4 se
producen nuevamente en la papila dental, derivada del mesénquima.®*% Al final del
proceso, como consecuencia de la actividad de los distintos factores de crecimiento
entre epitelio y mesénquima, se diferencian los odontoblastos.>**3%

Durante los procesos embrioldgicos de diferenciacion celular, las BMP son reguladas
por moléculas antagonistas entre las que se encuentra el Noggin.**3* Se ha
reportado que el Noggin es un inhibidor especifico de la actividad de las BMP en
células mesenquimales. El Noggin regula la respuesta de células indiferenciadas a
las BMP, a través de un mecanismo de retroalimentacién negativo que sirve para
mantener a las células en estado indiferenciado controlando asi la tasa de
crecimiento celular.®* El mecanismo de inhibicién sugerido se basa en la unién del
Noggin a las BMP, impidiendo que estas interactlien con los receptores de superficie
celular.®* Debido al proceso de retroalimentacion las BMP a su vez inducen a las
células mesenquimales a expresar Noggin.** Una vez el proceso de diferenciacion y
proliferacion celular se activa, la expresiéon de Noggin se reduce.®

Alrededor del proceso odontoblastico y con la presencia de colageno tipo I,
proteinas no colagenas y proteinas especificas de dentina como fosfoforina dentinal
y sialoproteina dentinal®?®=°** permiten la precipitacién de los cristales de
hidroxiapatita. Esta formacién se lleva a cabo entre las fibras de colageno,
mineralizando y formando la dentina.®28:3°

METODOS
Hipotesis sobre el proceso de diferenciacién de los odontoblastos

La hipétesis de este trabajo se basa en la diferenciacion de los odontoblastos a
partir del tejido mesenquimal mediante la accién de la proteina BMP2. Esta proteina
se encuentra regulada en el tejido ectomesenquimal y en la membrana basal. Para
esto se supone la existencia de un sistema de reacciéon-difusion de dos moléculas
primordiales, como son el BMP2 y la Noggin cuya distribucién en el espacio puede
conducir a un patrén estable en el tiempo e inestable en el espacio, similar a los
patrones de diferenciacion de los odontoblastos desde células mesenquimales.

La presencia de BMP2 liberado por la papila dental permite la diferenciaciéon celular
desde las células mesenquimales®® En conjunto con esta proteina existe otra, en
este caso se supone el Noggin, que permite la regulaciéon molecular que determina
el sitio donde se diferencian las células para la correcta formacién y distribuciéon de
los tabulos dentinales. Por tanto, la BMP2 y el Noggin compiten para restringir la
diferenciacion completa del tejido. Entre estas dos proteinas se desarrolla un
proceso de competencia, del tipo activador-inhibidor o activador-sustrato. Esta
regulacidon se supone como un bucle que esta altamente acoplado y que se
representa mediante ecuaciones de reaccidon-difusiéon cuyos parametros se
encuentran en el espacio de Turing.***® Este modelo matematico permitira simular
patrones de distribuciéon espacial, que son repetibles ante diferentes tipos de
condiciones iniciales y que llevaran a la misma distribuciéon, similar a la alta
repetitividad del proceso de diferenciacion de odontoblastos.
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Descripcion del modelo

El proceso regulatorio que se propone en este articulo se esquematiza en la

figura 1, y esta basado en un sistema de reaccion-difusion (de ecuaciones
diferenciales parciales) del tipo activador-sustrato (también llamado modelo de
agotamiento). El proceso indica que existe un lazo de control entre el Noggin
(factor activador) y el BMP2 (sustrato), donde el Noggin se autorregula y compite
con la produccién de BMP2. De esta forma, se supone que el BMP2 se autoinhibe
pero activa la produccién de Noggin; y, por su parte, el Noggin inhibe la producciéon
de BMP2.313337 Esta hipotesis se basa en los resultados hallados por Zhu y otros®!
Walsh y otros® y Plikus y otros *2 en donde sus hallazgos relatan el bucle
regulatorio entre BMP2 y Noggin. El BMP2 permite la diferenciaciéon celular de las
células mesenquimales a odontoblastos. De esta forma los odontoblastos
diferencian y desarrollan patrones altamente repetibles, similares a los hallados en
los patrones de Turing.

