/

UNIUERSIDAD auTOnNoma
DE aGUASCALIENTES

CENTRO DE CIENCIAS BASICAS.

DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA.

TESIS

Expresion De Las Proteinas Del Esmalte En Dientes Fetales

Humanos.

PRESENTA
M. en C. Paloma Maria Campos Navarro.

PARA OBTENER EL GRADO DE DOCTOR EN CIENCIAS BIOLOGICAS.

TUTORES:

Dra. En C. Alma Lilian Guerrero Barrera.
Dr. En C. Francisco Javier Gutiérrez Cantu.

INTEGRANTE DEL COMITE TUTORAL
Dr. En C. Francisco Javier Avelar Gonzalez.

Aguascalientes, Ags., a 27 de noviembre de 2018.



Expresion De Las Proteinas Del Esmalte En Dientes Fetales Humanos.

Q9

UNIUERSIDAbD auTonoma
DE aGuasCaLieENTeS

M. en C. Jesus Ruiz Gallegos.

DECANO DEL CENTRO DE CIENCIAS BASICAS

PRESENTE

Por medio del presente como Tutor designado del estudiante PALOMA MARIA
CAMPOS NAVARRO con ID 184967 quien realizé la tesis titulada: EXPRESION DE
LAS PROTEINAS DEL ESMALTE EN DIENTES FETALES HUMANOS, y con
fundamento en el Articulo 175, Apartado Il del Reglamento General de Docencia, me
permito emitir el VOTO APROBATORIO, para que ella pueda proceder a imprimirla, y
asi como continuar con el procedimiento administrativo para la obtencion del grado.

Pongo lo anterior a su digna consideracion y sin otro particular por el momento, me

permito enviarle un cordial saludo.

ATE NTAMENTE
“Se Lumen Proferre”
Aguascalientes, Ags., a 23 de noviembre de 2018.

Dra. Al ian Guerrero Barrera
Tutor de tesis

c.c.p.- Interesado

¢.c.p.- Secretaria de Investigacion y Posgrado
c.c.p.- Jefatura del Depto. de Morfologia
c.c.p.- Consejero Académico

c.c.p.- Minuta Secretario Técnico

Vs

sr Guti Canta

CO-Tutor de tesis




Expresion De Las Proteinas Del Esmalte En Dientes Fetales Humanos.

9

UNIUERSIDAD auTonoma
DE aGuasCalLieENTES

M. en C. Jesus Ruiz Gallegos.
DECANO DEL CENTRO DE CIENCIAS BASICAS
PRESENTE

Por medio del presente como Tutor designado del estudiante PALOMA MARIA
CAMPOS NAVARRO con ID 184967 quien realizo la tesis titulada: EXPRESION DE
LAS PROTEINAS DEL ESMALTE EN DIENTES FETALES HUMANOS, y con
fundamento en el Articulo 175, Apartado Il del Reglamento General de Docencia, me
permito emitir el VOTO APROBATORIO, para que ella pueda proceder a imprimirla, y
asi como continuar con el procedimiento administrativo para la obtencion del grado.

Pongo lo anterior a su digna consideracion y sin otro particular por el momento, me
permito enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE
“Se Lumen Proferre”
Aguascalientes, Ags., a 23 de noviembre de 2018.

P el

Dr. Francisco Javier Avelar Gonzalez.
Asesor de tesis

<ONO¥A O
) 2/
\3 ¢ >
¢.c.p.- Interesado Q -
c.c.p.- Secretaria de Investigacién y Posgrado § w
c.c.p.- Jefatura del Depto. de Morfologia 3 21 MOV, 2018 ‘;
c.c.p.- Consejero Académico x A et
c.c.p.- Minuta Secretario Técnico wl § > /{‘ ~
?g CEMT Gl \-:\
v 7 m ‘_?,;




Expresion De Las Proteinas Del Esmalte En Dientes Fetales Humanos.

Q

UNIUERSIDAD auTonoma
DE aGuascaulienTes

PALOMA MARIA CAMPOS NAVARRO
DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS, MODALIDAD DIRECTA
PRESENTE.

