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RESUMEN

La amelogenina y la enamelisina, son proteinas que desempefian un papel
fundamental en la formacion y desarrollo del esmalte dental. La amelogenina
durante del desarrollo del germen dental compone el 90% de la matriz organica
del esmalte y constituye un andamio para la organizacion de los cristales de
hidroxiapatita. Mientras que la enamelisina, a medida que el esmalte madura, es
secretada para degradar a la amelogenina, de tal manera que el espacio dejado
por esa proteina sea ocupado por los prismas del esmalte. Estas proteinas son
sintetizadas intracelularmente en el Reticulo Edoplasmico Rugoso (RER),
mientras que el Aparato de Golgi es el organelo que realiza las modificaciones
postraduccionales, la distribucidén y secrecion de las mismas. La alteracion en el
proceso de secrecion de estas proteinas, produce graves consecuencias en la
estructura del 6rgano dentario maduro, tal y como se manifiesta en la
amelogénesis imperfecta. Un aspecto que aun no se ha dilucidado
concretamente, son las vias intracelulares de expresion y distribucion espacial de
amelogenina y enamelisina, durante el desarrollo del germen dental humano. Por
lo que en la presente tesis se realizdé un estudio de los sitios de expresion y la
distribucion espacial extracelular e intracelular de la amelogenina y enamelisina,
asi como vias de secrecion en maxilares fetales humanos. En nuestro estudio
realizamos un marcaje fluorescente entre Reticulo endoplasmico y enamelisina en
el cual se percibe que como ambos comparten sitios de expresion y localizacién

espacial. Analizando por medio de colocalizacion, se aprecia que el porcentaje de




ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO COMPARATIVO DE LA EXPRESION Y DISTRIBUCION DE LA AMELOGENINA Y ENAMELISINA

esta es de un 99.95%, lo que es altamente probable que la secrecion de la
enamelisina se da por intermedio de reticulo endoplasmico. Asi mismo se realizo
marcaje fluorescente entre Aparato de Golgi y enamelisina dandonos una
colocalizacion de un 99.92% lo que nos indica que es probable un acoplamiento
de estas dos estructuras en el proceso de secrecion de la proteina, indicandonos
cual es su via de secrecion. Al analizar la colocalizacion de ambas proteinas
vemos la colocalizacion de amelogenina y enamelisina en estadio presecretor
observamos una mayor presencia de amelogenina que de enamelisina siendo la
localizacion mas especifica en el citosol. En una acercamiento podremos observar
gue se presentan en este estadio la secrecion de amelogenina por medio de
vesiculas en el 6rgano del esmalte, no sucediendo lo mismo con la enamelisina la
cual se percibe dentro de la célula creyendo que estd en estado latente. El
analisis de colocalizacion de ambas proteinas nos marca un 90.81%.

En el andlisis en estadio secretor encontramos que existe secrecion de ambas
proteinas observando presencia de ambas en el esmalte mineralizado recién
formado, su porcentaje de colocalizacién de estas proteinas bajé siendo de un
78.65% lo que nos permitiria sugerir que esto se da por el aumento de secreciéon
de enamelisina en este estadio y la degradacion que estad sufriendo la

amelogenina por esta.
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INTRODUCCION

El proceso de embriogénesis de la cara y de las estructuras intraorales asociadas,
consiste en una compleja serie de sucesos altamente integrados que comprenden
migracion celular extensa, interacciones de tejidos, crecimiento y diferenciaciéon
celular'.

Luego de formadas algunas estructuras de la cavidad bucal, desde el fondo del
surco que existe entre el paladar y el labio, crecen dos crestas epiteliales
derivadas del ectodermo, una exterior vestibular o labial, que permite la
identificacion de una zona vestibular por fuera, y otra interior o dental llamada
lamina dentaria, de la cual derivard la pieza dentaria que continda su proliferacién
en direccién lingual o palatina® °.

El ciclo vital de los 6rganos dentarios comprende una serie de cambios quimicos,
morfologicos y funcionales que comienzan en la sexta semana de vida
intrauterina, a los cuarenta y cinco dias aproximadamente y que contindan a lo
largo de toda la vida del diente. La primera manifestaciébn consiste en la
diferenciacion de la lamina dental o listdbn dentario, a partir del ectodermo que
tapiza la cavidad bucal primitiva o estomodeo (introduce una cita bibliografica
actualizada).

El epitelio ectodérmico bucal en ese momento esta constituido por dos capas: una
superficial de células aplanadas y otra basal de células altas, conectadas al tejido
conectivo embrionario o mesénquima por medio de la membrana basal (MB). De

acuerdo con los resultados obtenidos sobre induccion epitelio-mesénquima en
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cultivos celulares, se postula que la MB es un factor importante para la
diferenciacion celular y organogénesis dental *°.

Las células basales del epitelio bucal, inducidas por el ectomesénquima
subyacente, proliferan a todo lo largo del borde libre de los frutos maxilares,
dando lugar a dos nuevas estructuras: la lamina vestibular y la lamina dentaria.

En el desarrollo del diente ocurren interacciones morfogenéticas entre el epitelio
que cubre el proceso facial (ectodermo) y el mesénquima subyacente, la
morfogénesis implica diferenciacion de varios tipos de células dentales, el epitelio
ectodérmico origina el esmalte, y el ectomesénquima (que originara papila dental)
forma el complejo dentinopulpar, cemento, ligamento periodontal y hueso alveolar
6.

Las células de la lamina vestibular proliferan dentro del ectomesénquima, se
agrandan rapidamente degeneran y forman una hendidura que constituye el surco
vestibular entre el carrillo y la zona dentaria.

Durante la octava semana de vida intrauterina, merced a una actividad
proliferativa intensa y localizada, se forman, en lugares especificos, 10
crecimientos epiteliales dentro del ectomesénquima de cada maxilar, en los sitios
predeterminados genéticamente correspondientes a los 20 dientes deciduos. De
la lamina dentaria se originan también los 32 gérmenes de la denticion
permanente alrededor del quinto mes de gestacion. Los primordios se sitian por
lingual (mandibula inferior) o palatino (mandibula superior) en relacion a los

elementos primarios. Los molares se desarrollan por extension distal de la lamina
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dental. En los vertebrados, el desarrollo dental es dado por apéndices
ectodérmicos’.

El indicio del primer molar permanente se presenta desde el cuarto mes de vida
intrauterina. El segundo y tercer molar comienzan su desarrollo después del
nacimiento, alrededor de los cuatro o cinco afos de edad.

En esta ultima etapa, las células epiteliales ademéas de continuar su proliferacion
se van diferenciando. Mientras las células periféricas vecinas a la lamina dentaria
que les dio origen, se aplanan para formar el epitelio externo, las células ubicadas
en la zona céncava se alargan y adoptan una forma cilindrica alta formando asi el
epitelio interno del érgano del esmalte del cual derivan los ameloblastos, que se
encuentran separados de los futuros odontoblastos de la papila dental, por una
membrana basal. El epitelio interno ejerce una influencia organizativa sobre las
células de la papila, induciéndolas en su diferenciacion a odontoblastos que son
las células que fabrican la dentina. Cuando los odontoblastos elaboran la primera
laminilla de dentina, se produce una profunda modificacion en los
preameloblastos los que en la etapa de campana avanzada comienzan la sintesis

del esmalte. Todo este proceso se conoce como induccién reciproca >,

ESTADIOS DE DESARROLLO DEL DIENTE.

Los gérmenes dentarios siguen en su evolucion una serie de etapas que, de
acuerdo a su morfologia, se denomina: estadio de brote macizo (o yema), estadio
de casquete, estadio de campana y estadio de foliculo dentario, terminal o

maduro.
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En el estadio de brote aparecen engrosamientos de aspecto redondeado que
surgen de la division mitotica de las células de la capa basal del epitelio de la
lamina dentaria, los cuales seran los futuros 6rganos del esmalte que daran lugar

al unico tejido de naturaleza ectodérmica del diente, el esmalte.

Figura 1. Cortes histologicos que muestra el desarrollo del diente en un estadio de brote. Tincion
hematoxilina y eosina A) Se observa una proliferacién de las células del epitelio de la ldmina
dental dentro del ectomesenquima.H-E 40X. B) Vemos un acercamiento del brote dentro del
Ectomesénquima. H-E 100x

Estadio de casquete

En el estadio de casquete alrededor de la novena semana de vida intrauterina se
da una proliferacion desigual en las caras laterales del brote, dando lugar a una
concavidad en su cara profunda, la cual encierra una pequefia porcién de
ectomesénquima que es la futura papila dental que formara el complejo
dentinopulpar.
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Figura 2. Cortes histoldgicos del desarrollo dental en estadio de casquete. Tincion hematoxilina y
eosina. A) Etapa inicial del estadio de casquete, en el cual observamos la concavidad formada en
el organo del esmalte y la acumulacion de ectomesénquima que formara la papila dental H-E,
100X. B) Acercamiento en estadio de casquete en el que podemos ver el 6rgano del esmalte y la
futura papila dental. H-E 600X

Estadio de campana

Este periodo aparece entre la catorce a dieciocho semanas de vida
intrauterina, acentuandose la invaginacion del epitelio dental interno
tomando la forma de una campana. En esta etapa podemos observar 6rgano
del esmalte, papila dental y saco dentario, se consideran una etapa de
campana temprana en la cual hay diferenciacion celular sin secrecién de
matriz y una etapa de campana avanzada o tardia en la cual aparece una
secrecion de predentina.
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Figura 3. Corte histolégico que muestra un diente en desarrollo en periodo de campana tardia en
el cual podemos observar el epitelio dental externo y reticulo estrellado del 6rgano del esmalte, asi
como la papila dental y el saco dentario. Se puede ver que en la parte mas céncava futuro borde
incisal existe secrecion de predentina. H-E 100 X
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Estadio secretor

Este estadio da inicio cuando encontramos un depdésito de matriz de esmalte
sobre las capas de dentina en desarrollo en las futuras cuspides o borde incisal.
Este deposito se da en dentina y esmalte en capas sucesivas de la matriz
extracelular en una forma regular y ritmica.

‘Ameloblastas’

-

Esmalte \

N

Dentina. |
Odontoblastos i
<Pulpa

i

s

',

Figura 4. Desarrollo del diente en un estadio secretor, se observa un incremento ritmico de
esmalte por medio de ameloblastos y dentina por medio de odontoblastos. Tejido
mineralizado. Tincién H-E 600X.

Durante el desarrollo del germen dentario los ameloblastos (células que fabrican
el esmalte)®, atraviesan una serie sucesiva de etapas, que abarcan todos los
cambios que sufren estos elementos desde que las células poseen un caracter
absolutamente indiferenciado hasta que, tras diferenciarse y madurar,
desaparecen por completo, a continuacion se exponen los cambios que ocurren

en estas células
CICLO VITAL DE LOS AMELOBLASTOS.

Los ameloblastos atraviesan diferentes etapas cada una de ellas se caracteriza
por presentar cambios estructurales citoquimicos Yy ultraestructurales que
dependen del estado funcional, que poseen las células en relacion con los

procesos de formacién o maduracién del esmalte™®.
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Los procesos de deposicion de la matriz y su mineralizacion estan intimamente
ligados en el tiempo. La secrecion de la matriz organica por los ameloblastos se
explica mediante la secrecidn de cuerpos ameloblasticos que pasarian a la MEC
por una evaginacion de la membrana del ameloblasto. La matriz contiene

principalmente proteinas amelogeninas ricas en prolina®.

El rasgo mas importante en la mineralizacion del esmalte es que tanto las
amelogeninas y enamelinas son secretadas y degradadas casi de inmediato
durante la amelogénesis, dando como resultado el tejido mas cristalino y

organizado en el cuerpo de los animales, el esmalte dental?.

Las etapas o periodos que constituyen el ciclo vital del ameloblasto, son las
siguientes: Etapa Morfogénica (preameloblasto), etapa de organizacion o
diferenciacion (ameloblasto joven), etapa formativa o de secrecion (ameloblasto
activo, secretor o maduro), etapa de maduracion, etapa de proteccion, etapa

desmolitica

El desarrollo de los ameloblastos progresa desde los bordes incisales o cuspideos
hacia el asa cervical, por lo cual, en un solo corte histologico de la etapa
morfogenética aposicional pueden observarse la mayoria de las caracteristicas

histoldgicas del ciclo vital de los ameloblastos (Ver figura 5).
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Figura 5. Ciclo de vida del ameloblasto secretor de matriz de esmalte. Paco, tienes que explicar
cada figura.

Los ameloblastos a través de su vida van formando una matriz organica de tejido

que al mineralizarse se llamara esmalte.

MATRIZ ORGANICA DEL ESMALTE.

El esmalte esta constituido quimicamente por una matriz organica (1-2%), una
matriz inorganica (95%) y agua (3-5%) >*3. El 6rgano del esmalte en los gérmenes
dentarios se caracteriza histologicamente por el reticulo estrellado, constituido por
células epiteliales con pronunciados espacios intercelulares entre ellas™*.