Cell
]SD/II)2 Differentiation
T 1
N, e &

Fig. 1. Sistema de control del proceso molecular,
BMP2: Factor de diferenciacian de células
mesenquimales en odontoblastos, Moggin: Factor
regulador de la diferenciacion que la inhibe. La

figura muestra la relacion de las sefiales moleculares
producidas por el tejido ectomesenguimal y la
membrana basal. Las lineas continuas significan
activacion, las lineas punteadas inhibicion, las lineas
curvas continuas significan autoactivacion y las lineas
curvas punteadas autoinhibicion,

La definicion de las relaciones indicadas en la figura 1 puede ser cuantificada por
medio de ecuaciones que establecen cambios locales de los factores que estan
entre la membrana basal y el epitelio:

as f1lad
FN: C[“—% — H+ ?’DSJ%SB )+ DNvESN
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Donde C es la concentracion de células del epitelio y el tejido mesenquimal que
expresan los factores BMP y Noggin, SB, SN, representan las concentraciones de

. . , &
BMP y Noggin, respectivamente. Los restantes son parametros del modelo: 1y &
son términos que cuantifican la produccion de cada factor molecular por los tejidos

mesenquimal y epitelial, 1 es una constante que cuantifica la inhibicién en la

produccion de Noggin por su exceso, ¥ regula la interaccién no lineal entre la
concentracion de Noggin-BMP2 y cuantifica la activacién o inhibicibn de cada factor

molecular, Dy y Ly son los coeficientes de difusién del BMP2 y Noggin,
respectivamente. En la interpretacion bioldgica de las anteriores ecuaciones el

Ky

A hofly N . g :
término Yooz representa la activacién no lineal de *# (produccion de Noggin por

la presencia de BMP2) y el consumo no lineal de Sp (por la presencia de Noggin).
La ecuacién (1c) representa el término de diferenciacion de las células
mesenquimales a odontoblasticas por la presencia de BMP2, la cual se regula a

medida que transcurre el tiempo T. En esta ecuacién 77 es una constante que regula
be

la diferenciacién celular, ~ I representa el valor de la concentracion de BMP2 con la

cual comienza el proceso de diferenciacion. g es el tiempo requerido para que se

lleve a cabo la diferenciacion y £ representa el tiempo limite de accién de la BMP2.

Solucion del sistema de ecuaciones de reaccion-difusion por medio del
método de los elementos finitos

Para la solucion del conjunto de ecuaciones (1) se utilizé el método de los
elementos finitos usando elementos triangulares. Debido a la no linealidad de los
términos incluidos en el modelo, se utilizé el método de Newton-Raphson para
solucionar el problema de evolucién temporal de la concentracién del Noggin y

BMP2 (SN \Y% SB). La integracion del tiempo se realiz6 mediante la regla del
trapecio.

Implementacién numeérica

La seleccion de las condiciones iniciales aleatorias alrededor del estado estable es
similar al evento de la expresion molecular por parte de las células mesenquimales
en la zona de diferenciacién a odontoblastos. Las condiciones de flujo para cada
factor molecular en la frontera se supone nulo, esto debido a que estas condiciones
se suponen peridédicas sobre el dominio.
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RESULTADOS