Estimada alumna:

Por medio de este conducto me permito comunicar a Usted que habiendo recibido
los votos aprobatorios de los revisores de su trabajo de tesis y/o caso préactico
titulado: “EXPRESION DE LAS PROTEINAS DEL ESMALTE EN DIENTES
FETALES HUMANOS”, hago de su conocimiento que puede imprimir dicho
documento y continuar con los tramites para la presentacion de su examen de
grado.

Sin otro particular me permito saludarle muy afectuosamente.

ATENTAMENTE
Aguascalientes, Ags., a 23 de noviembre de 2018
“Se lumen proferre”
EL DECANO

M. en SE DE JESUS RUIZ GALLEGOS

c.c.p.- Archivo.




Expresion De Las Proteinas Del Esmalte En Dientes Fetales Humanos.

AGRADECIMIENTOS.

Quiero expresar mi mas sincero agradecimiento:
Al CONACYT por otorgarme la beca no. 415360.

A Dra. Alma por su continua ayuda y preocupacion, dejando a un lado sus propias
ocupaciones y su descanso para ayudarme a sacar esta tesis adelante, asi como
por sus enseflanzas, aliento, paciencia y comprension; ademas de que con
sabiduria logré forjar mi caracter y sembrar en mi los conocimientos y el amor
necesarios para el dia de hoy poder decir con orgullo que soy Doctora en Ciencias
Bioldgicas.

A Dr. Paco por siempre apoyarme durante la realizacion de la tesis, regafiarme
cuando era necesario, al darme consejos tanto profesionales como personales y

haber facilitado en todo momento el desarrollo de mi trabajo.

A Dr. Avelar por el interés mostrado durante la elaboracion de este trabajo y sus
comentarios siempre acertados, estando al pendiente a pesar de todas sus

ocupaciones.

A mis compafieros de generacion, Mariel, Daniel, Memo, Rusland, Moy y Miguel

por su ayuda y amistad.

A Gladis, Ernesto, Edgar y Diana quienes ademas fueron mis complices y

cuidaron de mi casi como hermanos.

A Adri que siempre estuvo dispuesta a apoyarme, dedicandome tiempo extra a su
jornada laboral, que era de su familia y sufri6 conmigo para obtener las mejores

imagenes, y quien en el transcurso de 4 afios ahora es una verdadera amiga.

A Moni y Edgarcito por su apoyo técnico, siempre salvandome de mi

incompatibilidad con las maquinas.
A mi familia, porque gracias a ellos he logrado la realizacién de este suefio.



Expresion De Las Proteinas Del Esmalte En Dientes Fetales Humanos.

DEDICATORIAS.

Hace 4 afios inicié este suefio desde cero, un cero que se convirtio en un diez, un
diez dedicado a Dios que fue mi mas grande confidente y mi pilar para seguir de
pie en los momentos de flaqueo, quien me ha abierto todos los caminos para

lograr mis metas en la vida.

A mi mas grande motivo de vida, quienes son mi voluntad y el motor para salir

adelante mi familia... a ustedes les debo todo lo que soy.

A mi madre, Dra. Maria Esther Navarro Rincon Gallardo, que cuando estuve
caida sin fuerzas para levantarme y llorando porque me sentia derrotada me dio
todo su apoyo y el aliento necesario para seguir adelante y no renunciar a mi

sueno.

A mi padre, Lic. Juan Gustavo Campos Silva, que es el hombre méas importante
de mi vida y quien me ha dado todo a su alcance y mas con tal de verme feliz y

realizada.

A ti, que siempre estas al pendiente de mi, y a tu manera me apoyas cuando

flagueo para sacar la casta y no desistir.



Expresion De Las Proteinas Del Esmalte En Dientes Fetales Humanos.