El esmalte dental es de procedencia ectodérmica y se encuentra altamente
mineralizado, es sintetizado y secretado por células especializadas del 6rgano del

esmalte llamadas ameloblastos®®.
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La formacion del esmalte requiere de la expresion de mudultiples genes que
transcriben las proteinas y proteinasas o proteasas de matriz necesarias para
controlar el preciso proceso de crecimiento y mineralizacion de los cristales del
esmalte’®.

El esmalte dental estd formado inicialmente por matriz que contiene
aproximadamente 30% de proteinas del esmalte. El esmalte se restringe
normalmente a las coronas anatomicas de los dientes aunque pueden
encontrarse ectépicamente en las raices®’.

La mineralizacion del esmalte es un evento extracelular, ocurre en una matriz
cuyo componente principal y mas abundante son las amelogeninas®®.

La informacion acerca de la composicidbn, mecanismos de accion durante la
mineralizacién y cambios en la maduracién de la matriz proteica del esmalte ha
sido dificil de obtener, pues muchos de sus componentes se encuentran solo en
pequefias cantidades y la mayoria experimenta un proceso proteolitico después
de la secrecion®®?. Sin embargo, con el uso de las técnicas moleculares, se han
logrado progresos significativos en esta area .

Los ameloblastos producen dos clases de las proteinas de la matriz?, la
amelogenina, un producto relativamente homogéneo, que constituye el

23,24

aproximadamente 90% de la matriz secretada por el esmalte , 'Y un grupo

heterogéneo de proteinas no amelogeninas, como la tuftelina, ameloblastina,
enamelina, metal proteinasa, y las proteasas de la serina, que constituyen el 10%

restante 2>:26:27.28.29
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El papel del epitelio del esmalte y de las proteinas de la matriz del esmalte en la
mineralizacién del esmalte ha sido el tema de diferentes revisiones #°.

El componente organico mas importante es de naturaleza proteica, y constituye
un complejo sistema de multiagregados polipeptidicos que, en general, no han
sido todavia caracterizados de forma definitiva. La dificultad principal se debe a la
contaminacion que se produce al tratar de separar o aislar la porcién organica del
esmalte de la dentina. Entre las proteinas presentes en la matriz organica
destacan: amelogenina, enamelinas, ameloblastina o amelinas, tuftelinas y
parvalbumina.

A la amelogenina se le denomina proteina de esmalte inmaduro y se localiza
entre los cristales de las sales minerales, sin estar ligada a ellos. Es hidrofébica,
fosforilada y glucosilada con un peso molecular de 25 KDa, rica en prolina, acido
glutamico, histidina y leucina, constituye el 90% de la matriz al comenzar la

31,32,33

amelogénesis y disminuye progresivamente a medida que aumenta la

madurez del esmalte 2434,

Las enamelinas son hidrofilicas, glicosiladas, tienen un peso molecular de 70
KDa, ricas en serina, aspartico y glicina, y se localizan en la periferia de los
cristales formando las proteinas de cubierta, algunos autores mencionan que se
encuentran en el centro de las estructuras cristalinas. Representan de 2-3% de la
matriz organica del esmalte. Se admite que no son secretadas por los

ameloblastos y se sugiere que son un resultado de la degradacion de las

amelogeninas.

10
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Las ameloblastinas o amelinas se localizan mediante inmunohistoquimica en las
capas mas superficiales del esmalte y en la periferia de los cristales. Representan
el 5% de la matriz organica.

La tuftelina o proteina de flecos presenta un peso molecular que oscila entre 50 y
70 KDa, se localiza en la zona de unidn amelodentinaria al comienzo de la
formacion del esmalte. Representa el 1-2% del componente organico.

La parvalbumina es una proteina identificada en el polo distal del proceso de
Tomes del ameloblasto secretor. Su funcién ésta asociada al transporte de calcio
del medio intracelular al extracelular.

Las proteinas secretadas del esmalte se acoplan para formar una matriz
extracelular compleja del esmalte que controla la iniciacion e indice de

3536 De hecho, el estadio secretor de la

crecimiento de los cristales minerales
amelogénesis es un proceso de formacion unico, en el qué interacciones finas
ocurren durante la secrecion de las proteinas, de la degradacion parcial de la
proteina, y de la mineralizacién de los cristales finos®’.

Una vez que comienza la mineralizacion, las proteinas del esmalte son
degradadas progresivamente en la matriz por las proteasas; este proceso
continla hasta la maduracion completa del esmalte, y da lugar a un tejido
altamente mineralizado®® *°.

A través del estadio secretor por lo menos tres proteinas estructurales del esmalte
son secretadas en la matriz, estas incluyen amelogenina®, ameloblastina y

enamelina 2%,
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Importancia de la amelogeninay la enamelisina en el desarrollo dental.

Como ya se mencioné anteriormente, la amelogenina es la principal proteina de la
matriz del esmalte dental (90%) y actia como una nanoestructura promotora del
desarrollo periodontal®?. La concentracién de amelogenina disminuye
progresivamente al madurar el esmalte. Las células secretoras del esmalte se
conocen como ameloblastos y al terminar de sintetizarlo, a través de un proceso
conocido como amelogénesis, involucionan y desaparecen durante la erupcion
dentaria a través de un mecanismo de muerte celular programada o apotosis*.
Por lo anterior, después de la erupcion del diente, no hay crecimiento ni nueva
aposicion de esmalte. El esmalte maduro es una estructura acelular, avascular y
sin inervacion, incapaz de repararse, aunque puede remineralizarse. La
disposicion de los prismas de hidroxiapatita, asi como la estructura y resistencia
del esmalte dependen de la disposicion de matriz organica durante su formacion,
en la que la amelogenina juega un papel fundamental. El conocimiento de la
histologia del esmalte y de su histogénesis (amelogénesis) es necesario para
interpretar la patologia que afecta a esta estructura dentaria y su desarrollo asi
como para comprender las bases cientificas de la prevencion y la terapéutica
empleadas por los estomatdlogos. Estas alteraciones comprenden la
amelogénesis imperfecta, la patologia neoplasica y la caries dental.

La amelogenina se conoce como la proteina del esmalte inmaduro y se localiza
entre los cristales de las sales minerales, sin estar ligada a ellos. Es la proteina

24, 43,44

mas abundante del esmalte y se encuentra exclusivamente en él *°. Es

hidrofébica, rica en aminoacidos como prolina, glutamina, leucina e histidina, en
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este orden de importancia®. Es expresada por los ameloblastos y presenta una
estructura primaria altamente conservada entre las especies de mamiferos*® *’.
De forma cuantitativa se ha demostrado que la amelogenina se encuentra en
bajas concentraciones cerca de las superficies secretoras *. Las amelogeninas
son las Unicas proteinas tejido-especificas sintetizadas por células derivadas de
los epitelios de érgano de esmalte y comprenden 90% de la proteina de la matriz
de esmalte en desarrollo®®. Los defectos producidos en el gen de la amelogenina,
localizado en el cromosoma X, produce la amelogénesis imperfecta del esmalte
49.

Ademas de las amelogeninas, dentro de la matriz organica del esmalte se

encuentran proteasas que por su importancia para el desarrollo dental se

describen a continuacion.

Metaloproteinasas o metaloproteasas.

En 1962, Gross y Lapiere observaron que la rapida remodelacion de las colas de
renacuajo estaba relacionada con la degradacién de colagena a pH neutro.
Estudios posteriores, mostraron que la enzima involucrada tenia la habilidad de
romper las moléculas de colagena tipo | en fragmentos caracteristicos de %y Y4
0 Los primeros reportes sobre la presencia de colagenasas en el ser humano,
surgieron a partir de estudios en encia y hueso. Estas observaciones constituyen
la base a partir de la cual se empezaron a realizar mas investigaciones, que han
llevado al aislamiento y clonacién de un ndamero continuo y creciente de

metaloproteinasas de la matriz (MMPs, por sus siglas en inglés).
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Concepto y clasificacion de las MMPs.

Las MMPs son un grupo de enzimas proteoliticas que participan en la
degradacion y cambio de la matriz extracelular de todos los tejidos del organismo
incluyendo tejido mesenquimatico, hueso, esmalte, y dentina y pertenecen a la
gran subfamilia de las endopeptidasas, correspondiendo a la familia actualmente
159 MMPs (www.merops.ac.uk), de las cuales 28 son especificas de la matriz
extracelular’®%°3,

Como se muestra en la tabla 1, las MMPs se clasifican especificamente en 5

grupos: colagenasas intersticiales, gelatinasas, estromelisinas, (matrilisina y

metaloelastasa), MMPs de tipo membranal y otras MMPs *°.

MMP-20 o enamelisina

La MMP20 o enamelisina es la enzima proteolitica mas comun durante la
formacién del diente, es secretada exclusivamente por odontoblastos y
ameloblastos, tiene como funcion degradar la proteina de la matriz del esmalte y
la amelogenina >*. Ademas de la enamelisina, se ha visto que la MMP19 degrada
la tenascina, proteina que se localiza en la pulpa dental, sin embargo no existen
estudios que demuestren la funcién de esta proteasa en la degradacion de este
componente en la pulpa dental >°.

Estudios realizados sobre las proteasas presentes en el desarrollo del esmalte

sugieren que las metaloproteinasas (MMPs) son importantes durante la formacion

14



inicial del esmalte mientras que las serin-proteasas estan implicadas sobre todo

ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO COMPARATIVO DE LA EXPRESION Y DISTRIBUCION DE LA AMELOGENINA Y ENAMELISINA

durante los estadios de maduracion del esmalte®®.

Tabla 1. Clasificacion de las MMPS, por numero, nombre comun

Clasificacién Ndumero de Nombre Comun
MMP
MMP-1 Intersticial, colagenasa 1,
colagenasa de vertebrados
MMP-5 Colagenasa 3/4, colagenasa
tisular, colagenasa tipo 4%,
Col Gelatinasa A
I ©l20as MMP-8 Colagenasa del neutrofilo,
colagenasa 2
MMP-13 Colagenasa 3, colagenasa rata
MMP-18 Colagenasa 4
MMP-19 RASI-1, RASI-6, MMP 19
MMP-2 Gelatinasa A, colagenasa ¥,
colagenasa tisular, colagenasa
tipo 4
Gelatinasas MMP-9 Gelatinasa B, gelatinasa del
macroéfago, gelatinasa del
neutréfilo, colagenasa tipo 1V,
colagenasa tipo V
MMP-3 Estromelisina 1, colagenasa
activadora de proteina, activador
procolagenasa, proteoglicanasa,
transina
E - MMP-10 Estromelisina 2, transina-2
stromelisinas, "yvp71 [ Estromelisina 3
MatflEi MMP-7 Matrilisina matrina
Metaloelastasa i i
metaloproteinasa-1 putativa,
metaloendopeptidasa uterina
MMP-26 Matrilisina 2, endometasa
MMP-12 Elastasa del macroéfago,
metaloeslastasa
MMP-14 Metaloproteinasa de la Matriz
tipo 1, MT1-MMP, membrana
tipo 1
Metaloproteinasas MMP-15 l\_/letaloproteinasa de la matriz
; tipo 2, MT2-MMP, SMCP-2,
tipo Membranal .
membrana tipo 2
MMP-16 Metaloproteinasa de la Matriz

tipo 3, MT3-MMP,
metaloproteinasa ovérica
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MMP-17 Metaloproteinasa de la Matriz
tipo 4, membrana tipo 4, MT4-

MMP

MMP-24 Metaloproteinasa de la Matriz
tipo 5, MT5-MMP

MMP-25 Metaloproteinasa de la Matriz

tipo 5, leucolisina, MT6-MMP
Envelisina No reportado
MMP-20 Enamelisina

MMP-21 Metaloproteinasa de la Matriz
21, XMMP (Xenopus)
MMP-22 Metaloproteinasa de la Matriz
22, MMP-27 (homo sapiens)
Otras MMP-23 Metaloproteinasa de la Matriz

23, CA-MMP, proteina MIFR
(homo sapiens)
MMP-28 Epilisina

MMP-4 Telopeptidasa
MMP-6 MMP &cida
(MMP-3)

Como se menciono anteriormente, la enamelisina es miembro de las MMP, se ha
realizado la clonacion del m RNA de la enamelisina de cerdo, vaca, raton y ser
humano®’. La enamelisina 0 MMP-20, es una MMP especifica de la amelogenina
y es considerada una enzima predominante en la formacion de la matriz del
esmalte *.

En el desarrollo dental es expresada primariamente durante el estadio de
secrecion tardio de la amelogénesis pero no en el esmalte maduro®.