Para verificar el potencial del modelo propuesto en la prediccion del patréon de
distribucion de la diferenciaciéon celular a odontoblastos, se realizaron ensayos

numéricos en un cuadrilatero bidimensional con una longitud de 11 x#m. Los
parametros del modelo de reaccion-difusiéon fueron seleccionados de tal forma que
se obtengan patrones de diferenciaciéon con una periodicidad acorde con las
presentes en la formacion de los tubulos dentinales. En la malla de elementos
finitos utilizada se emplearon 10 201 nodos y 2 500 elementos cuadrilateros. En

todas las simulaciones se emplearon pasos incrementales de £f=0.1423g

Como consecuencia de la interaccién quimica entre los dos factores moleculares
(reactantes) y mediante los resultados numeéricos fueron determinados patrones
espaciales estables en el tiempo. La concentracién de los factores moleculares en el
ectomesénquima y la accion del proceso difusivo permiten la formacién de un
patrén que se replica en todo el dominio. La arquitectura de diferenciacién que se
obtiene mediante el modelo R-D propuesto depende de los parametros utilizados en
la ecuacion (1), por lo que se puede obtener estructuras con nimero de onda (4,4)
como se muestra en la figura 2 .El nUmero de ondas permite definir la periodicidad
y distribucion del numero de sitios de diferenciacion de las células mesenquimales a
odontoblastos productores de dentina y, por lo tanto, con la capacidad de formar el
tabulo dentinal.*® Los resultados de la figura 2 muestran la formacién de cuatro
medias ondas en cada una de las direcciones x e y. Las figuras 2b, 2c, 3by 3c
muestran los resultados para la organizacion del Noggins y BMP2 luego de la
estabilizacion del proceso de reaccién-difusion, ndétese que en las zonas de mayor
concentracion de Noggins no se produce diferenciaciéon celular y en aquellas zonas
de mayor presencia de BMP2 se produce su diferenciacion.

A partir del mecanismo de reacciéon-difusién puede determinarse el cambio de la
concentraciéon de Noggin y BMP2 para cada instante de tiempo. Las concentraciones
de Noggin (Sy) y BMP2 (Sg) dentro del tejido mesenquimal, evolucionan de acuerdo
a su difusividad, su interaccidén y a su expresion por parte de las células
mesenquimales. Por lo que, tanto el Noggin como el BMP2 se concentran en altas
cantidades en zonas especificas, permitiendo la diferenciacion celular similar a lo
ocurrido en el proceso bioldgico.

Sx[ng/ml]
| oaos
I a1
iﬂ1:|:‘

a)t=0 by t=7.11 el t=T1.11 dI=T10

EESEgas

Fig. 2. Patron de |la distribucion de Moggin en el tejido mesenquimal.
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DISCUSION

Mucho se ha aprendido en los ultimos afios acerca de los mecanismos celulares y
moleculares que orientan los diferentes eventos que permiten la diferenciaciéon del
odontoblasto.»*%*> No obstante, la explicacion del patrén altamente estable y la
eleccion de los sitios de diferenciacion celular generan inquietudes adn no resueltas
32 por ejemplo, Mitsiadis y otros™® plantean que los sitios de diferenciacién celular
son elegidos aleatoriamente, y las sefiales quimicas permiten la supervivencia. De
igual forma, Ruch y otros®**?® han postulado que solo algunas células
mesenquimales pueden llegar a ser odontoblastos cuando cumplen un determinado
numero de ciclos celulares.

De esta forma, en este trabajo se presentdé un modelo biorregulatorio basado en un
conjunto de ecuaciones de reaccion-difusiéon para predecir la formacién de tdbulos
dentinales a partir de la diferenciacién de los odontoblastos. De esta forma, la
hipotesis consignada en este articulo establece que el sitio de diferenciacion del
odontoblasto esta determinado por la distribucién espacial de un conjunto de
sefales moleculares que compiten entre ellas para mantener sitios de mayor
concentracion que determinan el paso de célula mesenquimal a odontoblasto. Para
este fin se utilizan parametros que estan en el espacio de Turing y que forman
patrones con el mismo nombre. La aplicacién del modelo de reaccién-difusion con
parametros en el espacio de Turing es un area de constante trabajo y controversia
en biologia. Garzén y otros®*38 y Courtin y otros®® utilizaron en sus trabajos
modelos de reaccidon-difusion para simular diferentes procesos bioldgicos, y
encontraron en los resultados obtenidos, que el empleo de estos sistemas puede
llegar a explicar diversos fendmenos biolégicos de alta complejidad en donde exista
formacion de patrones.
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