INDICE GENERAL

RESUMEN ..o e e e e e e s 2
AB ST R A CT < et nnas 3
INTRODUGCCION ..ottt bbbt 4
(@ [o] g1 0o =T =Ty S PR TP 5
Estadios De Desarrollo Del DIeNte. ..........ooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 5
TeIdOS del dIENTE. ... 7
BEIEEIIC...............ceoeeeeeeeeeeeeeeecceeeeeeeceeeeeeceeeeeeerrrrrrrneeseeerneeeeenes SRR . ........... 8
Proteinas De Matriz OFQANICA. ........ccoeiiiiuiiiiiiiieeeee e e e e e e e e 9
- 71 [ Lo g b T RTTTTRRTRRRR T .  N 10
AMEIODIASTING. ... e 11
EMGENE!ISING. .......coceoeeeeiiiieeiieeeeeeee B e 12
BHRNEEINA. ..........ccccoveeeniiiciecoee .. SO e 13
MEEEING. ......ccoooneeiieenceeneee. . N e . 13
ParVAIDUMING. ... e e e e e e e e 14
JUSTIRERIBEON. ......o....cooeiieeeenecmreieeeen e e Beer e e reee s s e eeenmmnneeeeneeeenannesnns NI ... 15
(O o= (Ao T CT=T o 1= = | PR 15
ODbjetivoS ESPECITICOS. ....uuuuiriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e ennnnnsnnnnnne 16
Capitulo 1. Expresion de Tuftelina en Gérmenes Dentales Humanos. ................. 17
Capitulo 2. Human Ameloblastin Labeling in FEtuses..........ccccoevvieiiiiiiiiiiceeeeeee, 24
Capitulo 3. Ameloblastin-Tuftelin Spatial Interaction in Human Dental Germs
DEVEIOPMENT....ciiiiiiiiiiiii e 44
CONCLUSIONES ... e e e e e e e e e e eeaa s 64
REFERENCIAS . ... ettt e e e e e e e e e e e e e eaans 66



Expresion De Las Proteinas Del Esmalte En Dientes Fetales Humanos.

RESUMEN

El esmalte dental es el tejido mas duro y mineralizado todos los vertebrados. El
esmalte se encuentra expuesto a las superficies oclusales y al ambiente quimico
de la boca, por lo que actia como una barrera que protege a los dientes de

cambios fisicos, quimicos y térmicos.

El esmalte se forma por ameloblastos, los cuales, durante su diferenciacion
expresan proteinas (amelogenina, ameloblastina, tuftelina, enamelisina y
parvalbumina), las cuales son necesarias para el correcto desarrollo del esmalte y

regulan su mineralizacion.

La amelogenina es la proteina que se encuentra en mayor cantidad y es esencial
para la adecuada formacién del esmalte contribuyendo a su organizacién
estructural regulando el crecimiento de los cristales. La ameloblastina actiia como
molécula de adhesion celular para el ameloblasto, y también esta involucrada en
la proliferacién y diferenciacion del ameloblasto. La enamelisina es la encargada
de degradar a la amelogenina. La tuftelina participa en el inicio de la

mineralizacion del esmalte y la parvalbumina es crucial para la calcificacion.

Es importante conocer la distribucién e interacciones de las proteinas en el
esmalte en el ser humano, y mediante los resultados obtenidos podemos
corroborar que al momento de iniciar la calcificacion del esmalte las cinco
proteinas interactian entre ellas permitiendo que el esmalte tenga la dureza que

lo caracteriza.

Palabras clave: inmunohistoquimica, inmunofluorescencia, microscopia Confocal,
co-localizacién, esmalte, amelogenina, ameloblastina, tuftelina, enamelisina,

parvabumina.
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ABSTRACT

Dental enamel is the harder and most highly mineralized tissue of all vertebrates.
Enamel is exposed to the occlusal surfaces and chemical environment inside the
mouth, so that it acts like a barrier that protects the teeth from physical, chemical

and thermal forces.

Enamel is formed by the ameloblasts that, when differentiated, they express
proteins (amelogenin, ameloblastin, tuftelin, enamelysin and parvalbumin), which
are necessary for the proper development of the enamel and regulate its

mineralization.

The amelogenin is the protein that is in greater quantity and is essential for the
suitable formation of enamel contributing to its structural organization regulating
the growth of the crystals. Ameloblastin acts as a cell adhesion molecule for the
ameloblast, and is also involved in the proliferation and differentiation of
ameloblast. Enamelysin is responsible for degrading amelogenin. Tuftelin
participates in the initiation of enamel mineralization and parvalbumin is crucial for

its calcification.