En el desarrollo del diente, la MMP-20 se encuentra expresada primariamente en
el estadio secretor durante la amelogénesis pero no se encuentra expresado en el
esmalte maduro >

Se ha sugerido que la presencia de fluoruro dentro del esmalte induce
molecularmente o morfolégicamente cambios en las proteinas del esmalte,

haciendo que sean menos susceptibles a la degradacion . En estudios recientes

se ha observado que la enamelisina es responsable de degradar amelogenina in
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vitro y bajo condiciones fisiolégicas °>®3. Su patrén de expresion se restringe al
desarrollo del diente, la MMp-20 se ha localizado tanto en ameloblastos y
odontoblastos®® %4, Sin embargo, no existen reportes cientificos que muestren la
distribucion de la amelogenina y enamelisina en las células durante el desarrollo
dental, a pesar de que se propone que ambas tienen un papel importante en la

formacion y desarrollo del esmalte dental.

17




ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO COMPARATIVO DE LA EXPRESION Y DISTRIBUCION DE LA AMELOGENINA Y ENAMELISINA

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La amelogenina y la enamelisina son proteinas que participan de manera
preponderante en la formacién del esmalte. La amelogenina constituye el mayor
porcentaje de la matriz organica del esmalte, y funciona como un andamio que
promueve la formacion del tejido periodontal. Mientras que la enamelisina se
presenta en el frente de mineralizacion del diente, participa en los
acontecimientos tempranos de la hendidura, los cuales permiten que los cristales
del esmalte crezcan en longitud pero no en la anchura o el grueso, estructurando
la futura morfologia del esmalte maduro*>°° .

Las alteraciones en la produccion de la amelogenina y la enamelisina, pueden
conducir a la amelogénesis imperfecta. Esta enfermedad en la que estan
implicados desordenes genéticos, se caracteriza por anomalias en el desarrollo,
cantidad y calidad del esmalte dental, lo cual tiene un efecto claro en la
deposicién y distribucién de la amelogenina, durante la amelogénesis *’.

Por lo anterior es necesario conocer la distribucion y vias de secrecidn
extracelular e intracelular de la amelogenina y enamelisina, durante el desarrollo
del organo del esmalte, en fetos dentales humanos; con el fin de comprender

como se lleva a cabo este proceso; asi como la interaccion entre ambas

proteinas, lo cual constituye el fin de la presente tesis.
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OBJETIVOS:

e Determinar en qué etapa y estructuras del desarrollo del 6rgano del
esmalte dental aparecen la amelogenina y la enamelisina, asi como su
probable co-localizacion.

e Obtener informacion acerca de la distribucion intracelular y extracelular de
amelogenina y enamelisina.

e Determinar cuales son los organelos celulares involucrados en la secrecion

de la amelogenina y enamelisina.
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METODOLOGIA

TIPO DE ESTUDIO. Estudio de tipo descriptivo. Se determiné la presencia de las
proteinas enamelisina y amelogenina, asi como su colocalizacion en los
diferentes estadios de formacion del 6rgano del esmalte y su disposicion en las

diferentes estructuras embriol6gicas.

Poblacién y muestra. Se utilizaron mandibulas y maxilares de fetos humanos
con una edad de 14 a 22 semanas de vida intrauterina. Se obtuvo el
consentimiento de las autoridades para su uso. (Anexo 1)

Criterios de Inclusion:

e Fetos humanos con una edad entrel4 semanas a 22 semanas de
vida intrauterina.

¢ Fetos que no tengan ninguna alteracion visible.

Criterios de exclusion:

e Fetos humanos con menos de 10 semanas y mas de 26 semanas de
vida intrauterina.

e Fetos que tengan alguna alteracion fuera de lo normal.

VARIABLES
Definicion Definicion operacional | Escala de medicion
conceptual de variable.
de variable (indicador)
Etapa de | Estadios en que se | categdrica
desarrollo encuentra el desarrollo
dental de la pieza dentaria

estudiada.
(histolégicamente)

Expresion de | Estadio y lugar del | categorica
la proteina | 6rgano del esmalte
Enamelisina donde se marca la
proteina enamelina a
través del desarrollo
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dental, al aplicarsele un
anticuerpo.

Expresion de | Estadio y lugar del | categorica
la proteina | 6rgano del esmalte
Amelogenina | donde se marca la
proteina amelogenina a
traves del desarrollo
dental, al aplicarsele un
anticuerpo.

Estadio y lugar del | categorica
Colocalizacion | 6rgano dental donde se
de las | colocalizan las
proteinas proteinas enamelisina y
Enamelisina y | amelogenina a traves
Amelogenina | del desarrollo dental, al
aplicar marcadores
especificos.

Variables Dependientes: Enamelisina y Amelogenina

Variables Independientes: Edad de los fetos a partir de los cuales se obtuvieron

las mandibulas.

Obtencién de los especimenes.

Los permisos para el uso de fetos humanos, en la presente investigacion, fueron
otorgados por el Hospital General de Zacatecas, institucion que realizé la
donacion. ( Anexo 1)

Se obtuvieron gérmenes dentales humanos a partir de 6 fetos, de entre 14 y 22
semanas de vida intrauterina; donados por el Area de Patologia del “Hospital
General de Zacatecas”, gracias a la gestion del Dr. Sixto Javier Sosa Diaz. Todos
los fetos tuvieron un periodo de fijacion mayor a 4 meses, en formalina neutra al
10%. Previo a su procesamiento se realizé una revision macroscopica para

corroborar la ausencia de malformaciones aparentes.
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Diseccion y preparacion de muestras.

Se disecaron los maxilares de los 6 especimenes obtenidos, posteriormente
estos, fueron separados en superiores e inferiores y segmentados a su vez en
izquierdo y derecho, obteniendo asi un total de 24 muestras. A continuacion se
colocaron en solucién descalcificante de EDTA al 10 % (acido
etilendiaminotetracetico), por 30 dias, transcurrido este tiempo se colocaron en
buffer salino de fosfatos (PBS al 1X) por 30 min. Finalmente se procesaron por la
técnica histolégica y se incluyeron en parafina, se obtuvieron cortes histolégicos
de 5um de espesor. Los portaobjetos empleados fueron previamente tratados con
silano (3-aminopropil) triethoxy-silano), para mantener el tejido fijado durante el

proceso inmunohistoquimico.

Anticuerpos para inmunohistoquimica e inmunofluorescencia.

Para el inmunomarcaje se usaron anticuerpos primarios policlonales, anti-
amelogenina (Hokudo, Japon) y anti-enamelisina (Chemicon International, USA),
asi como le anticuerpo anti-amelogenina producido en el laboratorio de Biologia
Celular y Tisular de la UAA. Como segundo anticuerpo se empled Proteina A
peroxidada (Amersham, USA).

En el marcaje inmunofluorescente se usaron como anticuerpos primarios los
anticuerpos policlonales anti-enamelisina y anti-amelogenina; anteriormente

mencionados, asi como el anticuerpo monoclonal anti-golgin-97 para ser humano
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de Molecular Probes, USA. Para la inmunofluorescencia de Reticulo
Endoplasmico se uso el primer anticuerpo monoclonal del kit SelectFX Alexa Fluor
488 Endoplasmic Reticulum (anti- Proteina disulfuro isomerasa, Molecular Probes
USA). Como anticuerpos secundarios se usaron: Qdot 565 chivo anti-conejo
(Molecular Probes), Qdot 525 chivo anti-conejo (Molecular Probes) y el anticuerpo
Alexa Fluor 488 chivo anti-raton (kit SelectFX Alexa Fluor 488, Molecular Probes,

USA).

Obtencién de un anticuerpo policlonal dirigido contra amelogenina de la
matriz del esmalte dental de cerdo.

Se purific6 amelogenina dental a partir del producto comercial derivado de matriz
de esmalte dental de cerdo, Emdogain (Strauman, Suiza). Para lo cual se
colocaron en un tubo de centrifuga de 1.5 ml, 50 pl de Emdogain y 50 ul de
amortiguador de muestra 2X (Laemli, 1970), la mezcla se calenté por 5 minutos a
100 °C, con el fin de disminuir su densidad y hacerla fluida. La muestra fue
analizada en geles de poliacrilamida-SDS al 10% (Laemli, 1970), en una camara
MiniProtean IIl (BioRad, USA) durante 1.5 horas a 100V; una vez concluida la
corrida los geles se tifieron con azul de Coomassie R250 en 10% de metanol y
10% de acido acético en agua destilada.

Para el analisis de Western Blot, se separd la muestra mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida al 10 %, como se mencion0 anteriormente, y se transfirié a
una membrana de nitrocelulosa 0.5 um (BioRad), en una camara Mini Trans-Blot

a 253mA por 45 min. Posteriormente, la membrana fue tefiida con Rojo de
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Ponceau al 1% de acido acético en agua (5%), para corroborar la transferencia de
las proteinas, a continuacién se elimind el colorante con repetidos lavados con
agua destilada. La membrana fue bloqueada con Skim Milk (Difco) al 7% en PBS-
Tween al 0.25%, dos horas a temperatura ambiente. Se colocé entonces, el
anticuerpo Anti-amelogenina (Hokudo, Japén) en una dilucion 1:250 en PBS-
Tween, se incubo toda la noche a 4 °C; posteriormente se colocé Proteina A
peroxidada (Amersham, USA) como anticuerpo secundario a una dilucién de
1:1000 en PBS-Tween. La inmunodeteccion se revelé con Diaminobencidina
(Sigma) en amortiguador Tris (cita bibliografica).

Una vez identificada la proteina, en los geles de poliacrilamida tefiidos con azul de
Coomassie, comparandolos con los resultados del Western Blot, la banda
correspondiente a la amelogenina se cortd y fue analizada por electroforesis
desnaturalizante. Una vez corroborada la pureza de la proteina mediante
Western Blot, se corté la banda correspondiente, se macerd con un embolé de
jeringa de insulina hasta que se convirtiera en una mezcla fluida. Se emulsificaron
500ul de gel homogeneizado y 500u de adyuvante completo de Freund
(Amersham, USA), 250ug de proteina. Esta emulsién fue inyectada en un conejo
hembra de aproximadamente 3Kg de peso, intradérmicamente en el torso. Previo
a la inmunizacioén, se colectaron 3ml de sangre y se separ0 el suero, para
emplearlo como control. Se realizd0 un segundo desafi6 empleando el
homogenizado del gel y adyuvante incompleto de Freund en las proporciones ya
mencionadas, se realizaron dos desafios Mas con el homogenizado del gel diluido

en hidroxido de aluminio y magnesio. Cada inoculaciéon se llevd a cabo en
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intervalos de una semana. Al final se colectaron 20ml de sangre mediante puncion
cardiaca y se separ6 el suero por centrifugacion, a continuacion el suero policlonal
fue adsorbido con un extracto total de E. coli y posteriormente con el suero
preinmune®.

Se realizo la titulacion del anticuerpo mediante Western Blot, empleando la
amelogenina purificada y el suero inmune adsorbido a una dilucion de 1:50, 1:100,
1:500, 1:200, 1:1000 y 1:5000.

También se probo el suero inmune en tejidos de germen dental de feto humano,
procesados histolégicamente. La técnica empleada se menciona en parrafos
posteriores.

Las imagenes de los geles de poliacrilamida, asi como las imagenes del Western
Blot, fueron tomadas con el fotodocumentador Chemi Doc (BioRad) con el

software Quantity One (BioRad).

Inmunohistoquimica

Se obtuvieron cortes histolégicos de 5um de espesor, de mandibula de feto
humano; los cortes fueron desparafinados en xilol, dos inmersiones por 10 min
cada una, posteriormente se colocaron en alcohol absoluto, por 3 min, a
continuacion se incubaron 30 min en peroxido de hidrégeno (SIGMA-ALDRICH,
USA) al 1% en metanol para neutralizar la peroxidasa enddgena, posteriormente
se lavaron con amortiguador salino de fosfatos 1X (PBS 1X); se rehidrataron en
concentraciones descendentes de alcohol y se colocaron en citrato de sodio

(J.T.Baker, México) 0.01M en olla exprés (Presto) por 2min a su maxima presion,

25




ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO COMPARATIVO DE LA EXPRESION Y DISTRIBUCION DE LA AMELOGENINA Y ENAMELISINA

para desenmascarar antigenos los cortes fueron colocados después en PBS1X
durante 5 minutos, en seguida se bloquearon con albumina sérica bovina
(SIGMA-ALDRICH, USA) al 1% por 2hrs a temperatura ambiente, en camara
hameda. A continuacion los cortes se lavaron 3 veces con PBS-Tween (Sigma-
Aldrich, USA) al 0.025% (PBS-T) y se incubaron 2hrs a temperatura ambiente en
camara humeda, con los primeros anticuerpos: anti-amelogenina (HOKUDO, CO.
Japon) 1:100 y el anti-enamelisina (Chemicon International, USA) 1:50, asi como
le anticuerpo anti-amelogenina producido en el laboratorio 1:1000. Transcurrido
este proceso, se lavaron 3 veces con PBS-T y se incubaron con Proteina A
peroxidada (Amersham, USA) 1:1000 por dos horas a temperatura ambiente, en
camara humeda, posteriormente se lavaron 3 veces con PBS-T. La reaccion
inmune se revelo con 3’3-Diaminobenzidina (Sigma) en amortiguador Tris-HCI
(J.T.Baker, USA) pH 7.6, después se lavaron 3 veces con PBS-T. Los cortes se
contratifieron con hematoxilina de Harris, por 20 segundos, se lavaron con agua
destilada hasta eliminar el exceso de colorante, se deshidrataron en
concentraciones crecientes de alcohol 70%, 96% y 100% vy finalmente se
aclararon en dos cambios de xilol de 5 min por cada cambio. Los cortes asi
procesados se montaron con resina Entellan (Fermont). Las imagenes fueron

tomadas en el microscopio Motic (China) con el software Imagen Pro Plus 3.0.