It is important to know the distribution and interactions of proteins in enamel in
humans, and through the results obtained we can confirm that at the time of
enamel calcification, the five proteins interact with each other, allowing the enamel

to have the hardness that characterizes it.

Keywords: immunohistochemistry, immunofluorescence, confocal microscopy,
co-localization, enamel, amelogenin, ameloblastin, tuftelin, enamelisin,

parvabumin.
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INTRODUCCION

El desarrollo dental es esencial para sostener y mantener la calidad de vida de los

seres humanos.

Los dientes humanos se desarrollan como unidades individuales y siguen una
secuencia durante un periodo de tiempo largo, alrededor de 20 afos, durante el

cual erupcionan totalmente en la boca.!

En el desarrollo de cabeza se distinguen dos regiones: la region neurocraneana y
la region visceral. En la cual se da origen al sistema digestivo y al sistema
respiratorio asi como, a las estructuras faciales que se forman a partir de los

arcos branquiales con sus tejidos duros y blandos.

En la region visceral al finalizar la tercera semana se pliega el embrién trilaminar,
formando una depresion llamada estomodeo, depresion estomodeal o cavidad

bucal primitiva.

Al finalizar la cuarta semana se establece la comunicacion entre la cavidad bucal
primaria y la faringe al romperse la membrana bucofaringea. Las estructuras que
rodean al estomodeo crecen y se agrandan rapidamente. Dos semanas después
se produce la diferenciacion de la lamina dental o listobn dental, que es el primer

signo del desarrollo de los 6rganos dentarios.?

En el curso del desarrollo de los érganos dentarios en el hombre, aparecen
sucesivamente dos clases de denticiones: la denticion primaria o infantil y los

segunda denticién o de adulto.?3

La denticion infantil consta de 20 pequefios dientes (10 en cada arcada) cuya
forma y tamafio satisfacen las necesidades fisiologicas requeridas, coincidiendo
armonicamente con el tamafio de la boca, con los huesos y con todo el conjunto

anatomico durante el periodo de vida en el que cumplen su funcién. La segunda
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denticion esta formada por treinta y dos dientes, dispuestos en ambas arcadas,

una que corresponde al maxilar superior y otra a la mandibula.®

Odontogénesis.

El desarrollo de los 6rganos de los vertebrados implica una serie continua y
reciproca de interacciones entre el epitelio dental y el mesénquima. El desarrollo
dental es un ejemplo clasico de este proceso.*®

El desarrollo individual de los dientes se caracteriza por una serie de
interacciones moleculares reiterativas que toman lugar entre el epitelio
odontogénico y la cresta neural derivada del ectomesénquima dentro de los
primeros primordios de la mandibula.”'4, y experimenta diferentes etapas
definidas por las caracteristicas morfol6gicas del epitelio dental. La invaginacion
del epitelio oral da lugar al epitelio dental que adquiere progresivamente formas
caracteristicas de forma, tales como las de brotes, casquete y campanas.
Después de la iniciacion del diente, el potencial odontogénico se desplaza al

mesénquima que indica al epitelio formar estructuras especificas del diente.?

En la fase de campana, el mesénquima da lugar a la pulpa dental. Las células de
la pulpa adyacentes al epitelio dental comienzan a diferenciarse en odontoblastos,
mientras que las células epiteliales que se enfrentan a la pulpa dental se
diferencian en ameloblastos, los cuales formaran dentina y esmalte
respectivamente.81517 La diferenciacion del ameloblasto comienza una vez que
una pequefia capa de predentina es formada y es seguida de un depdsito de

matriz del esmalte y su mineralizacién.®18

Estadios De Desarrollo Del Diente.
Los gérmenes dentarios siguen en su evolucidon una serie de etapas que, de

acuerdo a su morfologia se dividen en 3 estadios de desarrollo, los cuales se

5
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denominan estadio de brote macizo o yema, estadio de casquete estadio de

campana y estadio de foliculo, terminal o maduro.%2°

Durante el estadio de brote o de iniciacion los factores de crecimiento inducen
proliferacion de células epiteliales, para formar una lamina dental, determinando
asi el sitio de formacién de los dientes.?! Ademas aparecen los brotes que seran
los futuros organos del esmalte que daran lugar al Unico tejido de naturaleza

ectodérmica del diente, el esmalte.221

En el estadio de casquete, alrededor de la novena semana del desarrollo
embrionario, adquiere forma de un verdadero casquete. Su concavidad central
encierra una porcion del ectomesénquima que lo rodea, la futura papila dentaria,
que dara origen al complejo dentinopulpar.'® Histolégicamente se distinguen el
epitelio dental interno, el epitelio dental externo y el reticulo estrellado, en el

érgano del esmalte.?

La etapa de campana del desarrollo dental inicia alrededor de la décimo cuarta
semana. Se cree que es un proceso controlado por un centro de sefializacion
gue se desarrolla en la punta del estadio de brote tardio conocido como nudo del
esmalte. Finalmente, el epitelio dental del brote invagina dentro del mesénquima
subyacente, formando un germen dental en el estadio de campana tardia.'321.22
Mientras tanto, pequefios diverticulos surgen de las papilas epiteliales dentales en
la parte superficial, y se convierten en los brotes secundarios de dientes (brotes
de dientes permanentes). Estos gérmenes de dientes secundarios se detienen en

la etapa de campana y reanudan hasta que se sustituyen los dientes primarios.?*

En ésta etapa las células mas externas de la papila dental empiezan a
diferenciarse en odontoblastos que secretan la dentina, y el epitelio interno del
esmalte se diferencia en ameloblastos, que son las células productoras de
esmalte.?%2?2 La membrana basal que separa al 6rgano del esmalte y a la papila
dental se degrada después de la deposicion de predentina y antes que la matriz

del esmalte sea secretada por los ameloblastos. Esta membrana es la interfaz
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que con el tiempo se convierte en la unibn amelodentinaria; su degradacion
permite el contacto directo entre los odontoblastos y preameloblastos, interaccion

que puede funcionar como una sefializacion inductiva entre ellos.?°

El periodo de campana también determina la morfologia de la corona por sefiales
especificas del ectomesénquima subyacente o papila dental sobre el epitelio
interno del 6rgano dental. Ello conduce a que esta etapa celular se pliegue, dando
lugar a la forma, numero y distribucion de las cuspides, segun el tipo de elemento
dentario al que dara origen. Es decir, el patron coronario se establece antes de

comenzar la aposiciéon y mineralizacién de los tejidos dentales.?

La citodiferenciacion de las células formadoras de tejido duro comienza en la
punta de las cuspides y requiere interacciones entre los odontoblastos y los

ameloblastos.?3

Tejidos del diente.

El diente de mamifero esta compuesto por 4 tipos de tejidos: esmalte, dentina,
pulpa y cemento. La pulpa se encuentra ubicada en la cavidad central de un
diente y es un tejido blando, que contiene nervios, vasos sanguineos, fibroblastos

y linfocitos. Los otros tres componentes son tejidos duros calcificados. 32425

La corona dental humana estd formada en su exterior por el esmalte e
internamente por la dentina.?4262” Estos dos tejidos El esmalte y la dentina actlian

como herramienta para la masticacion de alimentos.?*

El esmalte esta expuesto a la superficie oclusal y al entorno quimico dentro de la
boca como el tejido mas duro del cuerpo humano, el esmalte es sometido a
friccion y desgaste todos los dias. Ademas, desempefia un papel crucial en el
mantenimiento de las severas fuerzas masticatorias y, al mismo tiempo, protege

la vital dentina y la estructura pulpar de los dientes.?6:2”
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Esmalte.

El esmalte dental es el recubrimiento compuesto biocerdmico de dientes de
vertebrados que es Unico en muchos aspectos? y, en general se considera un
material ceramico biolégico natural debido a su componente principal, la
hidroxiapatita.?® El esmalte dental es el tejido duro méas mineralizado del cuerpo y
es Unico en su composicion y proceso de formacion.®%-32 En los humanos y en
muchos otros mamiferos, la formacion de esmalte se clasifica artificialmente en