Inmunofluorescencia
Se realizaron marcajes inmunofluorescentes en cortes de mandibula de feto

humano de 5um de espesor y en cortes del mismo espesor de pancreas de rata,
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estos ultimos con el fin de obtener controles positivos para el marcaje de Reticulo
Endoplasmico y Aparato de Golgi. Los cortes fueron desparafinados en xilol, dos
inmersiones por 10 min cada una, posteriormente se colocaron en alcohol al
100%, por 3 min, consecutivamente se lavaron con amortiguador salino de
fosfatos 1X (PBS 1X) por 5 min; se rehidrataron en concentraciones
descendentes de alcohol y se colocaron en citrato de sodio (J.T.Baker, México)
0.01M en olla exprés (Presto) por 2min a su maxima presion, para desenmascarar
antigenos, para después, colocar los cortes en PBS 1X durante 5 minutos,
inmediatamente después se bloquearon con albumina sérica bovina (Sigma-
Aldrich, USA) al 1% por 2hrs a temperatura ambiente, en camara humeda. A
continuacion los cortes se lavaron 3 veces amortiguador salino de fosfatos 1X,
conteniendo 0.025% de Tween 20 (Sigma-Aldrich, USA) (PBS-T) y se incubaron
toda la noche a 4 °C, con los siguientes anticuerpos policlonales: anti-enamelisina
(Chemicon International, USA) 1:50 y anti-amelogenina (producido en el
laboratorio); y con el anticuerpo monoclonal: anti- Golgi (Anti-golgin-97, humano,
Molecular Probes, USA) 1:200; para la inmunofluorescencia de Reticulo
Endoplasmico se uso el primer anticuerpo monoclonal del kit SelectFX Alexa Fluor
488 Endoplasmic Reticulum (anti- Proteina disulfuro isomerasa, Molecular Probes,
USA) 1:200, las muestras fueron incubadas durante dos horas a temperatura
ambiente con los anticuerpos secundarios correspondientes en camara humeda.
Los anticuerpos secundarios usados fueron: Qdot 565 chivo anti-conejo
(Molecular Probes, USA) 1:500 para el anticuerpo anti-amelogenina, Qdot 525

chivo anti-conejo (Molecular Probes, USA) 1:500 para el anticuerpo anti-
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enamelisina y el anticuerpo Alexa Fluor 488 chivo anti-raton (kit SelectFX Alexa
Fluor 488, Molecular Probes, USA) 1:500 para el anticuerpo anti- Reticulo
Endoplasmico y para el anticuerpo anti-Golgi. Los cortes se contratifieron con
hematoxilina de Harris (Sigma, USA), por 20 segundos, se lavaron con agua
destilada hasta eliminar el exceso de colorante, se deshidrataron en
concentraciones crecientes de alcohol 70%, 96% y 100% vy finalmente se
aclararon en dos cambios de xilol de 1 min por cada cambio. Los cortes asi
procesados se montaron con resina Entellan (Fermont, México). Las imagenes
fueron tomadas en el microscopio confocal LEICA DMI 4000 B, y analizadas con
el software LAF (Leica, Alemania).

Con respecto a los dobles y triples marcajes se llevaron a cabo siguiendo la
metodologia antes mencionada, para cada una de las reacciones, terminando una
para luego comenzar con el segundo y el tercer marcaje segun correspondié a
cada muestra y finalmente fueron contratefiidas con hematoxilina de Harris
(SIGMA, USA), deshidratadas hasta xilol y montadas en resina Entellan (Fermont,
México) con las especificaciones antes mencionadas.

Las muestras procesadas para inmunofluorescencia fueron observadas en el
microscopio confocal LEICA DMI 4000 B, y capturados con el software LAF

(Leica, Alemania).
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RESULTADOS

Obtencién del anticuerpo policlonal anti amelogenina

Purificacion de amelogenina: Se purific6 amelogenina a partir del producto
comercial derivado de matriz de esmalte dental de cerdo: Emdogain®
(Straumann, Suiza), como se describié en metodologia.

En el analisis electroforético del Emdogain® (Figura 6), se aprecia la presencia de
una banda en un peso molecular de 25kD, que corresponde al peso molecular de

amelogenina.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

KDa

198 et

1135 —

96.3

52.9

39.9
28.4

Fig. 6. Separacion electroforética del Emdogain, gel de poliacrilamida-SDS al 10%. Carril 1, MPM. Carriles 2-11, proteinas
del Emdogain, la flecha sefiala la proteina seleccionada como la amelogenina.
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A partir del gel electroforético de Emdogain® (Straumann, Suiza), y mediante el
método de transferencia de gel a gel, se eliminaron los componentes no
correspondientes a amelogenina. Se obtuvieron dos proteinas una
correspondiente a 25 kDa, y otra a 18 kDa, la primera corresponde al peso
molecular de la amelogenina, la segunda probablemente corresponde porciones

degradadas de la misma proteina (Figura 7).

kD

198 —— aw
113.5 —

96.3 —

529 —

35:9 =—
284 —
«—— 25 kD

185 —

Fig. 7. Amelogenina purificada. Gel de poliacrilamida-SDS al 10%. El carril 1 muestra los marcadores de peso
molecular. En los carriles 2, 3, 4 y 5 se muestra el corrimiento del Emdogain, la flecha sefiala la amelogenina.
Banda que fue purificada por el procedimiento de transferencia gel a gel.
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Adsorcion del Suero inmune:
Se obtuvieron 30 ml de suero inmune, Posteriormente el suero fue adsorbido,
empleando el suero preinmune y después un extracto total de Escherichia coli K-
12. La adsorcion del suero inmune conteniendo el anticuerpo anti-amelogenina se
realiz6 para eliminar las inmunoglobulinas inespecificas de este suero. La
adsorcion se realizd de la siguiente manera, primero el suero preinmune fue
separado a través de electroforesis en gel de poliacrilamida al 10%, luego
transferido a una membrana de nitrocelulosa como se ha descrito anteriormente.
Posteriormente esta membrana fue incubada con el suero inmune durante 2 hrs a
temperatura ambiente, posteriormente fue incubado con proteina A peroxidada
1:1000, . La membrana de nitrocelulosas fue posteriormente revelada con diamino
bencidina como se describi6 arriba. El suero inmune asi adsorbido fue recuperado
y almacenado a 4°C. El suero inmune adsorbido asi con el suero preinmune fue
posteriormente adsorbido con un extracto total de E. coli, siguiendo el mismo
procedimiento (Cita bibliogréfica). En la figura 8 se muestra en el panel A la
adsorcion realizada con el suero preinmune, mientras que en el panel B se

muestra la adsorcién hecha con el extracto total de E. coli.

A B

Fig. 8. Western Blot de la adsorcién del anticuerpo policlonal anti amelogenina obtenido. A) Adsorcién con suero preinmune
de conejo, B) adsorcién con extracto total de E. coli.
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Titulacién del anticuerpo policlonal anti amelogenina:

Una vez adsorbido el suero inmune, se procedid a realizar su titulacion,
empleando Western Blot (Cita bibliografica. Se probaron diluciones 1: 50, 1:100,
1:200, 1:500, 1:1000 y 1:5000, tal y como se muestra en la Figura 9. En todas las

diluciones, el marcaje fue intenso y especifico,.

198

113
96

b

52

Fig. 9.- Western Blot. Titulacion del anticuerpo policlonal anti amelogenina obtenido y reconocimiento de la enamelisina.
Carril 1, marcadores de peso molecular, carril 2, 3, observamos los controles negativos de IgG anti conejo. En el 4, 5, 6 ,7,
8, 9 reconocimiento del Emdogain con el anticuerpo policlonal anti amelogenina en diluciones 1: 50, 1:100, 1:200, 1:500,
1:1000 y 1:5000, respectivamente. Carril 10 y 11. Reconocimiento de la enamelisina con un anticuerpo policlonal comercial
(Chemicon Int.). Este resultado muestra claramente que ambas proteinas son distintas. Como anticuerpo secundario se usé
IgG anticonejo peroxidado. El revelado se realizé con diaminobencidina.
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Inmunohistoquimica

Como se puede observar en la figura 10, el anticuerpo producido en el laboratorio
marcoO la amelogenina (10b), con mayor intensidad que el anticuerpo comercial
(10a). Se marco el epitelio dental interno y la papila dental EI marcaje con el
anticuerpo comercial anti enamelisina se observé en el epitelio dental interno

(10c).

Epitelio dental

interno Epitelio dental

interno
Papila
Papila

a) Ac. Amelogenina Comercial 100X b) Ac. Amelogenina producida 100 X

Epitelio dental interno

Papila

c) Ac. Enamelisina 100X

Fig.10.- Inmunohistoquimica. a) Marcaje con un Ac. Anti-amelogenina manufacturado por casa Hokudo (Japdn) dilucion
1:200; b) Marcaje con Ac. Producido en laboratorio, dilucién 1:1000; c) Marcaje con Ac. Anti-enamelisina de Chemicon
Internacional, a una dilucién 1:50.
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INMUNOFLUORESCENCIA

INMUNOFLUORESCENCIA DE PANCREAS DE RATA Y GERMEN DENTAL
HUMANO

El marcaje inmunofluorescente para Reticulo Endopldsmico (RE) y Aparato de
Golgi (AG) se realizd6 en cortes de pancreas de rata, para validar la técnica
empleada usando anticuerpos secundarios marcados con. Select FX Alexa Fluor
488. El control negativo se realiz6 sin poner el ler. Anticuerpo (Figura 11), no
presenta reconocimiento del RE.

Mediante la tincion Hematoxilina y Eosina (HE), fue posible observar la integridad
estructural del tejido. En la tincién fluorescente del control positivo (Figura 12), se
observé un marcaje intenso alrededor del nucleo, la intensidad disminuye hacia la
membrana celular. Estos resultados son congruentes con la distribucién del RE en
las células secretoras de pancreas.

Los cortes de pancreas de rata, en los que se realizé inmunofluorescencia para
marcar AG (Figuras 13 y 14), muestran un marcaje especifico, pues el control
negativo que se realizé sin poner el ler. Anticuerpo no presenta reconocimiento,,
mientras que en el control positivo se observa, una tincion de apariencia granular
distribuida de manera homogénea en el citoplasma.

Se observd un marcaje especifico e intenso, ubicandose el RE mas proximo al
nacleo que el AG (Figuras 12 y 14). Se observo una autofluorescencia minima en

los controles.
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Fig. 11.- Control negativo de la tincién inmunofluorescente de Reticulo Endoplasmico (RE) en
pancreas de rata. A) Pancreas de rata, campo claro de control negativo de la inmunotincién
indirecta con anticuerpo anti-RE (Select FX Alexa Fluor 488),contratefiido con tincién H y E. 100x.
B) Pancreas de rata, Microscopio Confocal,control negativo de la inmunotincién indirecta con
anticuerpo anti RE(Select FX Alexa Fluor 488) 600X..

Fig. 12. Tincion inmunofluorescente de reticulo Endoplasmico (RE) en péancreas de rata. A)
Péncreas de rata, campo claro de la inmunotincion indirecta con anticuerpo anti-RE (Select FX
Alexa Fluor 488), contratefiido con tincién H y E. 100x. B) Pancreas de rata, Microscopio Confocal,
inmunotincién indirecta con anticuerpo anti RE (Select FX Alexa Fluor 488) 600X
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Fig. 13. Control negativo de la tincién inmunofluorescente de Aparato de Golgi (AG) en pancreas
de rata. A) Pancreas de rata, campo claro de la inmunotincién indirecta con anticuerpo anti-golgina
(Select FX Alexa Fluor 488), contratefiido con tincion H y E. 100x; B) Pancreas de rata,
Microscopio Confocal,control negativo de la inmunotincion indirecta con anticuerpo anti golgin
(Select FX Alexa Fluor 488) 600X.

Fig. 14. Tincién inmunofluorescente de Aparato de Golgi (AG) en pancreas de rata,. A) Pancreas
de rata, campo claro de la inmunotincién indirecta con anticuerpo anti-golgina (Select FX Alexa
Fluor 488), contratefiido con tincion H y E. 100x. B) Pancreas de rata, Microscopio Confocal,

inmunotincién indirecta con anticuerpo anti golgina (Select FX Alexa Fluor 488) 600X.
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La misma técnica fue realizada en germen dentario humano. En la fig. 15A se
observa un corte de un germen dental en campo claro en el estadio de campana
tardia en donde existe una secrecion de dentina en la parte central asi como
odontoblastos en la regidén basal y ameloblastos en la region apical. En fig. 15B se
observa el control negativo para el cual se utilizaron cortes seriados a los que no
se les aplico el ler. anticuerpo observado con el microscopio Confocal, con una
fluorescencia basal minima en comparacion con las muestras inmunomarcadas.

El la figura 16A observamos germen dentario en campo claro tefiido con
hematoxilina eosina se ve un estadio de campana tardia en donde existe una
secrecion de dentina del manto en la parte central asi como odontoblastos. En la
figura 9B un immunomarcaje fluorescente de RE con Select FX Alexa Fluor 488.
Endoplasmic reticulum Labeling kit (Molecular Probes). En el cual podemos

observar un marcaje muy abundante del RE en el tejido.
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;
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cé / % '."-" .
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Fig. 15.- Control negativo de la tincion inmunofluorescente de Reticulo Endoplasmico (RE) en
germen dentario. Estadio de campana tardia: (a). A) Germen dentario humano, estadio de
campana tardia: campo claro de la inmunotincién indirecta con anticuerpo anti-RE (Select FX Alexa
Fluor 488), contratefiido con tincion H y E. 100x; B) Microscopio Confocal, inmunotincién indirecta
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con anticuerpo anti RE (Select FX Alexa Fluor 488) 600x. odontoblasto (0), dentina del manto (dm)
y ameloblastos

dm

Fig. 16. Tincién inmunofluorescente de Reticulo Endoplasmico (RE) en germen dental estadio de
campana tardia. A) Germen dentario humano, estadio de campana tardia: campo claro de la
inmunotincién indirecta con anticuerpo anti-RE (Select FX Alexa Fluor 488),contratefiido con tincion
Hy E. 100x. B) Microscépio Confocal, inmunotincion indirecta con anticuerpo anti RE(Select FX

Alexa Fluor 488) 600x odontoblasto (0), dentina del manto (dm) y ameloblastos (a)

INMUNOFLUORESCENCIA DE GERMEN DENTAL HUMANO

Doble marcaje: Amelogenina - RE

Se realizé un doble marcaje, utilizando Anti-amelogenina (producido en el
laboratorio), y como segundo anticuerpo (Qdot Secondary Antibody 565 conjugate
(Molecular Probes), (color azul claro) y Anti-RE (Molecular Probes); como
2°.anticuerpo: Alexa Fluor 488 Secondary Antibody (Molecular Probes) (color
verde), en un espécimen de germen dentario humano en estadio de campana
tardia. Se observa en la figura 17A, vista en campo claro con una tincion de

hematoxilina, una secrecion de dentina en la parte central, asi como odontoblastos
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en la parte inferior y ameloblastos en la parte superior. En la figura 17B se observé
bajo el microscopio Confocal: a) marcaje con el anticuerpo policlonal anti-
amelogenina producido en el laboratorio, y como anticuerpo secundario se emple6
Qdot Secondary Antibody 565 conjugate (Molecular Probes), en el cual se observa
un marcaje de amelogenina tanto en 6rgano del esmalte como en papila dental. b)
marcaje con Anti-RE (Molecular Probes); como anticuerpo secundario se empled
Alexa Fluor 488 Secundary Antibody (Molecular Probes) en el espécimen se
observo la disposicion del reticulo endoplasmico tanto en 6rgano del esmalte
como en papila dental. c) Se observa una sobreposicion de la amelogenina y el R-

E.

)\

A B

Fig. 17. Marcaje inmunofluorescente de RE en germen dental humano. Estadio de campana tardia:
A) Germen dental humano, estadio de campana tardia. H-E. Microscopio Optico, 1000x.B)
Microscopio Confocal, 600x doble marcaje: a) Anti-amelogenina (producido en el laboratorio), 2°
anticuerpo: Qdot Secondary Antibody 565 conjugate (Molecular Probes). b) Anti-RE (Molecular
Probes); 2° anticuerpo: Alexa Fluor 488 Secondary Antibody (Molecular Probes) c) Sobreposicion
de ambos marcadores. Ameloblastos (a), dentina del manto (dm) y odontoblastos (o).
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Analisis de colocalizacion
En un sentido bioldgico, la co-localizacion describe la existencia de 2 0 mas
moléculas ocupando la misma posicion en el espacio. Estas moléculas son, a

menudo, proteinas visualizadas mediante anticuerpos o sondas fluorescentes.

Doble marcaje: Amelogenina — RE
Se llevd a cabo la colocalizacion de ambos marcadores mediante el software de

colocalizacion del microscopio Confocal, teniendo un porcentaje de colocalizaciéon

de 53.29%.

0 20 40 60 80 100 120 140

Fig.18. Colocalizacion por medio del programa del microscopio confocal, con un porcentaje de
colocalizacion del 53.29 %.A) Microscopio Confocal, 600x doble marcaje: a) Anti-amelogenina
(producido en el laboratorio), 2° anticuerpo: Qdot Secondary Antibody 565 conjugate (Molecular
Probes). b) Anti-RE (Molecular Probes); 2° anticuerpo: Alexa Fluor 488 Secondary Antibody
(Molecular Probes) B) Grafica de Colocalizacion. Ameloblastos (a), dentina del manto (dm),
odontoblastos (o).
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Colocalization
Pearson's
Correlation 0.3729
Overlap Coefficient/0.6917
Colocalization

Rate 53.29%
Colocalization

Area 3739.39 um?
Area Image 14908.43 pm?

Area Foreground [7016.54 pm?
Area Background [7891.90 um?

Tabla 1. Analisis de Colocalizacién, del doble
marcaje Amelogenina- RE.

Doble marcaje: Enamelisina — RE

Se realiz6 un doble marcaje, utilizando anti-enamelisina (Chemicon International,
USA), 2° anticuerpo: Qdot Secondary Antibody 525 conjugate (Molecular Probes,
USA) (color rojo) y anti-Reticulo Endoplasmico (Molecular Probes); 2° anticuerpo:
Alexa Fluor 488 Secundary Antibody (Molecular Probes) (color verde), en un
espécimen de germen dentario humano en estadio de campana tardia. Se observa
en la figura 19A, vista en campo claro con una tincion de hematoxilina, una
secrecion de dentina en la parte central asi como odontoblastos en la parte
inferior y ameloblastos en la parte superior. En la figura 19B observamos bajo el
microscopio Confocal: a) Anti-enamelisina (Chemicon International, USA), 2°
anticuerpo: Qdot Secondary Antibody 525 conjugate (Molecular Probes, USA), se

observa la disposicion de la enamelisina mas marcada en los ameloblastos,
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aungue se observa también su presencia en odontoblastos. b) marcaje con Anti-
RE (Molecular Probes); 2° anticuerpo: Alexa Fluor 488 Secundary Antibody
(Molecular Probes) en el observamos la disposicion del reticulo endoplasmico
tanto en oOrgano del esmalte como en papila dental. c) Se observa una

sobreposicion de ambos marcadores.

\

dm

Fig. 19. Marcaje inmunofluorescente de RE en germen dental humano. Estadio de campana tardia:
A) Germen dental humano, estadio de campana tardia. H-E. Microscopio Optico, 1000x B)
Microscopio Confocal, 600x doble marcaje: a) Anti-enamelisina (Chemicon), 2° anticuerpo: Qdot
Secondary Antibody 525 conjugate (Molecular Probes) b) Anti-RE (Molecular Probes); 2°
anticuerpo: Alexa Fluor 488 Secundary Antibody (Molecular Probes)c) Sobreposicion.
Ameloblastos (a), dentina del manto (dm) y odontoblastos (0).
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Anélisis de Colocalizacién

Doble marcaje: Enamelisina - RE
Se llevo a cabo la colocalizacion de ambos marcadores mediante el software de
colocalizacién del microscopio Confocal, teniendo un porcentaje de colocalizacion

de 99.95%.

A B

Fig. 20. Colocalizaciéon por medio del programa del microscopio confocal, con un porcentaje de
colocalizacién del 99.95 %. A) Microscopio Confocal, 600x doble marcaje: a) Anti-enamelisina
(Chemicon), 2° anticuerpo: Qdot Secondary Antibody 525 conjugate (Molecular Probes). b) Anti-RE
(Molecular Probes); 2° anticuerpo: Alexa Fluor 488 Secundary Antibody (Molecular Probes.

B) Gréafica de Colocalizacion.ameloblastos(a), dentina del manto (dm), odontoblastos (0).

Colocalization

Pearson's
Correlation 0.8729

Overlap Coefficient [0.9492
Colocalization Rate |99.95%
Colocalization Area [7289.86 pm?
Area Image 14908.43 pum?2
Area Foreground |7293.50 pm?
Area Background [7614.94 um?2

Tabla 2. Andlisis de Colocalizacion, del doble
marcaje Enamelisina- RE.
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Doble marcaje: Amelogenina — Enamelisina.

Se realiz6 un doble marcaje, utilizando anti-enamelisina (Chemicon International,
USA), 2° anticuerpo: Qdot Secondary Antibody 525 conjugate (Molecular Probes,
USA) (color rojo) (color rojo) y Utilizando Anti-amelogenina (producido en el
laboratorio), y como segundo anticuerpo (Qdot Secondary Antibody 565 conjugate
(Molecular Probes), (color azul claro), en un espécimen de germen dentario
humano en estadio de campana tardia. Se observa en la figura 21A, vista en
campo claro con una tinciébn de hematoxilina una secrecion de dentina en la parte
central asi como odontoblastos en la parte inferior y ameloblastos en la parte
superior. En la figura 21B observamos bajo microscopio Confocal: a) Anti-
enamelisina (Chemicon International, USA), 2° anticuerpo: Qdot Secondary
Antibody 525 conjugate (Molecular Probes, USA), se observa la disposicién de la
enamelisina mas marcada en los ameloblastos, aunque se observa también su
presencia en odontoblastos, observandose en la dentina que se encuentra
mineralizdndose . b) marcaje con Anti-amelogenina (producido en el laboratorio),
2° anticuerpo: Qdot Secondary Antibody 565 conjugate (Molecular Probes, USA),
en el cual se observa un marcaje de amelogenina tanto en érgano del esmalte

como en papila dental. c¢) Se observa una sobreposicion de ambos marcadores.
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Fig. 21. Marcaje inmunofluorescente de RE en germen dental humano. Estadio de campana tardia:
ameloblastos, dentina del manto y odontoblastos. A) Germen dental humano, estadio de campana
tardia. H-E. Microscopio Optico, 1000x. B) Microscopio Confocal, 600x doble marcaje: a) Anti-
amelogenina (producido en el laboratorio), 2° anticuerpo: Qdot Secondary Antibody 565 conjugate
(Molecular Probes). b) Anti-enamelisina (Chemicon), 2° anticuerpo: Qdot Secondary Antibody 525
conjugate (Molecular Probes. c) Sobreposicion. Ameloblastos (a), dentina del manto (dm),
odontoblastos (0).

Analisis de Colocalizacién

Amelogenina — Enamelisina
Se llevo a cabo la colocalizacion de ambos marcadores mediante el software de
colocalizacion del microscopio Confocal, teniendo un porcentaje de colocalizacion

de 78.65%.
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Fig. 22. Colocalizacion mediante el software del Microscopio confocal, con un porcentaje de
colocalizacién del 78.65 %. Microscopio Confocal, 600x  doble marcaje: A) Anti-amelogenina
(producido en el laboratorio), 2° anticuerpo: Qdot Secondary Antibody 565 conjugate (Molecular
Probes). B) Anti-enamelisina (Chemicon), 2° anticuerpo: Qdot Secondary Antibody 525 conjugate
(Molecular Probes). C) Grafica de colocalizacion Ameloblastos(a), dentina del manto (dm),
odontoblastos (0).

Colocalization
Pearson's Correlation ]0.5197
Overlap Coefficient 0.768
Colocalization Rate 78.65%
Colocalization Area 7843.84 um?2

Area Image 14908.43 pm?2
Area Foreground 9973.50 um?2
Area Background 4934.94 um?2

Tabla 3. Andlisis de Colocalizacion, del
doble marcaje Amelogenina- Enamelisina.
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Triple marcaje: Reticulo Endoplasmico - Amelogenina — Enamelisina.

En esta imagen se observa el marcaje de amelogenina, enamelisina y RE en un
germen dental humano en estadio de campana tardia. Se puede apreciar una
disminucién en la distribucion de la amelogenina, que ademas se presenta en
forma granular en tanto que la enamelisina se observa distribuida de manera
homogénea, con respecto al RE presenta una distribucion abundante similar a los
marcajes anteriores. En la figura (23d) se observa una sobreposicion de cada uno
de estos marcajes y es posible apreciar que amenogenina y enamelisina

convergen.