etapas de preconcepcion, secrecion y maduracion.33

El esmalte dental es el Unico material organizado nanoestructuralmente.®* Su
compleja organizacién se debe a las exigencias del medio bucal y el contacto con
los dientes antagonistas.3® Este tejido forma la estructura externa del diente que
envuelve la corona entera,¢4° con un grosor de 1 a 2 mm,? formando una
barrera aislante que protege a la dentina subyacente y a la pulpa contra el
desgaste mecanico, la erosion acida y las bacterias que atacan en nuestra vida
cotidiana.%3¢-4° Por lo tanto las propiedades estructurales y compositivas del
esmalte son extremadamente importantes para sus funciones biomecanicas
inherentes.38 Sin embargo, a diferencia de otros biominerales como por ejemplo la
dentina, el esmalte es un tejido no vivo y no tiene capacidad para regenerarse,

auto-repararse o remodelarse.*43

El esmalte es formado mediante un proceso llamado amelogénesis, el cual, es un
proceso complicado que se refiere a la interaccion entre el crecimiento de
cristales de hidroxiapatita y las proteinas extracelulares,®%444> asi como por una
serie programada de eventos fisiologicos y quimicos incluyendo la expresion
geneética, la secrecion de proteinas, el plegamiento y ensamblaje de las proteinas,

el crecimiento de minerales y la degradacién de proteinas.?0-24:46

A diferencia de la mayoria de los tejidos biomineralizados derivados del colageno

y del mesénquima, el esmalte es creado por un linaje de células derivado del
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ectodermo, los ameloblastos.?62847 El depoésito del esmalte inicia en la unién

amelo-dentinaria cuando los ameloblastos inician su diferenciacion.?4

Los ameloblastos son células de origen epitelial cuya diferenciacion esta
estrechamente vinculada a la diferenciacion de las células formadoras de la
dentina, los odontoblastos, que son de origen mesenquimal.?® Excepcionalmente,
los ameloblastos son células que secretan una matriz extracelular mineralizante.’
Forman una capa unicelular que cubre al esmalte en desarrollo y son
responsables de su composicidn; forman parte del 6rgano del esmalte que se
compone de una capa epitelial externa, el reticulo estrellado, el estrato intermedio
y el epitelio interno del esmalte (capa Ameloblasto).*® El ameloblasto comienza a
depositar matriz adamantina en la predentina durante el estadio de campana

tardio.20

La dureza del esmalte se debe a que esta quimicamente compuesto por materia
inorganica microcristalina organizada de forma nanométrica, (cristales de

hidroxiapatita) en un 96%, 3% de agua, y 1% de matriz organica.?16:4549

Hace aproximadamente 50 afios, se demostr6 que esmalte dental durante su
desarrollo tenia un alto contenido en proteinas, mientras que el esmalte maduro
no lo tiene.%5! Se descubrié que las proteinas de la matriz del esmalte son

removidas durante la etapa de maduracién de la amelogénesis.>?

Proteinas De Matriz Organica.

La matriz organica en el esmalte es heterogénea, y las proteinas son los
constituyentes mas representativos del esmalte en desarrollo; estas proteinas
regulan la mineralizacion del esmalte, controlan la morfologia de los cristales y
actian como nucleadores minerales durante la maduracién del esmalte.?® Los
ameloblastos producen dos clases principales de proteinas de la matriz del
esmalte (EMP): proteinas hidréfobas llamadas amelogeninas (90% de la matriz de

esmalte en desarrollo) y un grupo heterogéneo de proteinas no amelogeninas (el

9
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10% restante), como las proteinas del esmalte anidnicas ricas en prolina, tuftelina
y otras proteinas séricas.”3 Las proteinas no amelogeninas incluye ameloblastina,

enamelina y tuftelina®4° y la parvalblmina.>*>7

Sobre estas proteinas se destacan dos puntos importantes. En primer lugar, son
necesarias para la adecuada formacion del esmalte. Sin embargo, mas tarde se
reabsorben por los ameloblastos que originalmente les secretan en la matriz.3°
Asi, estas proteinas son necesarias para la formacion del esmalte, pero no forman
parte del producto final maduro. Soélo pequefias cantidades de proteina
permanecen en esmalte maduro. En segundo lugar, los genes que codifican estas
proteinas de la matriz del esmalte han degenerado en pseudogenes en mdltiples
especies sin dientes o sin esmalte que descendian de antepasados con dientes
cubiertos de esmalte.*®* También se cree que estas proteinas se encuentran
presentes para regular el inicio, la propagacion, la terminacion y la maduracion, y

son esenciales para el desarrollo adecuado del esmalte.>?