A B

Figura 23. Triple marcaje inmunofluorescente de germen dental humano Amelogenina-
Enamelisina-RE. A) Germen dental humano, estadio de campana tardia. H-E. Microscopio Optico,
1000x.B) Microscopio Confocal, 600x  Triple marcaje: a) Anti-amelogenina (producido en el
laboratorio), 2° anticuerpo: Qdot Secondary Antibody 565 conjugate (Molecular Probes). b) Anti-
enamelisina (Chemicon), 2° anticuerpo: Qdot Secondary Antibody 525 conjugate (Molecular
Probes) c) Anti-RE (Molecular Probes); 2° anticuerpo: Alexa Fluor 488 Secundary Antibody
(Molecular Probes).d) Colocalizacién.de los tres marcadores. Ameloblastos(a), dentina del manto
(dm), odontoblastos (0)
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Aparato de Golgi

Marcaje inmunofluorescente de Aparato de Golgi en germen dental humano. A) Estadio de
campana inicial se observa papila, odontoblastos, ameloblastos y 6rgano del esmalte. B) Estadio

de campana tardia: ameloblastos, dentina del manto y odontoblastos. Microscopio Confocal, 600x.

A B

Fig. 24. Marcaje inmunofluorescente de Aparato de Golgi en germen dental humano. A) Estadio de
campana inicial se observa papila (p), odontoblastos jévenes (0j), ameloblastos jévenes (aj) y
organo del esmalte (oe). B) Estadio de campana tardia: érgano del esmalte (oe), ameloblastos (a),
dentina del manto (dm) , odontoblastos (0) y papila (p). Microscopio Confocal, 600x.

Aparato de Golgi-Amelogenina

En la figura 25A. se observa un doble marcaje utilizando como primer anticuerpo
Anti-Golgi (Molecular Probes); 2° anticuerpo: Alexa Fluor 488 Secondary Antibody
(Molecular Probes). (Verde), en el lado superior derecho se encuentra el drgano

del esmalte, en el lado izquierdo la papila dental. Se ve una mayor actividad en las
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células del reticulo estrellado. En la figura 25B. Se marco utilizando como primer
anticuerpo Anti-amelogenina (Producido en el laboratorio), 2° anticuerpo: Qdot
Secondary Antibody 565 conjugate (Molecular Probes. (azul claro), se ven
granulos de amelogenina tanto en células de reticulo estrellado como en papila
dental. En la figura 25C, se observa la colocalizacion de aparato de Golgi y
amelogenina, resaltandose la relacion entre ambos marcajes y la acumulaciéon de

amelogenina hacia la membrana basal (porcién inferior izquierda).

Fig. 25. Marcaje inmunofluorescente de RE en germen dental humano. Estadio de campana
temprana, las células estan en estadio presecretor.

Microscopio Confocal, 600x doble marcaje: A) Anti-Golgi (Molecular Probes); 2° anticuerpo: Alexa
Fluor 488 Secondary Antibody (Molecular Probes). B) Anti-amelogenina (Producido en el
laboratorio), 2° anticuerpo: Qdot Secondary Antibody 565 conjugate (Molecular Probes. C)
Sobreposicién de ambos marcadores. (p= papila; oe= 6rgano del esmalte.)
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Colocalizacion Aparato de Golgi - Amelogenina

En esta figura se observa exclusivamente la colocalizacion entre el aparato de

golgi y la amelogenina siendo esta de: 78.82%

Fig.26. Colocalizacién Aparato de Golgi- Amelogenina, con un porcentaje de colocalizacion del

78.82 %. Microscopio Confocal, 600x

doble marcaje: A) Anti-amelogenina (Producido en el

laboratorio), 2° anticuerpo: Qdot Secondary Antibody 565 conjugate (Molecular Probes).B) Anti-RE
(Molecular Probes); 2° anticuerpo: Alexa Fluor 488 Secondary Antibody (Molecular Probes).C)
Sobreposicién. D) Grafica de colocalizaciéon. p= Papila; oe= 6rgano del esmalte.

Colocalization

Pearson's
Correlation

0.5248

Overlap Coefficient

0.7499

Colocalization Rate

78.82%

Colocalization Area

8231.22 pm?

Area Image

30486.28 pm?

Area Foreground

10443.55 pm?2

Area Background

20042.73 pm?2

Tabla 4. Andlisis de Colocalizacion, del
doble marcaje Aparato de Golgi-

Amelogenina.
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Aparato de Golgi — Enamelisina

En la figura 27A. se observa un doble marcaje utilizando como primer anticuerpo
Anti-Golgi (Molecular Probes); 2° anticuerpo: Alexa Fluor 488 Secondary Antibody
(Molecular Probes) (verde), en el lado superior derecho se encuentra el 6rgano del
esmalte, en el lado izquierdo la papila dental. Se ve una mayor actividad en las
células del reticulo estrellado. En la figura 27B, Se marco utilizando como primer
anticuerpo Anti-Enamelisina (CHEMICON), 2° anticuerpo: Qdot Secondary
Antibody 525 conjugate (Molecular Probes) (rojo), se ven granulos de enamelisina
tanto en células de reticulo estrellado como en papila dental, siendo mas marcado
en reticulo estrellado, creandose un depésito hacia la membrana basal.
Finalmente en la figura 27C. Colocalizacion de aparato de golgi y enamelisina, se
observa la relacion entre ambos marcajes y la acumulacion de amelogenina hacia

la membrana basal (porcién inferior izquierda).
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Fig. 27. Marcaje inmunofluorescente de Aparato de Golgi (AG) en germen dental humano. Estadio
de campana temprana: las células estdn en estadio presecretor. Microscopio Confocal, 600x
doble marcaje: A) Anti-Golgi (Molecular Probes); 2° anticuerpo: Alexa Fluor 488 Secondary
Antibody (Molecular Probes). B) Anti-Enamelisina (CHEMICON), 2° anticuerpo: Qdot Secondary
Antibody 525 conjugate (Molecular Probes).C) Sobreposicion. P= Papila; oe= érgano del esmalte.

Colocalizacion Aparato de Golgi — Enamelisina
En esta figura se observa exclusivamente la colocalizacién entre el aparato de

Golgi y la enamelisina siendo esta de: 99.92 %.
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Fig. 28. Colocalizacion Aparato de Golgi- Enamelisina, con un porcentaje de colocalizacion del
99.92 %. Microscopio Confocal, 600x  doble marcaje: A) Anti-Golgi (Molecular Probes); 2°
anticuerpo: Alexa Fluor 488 Secondary Antibody (Molecular Probes). B) Anti-Enamelisina
(CHEMICON), 2° anticuerpo: Qdot Secondary Antibody 525 conjugate (Molecular Probes).C)
Sobreposicién. D) Grafica de Colocalizacion= Papila; oe= 6érgano del esmalte.

Colocalization
Pearson's Correlation 0.9618
Overlap Coefficient 0.9788
Colocalization Rate 99.92%
Colocalization Area 9524.23 pm?
Area Image 30486.28 pm?
Area Foreground 9532.31 uym2
Area Background 20953.97 umz

Tabla 5. Analisis de Colocalizacion, del doble marcaje Aparato de Golgi-Enamelisina.

53



ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO COMPARATIVO DE LA EXPRESION Y DISTRIBUCION DE LA AMELOGENINA Y ENAMELISINA

Amelogenina — Enamelisina

En la figura 29A. se observa un marcaje utilizando como primer anticuerpo Anti-
amelogenina (Producido en el laboratorio), 2° anticuerpo: Qdot Secondary
Antibody 565 conjugate (Molecular Probes (azul claro), en el lado superior derecho
se encuentra el 6rgano del esmalte, en el lado izquierdo la papila dental, se ven
granulos de amelogenina tanto en células de reticulo estrellado como en papila
dental Se ve una mayor actividad. En la figura 29B, se marco utilizando como
primer anticuerpo Anti-Enamelisina (CHEMICON), 2° anticuerpo: Qdot Secondary
Antibody 525 conjugate (Molecular Probes) (rojo), se ven granulos de enamelisina
tanto en células de reticulo estrellado como en papila dental, siendo mas marcado
en reticulo estrellado, creandose un depoésito hacia la membrana basal. En la
figura 29C, podemos observar la colocalizacion de amelogenina y enamelisina,
ademas de la relacion entre ambos marcajes y la acumulacion de enamelisina
hacia la membrana basal (porcion central). Se observa la secrecion de la
enamelisina en la periferia de las células y la amelogenina en la parte central.

Ambas proteinas se encuentran en 6rgano del esmalte y en papila dental.

54



ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO COMPARATIVO DE LA EXPRESION Y DISTRIBUCION DE LA AMELOGENINA Y ENAMELISINA

Fig. 29. Marcaje inmunofluorescente de RE en germen dental humano. Estadio de campana
temprana, las células estan en estadio presecretor. Microscopio Confocal, 600x doble marcaje:

A) Anti-Amelogenina (Producido en el laboratorio); 2° anticuerpo: Qdot Secondary Antibody 565
conjugate (Molecular Probes).B) Anti-enamelisina (Producido en el laboratorio), 2° anticuerpo: Qdot
Secondary Antibody 525 conjugate (Molecular Probes. C) Sobreposicion. P= papila; oe= érgano

del esmalte.
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Colocalizacion Enamelisina — Amelogenina
En esta figura se observa exclusivamente la colocalizacion entre el aparato de

Golgi y la enamelisina siendo esta de: 90.81 %.

Fig. 30. Colocalizacion Amelogenina-Enamelisina, con un porcentaje de colocalizacion de 90.81%.
Microscopio Confocal, 600x doble marcaje: A) Anti-Amelogenina (Producido en el laboratorio); 2°
anticuerpo: Qdot Secondary Antibody 565 conjugate (Molecular Probes).B) Anti-enamelisina
(Producido en el laboratorio), 2° anticuerpo: Qdot Secondary Antibody 525 conjugate (Molecular
Probes. C) Sobreposicion. D) Grafica de Colocalizacion. p=papila; oe= 6rgano del esmalte.

Colocalization
Pearson's Correlation 0.5532
Overlap Coefficient 0.7672
Colocalization Rate 90.81%
Colocalization Area 11655.55 pm?2
Area Image 30486.28 pym?
Area Foreground 12835.00 pm?
Area Background 17651.28 pm?

Tabla 6. Anélisis de Colocalizacion, del doble
marcaje Amelogenina-Enamelisina.
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Triple marcaje

En esta imagen podemos observar la expresion de amelogenina, enamelisina y
Aparato de Golgi ocupando la misma posicion en el espacio en un germen
dentario en estadio de campana temprana. En relacion al marcaje de RE, se
observa que este se encuentra distribuido cercano al ndcleo y es menos
abundante que en la etapa de campana tardia. La expresion de amelogenina es
abundante y se observa distribuido en el interior de las células principalmente, la
amelogenenina también se observd en esta etapa del desarrollo la presencia de
enamelisina, en menor proporcion que la amelogenina y cerca del nucleo. En la

sobreposicion de los tres marcajes destaca el marcaje de enamelisina.
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Aparato de Golgi — Amelogenina- Enamelisina

Figura 31. Triple marcaje inmunofluorescente de germen dental humano Aparato de Golgi-
Amelogenina-Enamelisina. Microscopio Confocal, 600x doble marcaje: A) Anti-Golgi (Molecular
Probes); 2° anticuerpo: Alexa Fluor 488 Secondary Antibody (Molecular Probes). B) Anti-
Amelogenina (Producido en el laboratorio); 2° anticuerpo: Qdot Secondary Antibody 565 conjugate
(Molecular Probes).C) Anti-enamelisina (Producido en el laboratorio), 2° anticuerpo: Qdot
Secondary Antibody 525 conjugate (Molecular Probes. D) Sobreposicién. P= Papila; oe= érgano
del esmalte.
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DISCUSION

El método empleado para la purificacion de la amelogenina, es un método
econdmico, altamente reproducible y eficiente, que se realiza en s6lo dos pasos,
sin perder proteina (Alvarado-Estrada et al., 2003), el cual habia sido propuesto
para purificacion de péptidos enriquecidos, sin embargo durante el presente
trabajo se demostré que se puede utilizar para la purificacién de cualquier tipo de
péptidos separados por electroforesis desnaturalizante.

Existen otros métodos de purificacion de proteinas cuya desventaja, al ser
comparados con el nuestro es la baja eficiencia de recuperacion de proteina. Pues
por ejemplo, al purificar por afinidad se obtiene un rendimiento de
aproximadamente el 60 % de la proteina total que se encuentra en el sistema (que
es requerida en concentraciones que pueden ir de 1 a 50 mg) y por lo general se
emplea una gran cantidad de tejido o células para obtener un buen resultado
(Harris y Angal, 1990). Esta proteina se obtiene diluida y generalmente con una
gran cantidad de sales. El manejo que se le da a la proteina purificada, para
eliminar sales, ya sea dialisis 0 algun otro procedimiento baja la eficiencia del
proceso de purificacion, debido a degradacion y pérdida por adsorcion inespecifica
en las membranas de dialisis o sistemas de filtracion empleados para tal proposito
(Guerrero-Barrera et al., 1999). Nuestro procedimiento de purificacion en cambio,
reduce el manejo de la proteina en un 90% y asegura el maximo rendimiento a
partir de poca cantidad de extracto total de proteinas (200 ug). En dos

procedimientos se garantiza la obtencion de una proteina pura, lista para ser
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empleada para la produccion de anticuerpos especificos, usando la poliacrilamida
como un adyuvante mas. Asi, se obtuvo un anticuerpo con un gran poder de
reconocimiento, util para analisis por Western Blot, (Fig.9) inmunohistoquimica
(Fig. 10b) e inmunofluorescencia indirecta (Fig. 25B). El cual reconoce
amelogenina de cerdo y de humano.

Existen estudios de immunolocalizacion de enamelisina y amelogenina en ratones
(Caterina 2002), incisivos de rata (Bour —Boutin 2004) y cerdos (Ikawa 2005). En
nuestro estudio utilizamos gérmenes dentales de feto humano de anfiteatro, para
estudiar la expresion y distribucion de la amelogenina y enamelisina durante el
desarrollo.

MMP-20 tiene caracteristicas estructurales y enzimaticas Unicas, siendo capaz de
degradar el amelogenina, el componente principal de la matriz del esmalte, y por
lo tanto se cree para jugar un papel principal durante el desarrollo del esmalte.
Aunque su patrén de expresion se restringe al desarrollo del diente, la MMp-20 se
ha localizado tanto en ameloblastos y odontoblastos (Bartlett y otros 1996;
Begue-Kirn y otros. 1998; Caterina y otros 2000).

Terminae (1980), Furkae (1998), Oida (2002) mencionan que la amelogenina se
conoce como la proteina del esmalte inmaduro y se localiza entre los cristales de
las sales minerales, sin estar ligada a ellos. Es la proteina mas abundante del
esmalte y se encuentra exclusivamente en él.

Nosotros observamos por medio de microscopia confocal que realmente se
encuentran en ameloblastos y odontoblastos siendo mas marcada en

ameloblastos que en odontoblastos (Fig. 25B). Coincidimos con Bourd-Boittin
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(2004) en que esto es algo inesperado si consideramos que estas células tienen
origenes diferentes en el desarrollo; epitelial para los ameloblastos y células
derivadas de la cresta neural para los odontoblastos, y que producen diferentes
matrices, esmalte dental y dentina respectivamente.

Bourd-Boittin (2004) nos dice que la MMP-20 se localiza en los mismos puntos
gue la amelogenina. Sin embargo, en ambos tipos de la célula, su expresion
temporal no coincide exactamente. La expresion de la amelogenina precede a la
de MMP-20. Aunque la expresion del amelogenina en ameloblasto persiste en las
diversas etapas de desarrollo y en odontoblastos su expresion es transitoria y
desaparece con su maduracion.

Al analizar la colocalizacibn de ambas proteinas podemos decir lo siguiente, Si
vemos la colocalizacion de amelogenina y enamelisina en estadio presecretor
(Fig.29) observamos una mayor presencia de amelogenina que de enamelisina
siendo la localizacion mas especifica en el citosol. En una acercamiento a la (Fig.
29C) podremos observar que se presentan en este estadio la secrecion de
amelogenina por medio de vesiculas en el 6rgano del esmalte, no sucediendo lo
mismo con la enamelisina la cual se percibe dentro de la célula creyendo que esta
en estado latente. El analisis de colocalizacion de ambas proteinas nos marca un
90.81%.(Fig. 30)

En el andlisis en estadio secretor (Fig. 21) encontramos que existe secrecion de
ambas proteinas observando presencia de ambas en el esmalte mineralizado
recién formado, su porcentaje de colocalizacion de estas proteinas bajoé siendo de

un 78.65%, (Fig.22) lo que nos permitiria sugerir que esto se da por el aumento
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de secrecién de enamelisina en este estadio y la degradacion que esta sufriendo
la amelogenina por esta.

(Sawada y Nanci 1995) postulan que los productos de la degradacion de la
amelogenina por su bajo peso molecular se difunden a través de la membrana
que separa preameloblastos y preodontoblastos para atraparse en el esmalte
dental de formacion.

Esto podria sugerir como nos menciona (Bourd-Boittin 2004) que la degradacion
local de amelogenina por MMP-20 podria producir una masa de péptidos de bajo
peso molecular que podrian servir como moléculas sefial.

Furkae y col (1998) Realizaron estudios inmunohistoquimicos localizando la
enamelisina en vesiculas secretoras dentro de los ameloblastos y en esmalte en
formacion, los cuales se distribuian hacia la cara secretora del proceso de Tomes
dentro de vesiculas secretoras, pero no se presentaban dentro del reticulo
endoplasmico rugoso.

En nuestro estudio realizamos un marcaje fluorescente entre Reticulo
endoplasmico (verde) y enamelisina (rojo) (Fig.19) en el cual se percibe que como
ambos comparten sitios de expresion y localizacién espacial. Analizando por
medio de colocalizacién, se aprecia que el porcentaje de esta es de un 99.95%
(Fig.20), lo que es altamente probable que la secrecion de la enamelisina se da
por intermedio de reticulo endoplasmico. Asi mismo se realizO marcaje
fluorescente entre Aparato de Golgi (verde) y enamelisina (rojo) (Fig.27) dandonos

una colocalizacion de un 99.92% (Fig. 28) lo que nos indica que es probable un
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acoplamiento de estas dos estructuras en el proceso de secrecion de la proteina,
esto nos indica cual es su via de secrecion.

De igual manera se realizo el marcaje fluorescente entre Aparato de Golgi (verde)
y Amelogenina (azul) (Fig.25) y Reticulo endoplasmico (verde) y amelogenina
(azul) (Fig.17).

La colocalizacion entre Aparato de Golgi-Amelogenina nos da un resultado de un
78.82, (Fig. 26) esta colocalizacion se percibe baja debido a que se observa que
hay amelogenina que ya fue secretada fuera de la célula. La colocalizacion entre
Reticulo endoplasmico-Amelogenina nos proporciona un 53.29%( Fig.18) lo que
podria indicarnos que la amelogenina se encuentra en un porcentaje alto ya
secretada, esto es de entender si comprendemos que ya se formo esmalte y que
su secrecion baja en relacion con el periodo inicial de formacion.

En nuestro estudio combinamos fluoroforos normales (Alexa 488) con un nuevo
material fluorescente Quantum Dots.

Los Quantum (QDs) son nanocristales semiconductores de aproximadamente 2-
100 nanémetros de diametro. Estructuralmente, tienen una base y una cascara
(Dabbousi y otros 1997) de metaloide. Las capas organicas se pueden agregar a
la superficie para alcanzar biodisponibilidad o el alcance hacia sitios especificos.
QDs posee las caracteristicas luminescentes unicas (Akerman y otros 2002). Un
uso probable de QDs es como un fluoroforo éptimo para la proyeccion de imagen
biomédica in vivo (Larson y otros 2003; Morgan y otros 2005). Puede también ser
utilizado para apuntar las células especificas (e.g., células neoplasticas de

etiquetado) después de la conjugacion con las mitades bioactivas especificas (Cai

63



http://66.196.80.202/babelfish/translate_url_content?.intl=uk&lp=en_es&trurl=http%3a%2f%2fwww.pubmedcentral.nih.gov%2farticlerender.fcgi%3ftool%3dpubmed%26pubmedid%3d17805425#b16-ehp0115-001339

ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO COMPARATIVO DE LA EXPRESION Y DISTRIBUCION DE LA AMELOGENINA Y ENAMELISINA

y otros 2006; Voura y otros 2004). Al utilizar los Q Dots y los fluoroforos normales
nos evidencia que tienen mas tiempo de duracion que los fluoroforos asi como un
aumento muy marcado en su fluorescencia.

En nuestro estudio realizamos un marcaje combinando fluoroforos y Quantum
Dots y observamos que la duracion y el nivel de fluorescencia de los quantum es
superior a los fluoroforos normales haciéndolos un material de eleccion para
marcaje en sistemas bioldgicos.

Los Q Dots son nanocristales semiconductores fluorecentes de pocos nandmetros
de didmetro, tanto su forma como su tamafio dependen de su absorcion y emision.
Su absorcién tiene una gran posibilidad de energias altas lo que da como
resultado un espectro de absorcion de banda ancha, mejor que la mayoria de los
fluoroforos , asi como un mayor tiempo de vida lo cual le permite separar sus
sefales de células en las que se ha encontrado autoflorescencia de tiempo de
vida mas cortos. Cuanto mas grande es el punto quantum, su espectro
fluorescente se desplaza al rojo intenso, mientras mas pequefio es, se ubicara en
el extremo azul. Puntos mas grandes de Q Dots tienen mas niveles de energia.
(Zaia y col) Debido a estas propiedades los Q Dots tienen un gran potencial de
aplicacion en la biologia celular, especificamente, en la observacion de difusion de
receptores individuales de glicina de neuronas, en la identificacion de nodulos
linfaticos por su emision cercana al infrarrojo durante cirugias de animales vivos,
en estudios de procesos intracelulares a nivel molecular simple, imagenologia de
alta resolucion, como marcadores inmunofluorescentes fijados en células y

tejidos, en inmunotincion de proteinas de membrana, microtdbulos, actina y
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antigenos nucleares, asi como fluorescencia en hibridacion in situ de cromosomas

o DNA combinado. (Michalet y col).

CONCLUSION

- Se obtuvo un anticuerpo policlonal anti-amelogenina, especifico y eficiente,
para el reconocimiento de esta proteina en humano y cerdo.

- Se observo una presencia de amelogenina y enamelisina en ambos
estadios, tanto presecretor como secretor.

- En presecretor se observa mas presencia de amelogenina afuera de la
célula no siendo asi en el secretor donde se observa una mayor produccion
de enamelisina asi como su situacion fuera de la célula.

- Consideramos que ambas proteinas siguen la misma via de secrecion solo

gue se encuentran en diferentes cantidades dependiendo del estadio.
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Abstract: Odontogenesis is extensively studied in animal models but less understood in human. In early
amelogenesis, amelogenin constitutes 309% of enamel organic matrix, which is degraded by enamelysin
and replaced by hydroxyapatite crystals. Hers, amelogenin and enamelysin distribution changes during
amelogenesis were shown by co-localization experiments by confocal microscopy. Earlybell stage
showed more amelogenin labeling than enamelysin, as free immunereactive granular patches towards
basal membrane between ameloblast and odontoblast. Increased amelogenin expression and secretion
towards extracellular matrix formation region was found, Enamelysin distribution was perinuclear in
early bell stage. During late bell stage a decreasing amelogenin labeling in contrast with enamelysin
increasing along the cells was found, suggesting specific temporal amelogenin degradation. Enamelysin
was located initially around nuclei and later was found in all the ameloblast and stellate reticulum
cytoplasm, Amelogenin was observed inside ameloblast, stellate reticulum and intermediate stratum
cells in the enamel as well as in the newly formed dentin extracellular matrix, In confrast, in dentin
more amelogenin than enamelysin was found located close to the periphery.
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Summary. Odontogenssis is extensively studied in animal models but less
undersicod i human. In early amelogenesis, amelogenin constiutes 90% of
enamel onganic matriz, which is degraded by enamelysin and replaced by
hydroxyapatite crystals. Here, amelogenin and enamelysin distibution changes
during amelogenesis were shown by co-localizabon expeniments by confocal
microscopy. Eary bell stage showsd more amelogenin labefing than enamelysin,
as free immunersactive granular patches fowards basal membrans between
ameboblast and odontoblast. Increased amelogenin expression and secrefion
towards extracellular matrx formation region was found. Enamelysin distiibubion
was perinuclear in earfy bell stage. Dunng [ate bell stage a decreasing amelogenin
labeling in contrast with enamelysin increasing along the cells was found,
supgesiing specific temporal amelogenin degradation. Enamelysin was located
initially arcwnd nucel and later was found in all the ameloblast and stellate
reticulm  cytoplasm. Amelogenin was observed mside ameloblast, stellate
reticulem and intermediate stratum cells in the enamel as well as in the newly
formed dentin extracellular matrix. In confrast, in dentin more amelogenin than
enamelysin was found loeated dose to the periphery.

Key words: amelogenssis, amelogenin, enamelysin, co-localization
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Odontogenesis initiates through a series of intra and intercellular intzmctions that
induce odontoblasts and ameloblasts differentiation, which form the dentin and
enamal respectively (Thesleff et al. 1885). During enamel formation, ameloblasts
produce 3 number of matrx proteins that promote and regulate the mineral
deposition of ion in apatite crystals (Bowrd-Boittn et al., 2004; Massa et al. 2008;
Manci et al. 1988; Orsini et al. 2001). In enamsl matrx amelegenin is the main
protein representing 20% of organic content in enamel matriz, but thers are also no
amelogenin proteins Bke proteases and anionic proteins such fftelin and
ameboblastin (Deutsch et al. 1805 & Rouby et al. 2010; Fong et al. 1094,
Krebshach =t al. 1206, Kwmasaka et al. 2010; Sasaky and Shimokawa. 1885
Surnita et al. 2010). Amelogenesis nvolves amelogenin and enamel arganic matriz
production, ther seguential degradation by the metalloproteinases action, and the
following organic mairix mineralization that continues unil the enamel maturity,
producing a highly mineralized tissue (Delgado, 2001; Deutsch et al. 1885; Smith
et al. 18083). Any alteration produces health problems like imperfect amelogensesis
(Tanimoto et al., 2008). One aspect not yet darified = the amelogenin and
enamelysin spatial distribution during enamel formation. Therefore the aim of this
work was to study the exracellular and intracellular spatial distribution of these

proteins in the enamel organ of the human tooth germ during its development.

Almost 3l reactive were from Sigma. Profocol was approved by the human ethic
commitiee of Zacatecas (General Hospital, Mexico. Human fetal jaws from six
amphitheater fetuses between 14-22 weeks of intrautering e, without any defect,

donated by Pathology Depariment were used. Jaws were dissecied and separated
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Odentogenesis initiates through a series of intra and intercellular interactions that
induce odontoblasts and ameloblasts differentistion, which fomm the dentin and
enamel respectively (Thesleff et al. 1885) During enamel formation, ameloblasts
produce a number of matrx proteins that promote and regulate the mineral
deposition of ion in apatite crystals (Bowrd-Boittin et al, 2004; Massa et al. 2004;
Manci et al. 1988; Orsini et al. 2001). In enamel matrx amelogenin is the main
protein representing 20% of organic content in enamel matrix, but thers are also no
amebogenin proteins Bke profeases and anionic proteins such tuftelin and
ameboblastn (Deutsch et al. 1005; & Rouby et al. 2010; Fong =t &, 1094;
Krebsbach =t al. 12068, Kumasaka et al. 2010; Sasaky and Shimokawa. 1885;
Surnita et al. 2010). Amelogenesis nvolves amelogenin and enamel organic matrix
producton, ther sequential degradation by the metalloproteinases action, and the
following organic matrix mineralization that contnwes unbl the enamel maturity,
producing a highly minemlized tissue (Deldgado, 2001; Deutsch et al. 1995; Smith
et al. 1883}, Any alteration produces health problems like imperfect amelogenesis
(Tanimoto et al, 2008). One aspect not yet clanfied 5 the amelogenin and
enamelysin spatial distibution during enamel formation. Therefore the aim of this
waork was to study the exracellular and intracellular spatial distribution of these

proteins in the enamel organ of the human tooth germ during its development.

Almost all reactive were from Sigma. Protocol was approved by the human ethic
commitiee of Zacatecas (General Hospital, Mexico. Human fetal jaws from six
amphitheater fefuses between 14-22 weeks of infrauterine |Fe, without any defect,

donated by Pathology Depariment were used. Jaws were dissected and ssparated
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was fiter by Western blot, wsing 50 pg of amelogenin. Images were taken with the
Chemi Do image analyzer, with software Quantity One (Bio-Rad).

Deparaffinized sectons were autocdaved in 0.01 M socdium cirate for antigenic
retieval (Hayat =t al. 2002), and labeled by indirect immunohistochemistry with
ant-amebogenin polyclonal anfibody, 1:1000, using as a secondary antbody Gdot
565 goat anti-rabbit (Molecular Probes) 1:500. Second lsbeling was with anti-
enamelysin polycdonal antibody (1:50) (Chemicon International), as secondary
antbody was used Odot 525 goat anB-rabbit (1:500). Secbons wers counter-
stained with Harns Hematoxyling dehydrated, cleared and assemibled with Entellan
resm (Fermont, Mexico). Images were taken with confocal microscope LEICA DM
4000 B and analyzed with the softwars LAF.

As deseriped abowe, 3 specfic polyclonal anti-amelogenin that recognized
amelogenin Tom rat tofal estract betier tham commercial polyclonal anti-
amelzgenin antbody (Hokudo) was obtained (Figure 1)

DOdentogenesis is not well undersioed in human (2l Rouby et &, 2010; Kavitha et
al., 2010; Kumasaka et al. 2010; Nandasena et al., 2010; Sumita =t al. 2010).
Enamelysin and amebogenin immunalocalization has been done in mice, rats and
pigs imcisors (Caterina =t al. 2000; Bourd-Boittin et al. 2004). In human the
biochemizal role of amelogenin and enamelysin in enamel mineralization has been
described (Desphande et al, 2010; Sun et al., 2008; Tanimoto et al., 2008). In this
wark, amelogenin and enamelysin appearance and distribution were studied during
the human tooth developrment Enamelysin degrades amelogening  whose
Expression pattem is restricted to the tooth growth and it has been located in

ameloblasts and odontoblasts (Begue—im et al. 1228, Caterina et al. 2000). Here,
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in early bell stage amelogenin showed greater fluorescence intensity than
enamelysin, was found towards to basal membrane between ameloblast and
pdontoblast, as free patches of immune-reactive granular matenal, and also as
patches inside of cells of stellate reticulum, ameloblast dental paplla, edontoblast
and intermmediate straturn, in that ntensity onder (Fig. 2). Enamelysin was found
always as perinuclear patches, but only inside cells of stellate reticulum and dental
papilla. Amelogenin has been located between minsral crystals, but not linked with
them (Furkae et al. 1888; Oida et al. 2002). Here, amelogenin was found inside
both, ameloblasts (which hawe epithelial origin) and odontoblasts (which are
derivate cells from the neural crest). They produce enamel and dentin respectively
(Bourd-Baoittin et al. 2004). In amelobiast was observed more amelogenin labeling.
In the late bell stage, enamelysin patches were more numercus close o he
mineralized fissus, while amelogenin showed a considerable reduction (Fig. 3).
Strong amelogenin labeling in primary dentin (d) as well as in aprismatic enamel
(e]. m comparison with the low label intensity in dental papille (p). was observed in
Figure 44. The aprismatic enamel shows a high labeling for enamelysin, but not i
primary dentin, and as in the amelogenin case, dental paplle showed few labeling
(Figure 4B} The amelogenin and enamelysin codocalizabion was present on the
surface of aprismatic enamel and as previously described for the enamel organ,
but very few is showed in dental papille (Figure 4 ).

Desphande and collaborators (2010) have postulated that in the sady tooth germ
development the interacbons of dentin and enamel profein assemblies regulats
growth and sfructural crganization of mineral crystal at the enamel boundary. They

showed that collagen fibrls guide amelogenin assembly into flament-like
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structures criented along the bong axes of the fibrls. They also showed that the
amelogenin-caleium phosphate mineral complexes lead to orented deposition of
elongated amorphous mineral particles aleng the fibnl axes and suggest that
interactions between collagen and amelogenin might play an important role in the
formation of dentin enamel boundary providing structural continuity between dentin
and enamel. In agreement with this proposal here, amelogenin was found in
mantle dentin as well as inside odonfoblasts. Bowrd-Boitin and collaborators
(2004} observed that amelogenin expression precedes enamelysin. Although
amelogenin  expression  persists in vanous stages of development in the
ameboblasts its expression in cdontobdasts is ransient and disappears at maturity
(Bourd-Boittin et al. 2004). Here enamelysin was cbserved in dental enamel and
inside odontoblasts. Howsver, it was no present in the first deposition of mantle
dentine. This result suggests that enamelysin has an mportant role in the dentin
manile mineralization. More studies are necessary in order to understand the
amelzgenin presence in ameloblast and cdontoblast duning earfy stages.

In biclogical meaning, co-localization describes two or more molecules coccupying
the same posibion in space, showing intermolecular interactions (Miyashita, 2004;
Mohe and Petersen, 2004). These molecules are often proteins visualized trough
antibodies or flucrescent probes. Amelogenin and snamelysin codocalization was
observed mn the pre-secretor stage. There was more amelogenn cytosolic
expression than enamelysn (Fig. 2). Optcal zoom of this region (Fig. 20), shows
that at this stage the amelogenin secreton s through granular matenal of the
enamel crgan, which suggested the presence of vesides. Co-localization for both

proteins was 90.81% (Tabde 1). Both amelogenin and enamelysin are synthesized
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by ameloblast (Zhang et al. 2007 Enamelysin is primarily respensible for the initial
amebogenin hydrolysis and the matnx formation regulation at the secretor and early
amelogenesis maturation stages (Llano =t al. 1887) However this hydrolysis is not
possible in pre-secretor stage, the enamelysin found inside the cell is probably no
active, more studies are necessary to proot this inactvity.

Dwring the secretor stage analysis (Fig. 3). both proteins were on the surface of the
extracellular matriz of a newly formed dentin and enamel, the co-localization
perceniage of these protsins decreased to TB.ES%: (Table 2). Enamel formation is
a complex and wel-coordinated bicogical process mwolving two major steps:
secretion and maturation. Dwning secretor stage, tall columnar ameloblasts actively
synihesize and secrete e enamel matriz proteins amelogenin and enamelysin
through their Tomes' processes (Park et al. 2007). The increase in enamelysin
secrefion observed here, suggest amelogenin degradation. Low malecular weight
products are diffused through the membrane that separates pre-ameloblasts and
precdontoblasts to be caught in the dental enamel formation (Bourd-Baoittin et al.
2004). This could suggest that local amelagenin degradation by enamelysin could
produce a mass of peplides of low molscular weight that could serve as a
molecular signal {Bourd-Boittin et al. 2004

In condlusion, here is comoborated the amelogenin expression in the pre-secretor
and secretor stages leading to enamel formation, also is showed the expression of
enamelysin inside the celis in the pre-secretor stage apparently inactive. During the
secrefor stage. enamelysin abundance is increasing while amelogenin diminished
suggesting specific degradation. Finally, also is showed the amelogenin presence

in dentin mantks suggestng a struciural continuity betwesn dentin and enamel.
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Figure Legends

Figure 1. Specific recognition of total protein exiract of eleven day-old rat with the
polyclonal anti-amelogenin antbody. A) 10% S05-PAGE of eleven day-old rat fotal
protein extract Lane 1, molecular weight markers (MWMY; lane 2 and 3, total
protein extract (50 pg). B Westem blot. Lane 1, MWM; lane 2, negative control no
primary antibody was used. Lane 3, polyconal anti-amelogenin produced here
(dilution 1:1000); lane £, commercial anti-amelogenin antibody (diluion 1:100)

The reaction was revealsd with 3, 3-Diaminobenzidine tetrahydrochloride.

Figure 2. Amelogenin and enamelysin immunofiucrescent labeling in human
dental germs. Early bell stage, cells are in a pre-secretor stage. Confocal
Microscopy, 600x double labeling:  A) anti-amelogenin (reported here); secondary
anfibody: (I dot secondary antibody 565 conjugates, light Blue (Molecular Probes)
B) Anti-=namelysin (Chemicon Intemational), secondary antibody: O dot secondary
anfibody 525 conjugates, red (Molecular Probes). C) Codocalization. D) Zoom-in
on the co-localization: secrefion of amelogenin is observed through dense granules
in the enamel organ, on the other hand, enamelys=in is found inside the cell. Papilla
(p). enamel organ (oe). The inset shows the earfy bell stage. where organic mafriz

is mot present. The red cirde shows the studied region.

Figure 3. Amelogenin and Enamelysin immunoflugsrescent labeling, in human
dental germ. Late bell stage Confocal Microscopy, 600z double Iabeling: A) anti-
amelogenin (produced here); secondary antibody: O dot secondary antibody 565

conjugates, hight blue (Molecular Probes). B) Anti-enamelysin (Chemicon
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Intermational ), secondary antibody: O dot secondary antibody 525 conjugates, red
iMolecular Probes). C) Co-ocalization. D) Zoom in on the co-localization. Stellate
reticulum [Re), exdracellular matrix of newly formed denBin and enamel (D).
Ameloblasts [Am). The inset shows the late bell stage in where the dentn

producton is done. The red cirde shows the studied region.

Figure 4. Amelogenin and Enamelysin immunofluorescent labeling, in human
dental germ. Late bell stage. Confocal Microscopy, 600x double labeling: A) Ant-
amebogenin (Produced here); secondary anfbody: @ dot secondary antibody 565
conjugates, Bght blue (Molecular Probes). B) Anfi-enamelysin  (Chemicon
Intermational ), secondary antibody: O dot secondary antibody 525 conjugates, red
(Modecular Probes). C) Co-ocalization. Papilla (p), dentin {d), enamel (g).
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Tables

Table 1. Codocalization analysis with double indirect labeling amelogenin-

enamalysin in early bell stags.

Co-docalization
Pearson’s Cormelation 0.5832
Overlap Coefficent 0.7672
Colocalization Rate 90.81%
Colocalization Area 116565.55 pm®
Area Image J0488.28 pm*
Area Foregroumnd 12835.00 pm™
Area Background 1765128 pm®
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Tabde 2. Co-ocalization analysis with double indirect labeling amelogenin-

enamelysin in latz bell stags.

Co-localization
Pearson's Comelation 0518y
Cyerap Cosficent 0.788
Colocalization Rate TB.63%
Colocalization Area 7242.84 prr
Area Image 1460343 pm®
Area Foreground 2973.50 prrr
Area Background 4934 24 prr
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