Amelogenina.

La amelogenina es la principal proteina estructural del esmalte y constituye el
90% del contenido proteinico de la materia organica al comenzar la
amelogénesis'®2046 y es un factor clave en controlar la orientacion y el
crecimiento alargado de los prismas del esmalte durante el proceso de

mineralizacion.*®

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,®® y disminuye progresivamente a medida que

aumenta la madurez del esmalte.5?

La amelogenina es critica para la formacion adecuada del esmalte, pero en la

actualidad, sabemos por estudios con ratones knock-out’knock-in que la

10
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amelogenina por si misma no puede iniciar el crecimiento cristalino o promover la
formacién del esmalte;*® sin embargo, controla la organizacion y el crecimiento de
los prismas del esmalte, y es fundamental para la formacion normal del esmalte;
pero a pesar que la amelogenina es necesaria para la formacion correcta del
esmalte, es reabsorbida en los ameloblastos secretores.*862 Ademas, los defectos
en la secuencia de la amelogenina conduce a la formacién defectuosa de prismas
del esmalte y su organizacién, y, la supresion de los dominios terminales
conservados conducen a la formacién de esmalte mal definido como es el caso de
la amelogénesis imperfecta, resaltando la importancia de estos dominios

conservados en la interaccion proteina-proteina o proteina-minerales.6.63.64

Ameloblastina.

La Amelobastina también conocida como sheatelina, envoltulina o amelina®®%® es
una glicoproteina especifica del diente® expresada por los ameloblastos, presente
en la matriz organica del esmalte,®-%° implicada en la interaccion mesénquimo-
ectodérmica que precede a la secrecion de esmalte y dentina.®® Siendo la
proteina no amelogenina mas abundante®’® constituye casi el 5% del total de las
proteinas presentes en la matriz organica.?° Es rica en prolina y secretada junto

con la amelogenina en granulos de secrecion.’*

Es la segunda glicoproteina no amelogenina esmalte especifica, y funciona como

una molécula de adhesién celular para el ameloblasto.*>48

La ameloblastina es miembro de la familia de fosfoproteinas (SCPP) calcio
secretoras de proteinas.”? Es una proteina tipica de la matriz extracelular que
puede estar involucrada en la regulacion de la adhesion, proliferacion y
diferenciacion de los ameloblastos®® a la matriz del esmalte subyacente®, y

parece que cumplen funciones esenciales del desarrollo del esmalte.

Las ameloblastinas se sintetizan como proteinas de 65-70 kDa que se convierten

rapidamente en varias proteinas de bajo peso molecular, ellas promueven la

11
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formacion de minerales y la elongacién de los cristales,”® asi como en la

modulacion de su crecimiento.5574

Inmediatamente después que los ameloblastos secretan ameloblastina para la
formacién del esmalte, la ameloblastina se escinde en varios fragmentos’® por sus

propias enzimas proteoliticas tales como la enamelisina (MMP-20) y la calicreina-
4_76,77

Existen altos niveles de expresion de ésta proteina en el estadio secretor que
disminuye en el estadio de maduracion; transitoriamente se expresa en la matriz
de dentina y las células epiteliales de la vaina radicular de Hertwig®, su rol en

dentina y cemento no se ha establecido.

Estudios recientes han notado la expresion de esta proteina en dentina, cemento,
pulpa, huesos craneales y osteoblastos primarios.’®81 Actla como mélecula de

remodelado 6seo®! y actlia directamente en la osteodiferenciacion.®?

Enamelisina.
La enamelisina (matriz metaloproteinasa-20 MMP20) es la proteinasa expresada

durante la secrecién a través de la etapa de maduracién temprana.8?

La MMP20 originalmente fue clonada de una biblioteca de ADNc de érgano del
esmalte porcino.®* Aungque desde entonces se ha demostrado que es expresada
en odontoblastos del érgano pulpar,® su expresion se pensé originalmente para
ser confinada en el érgano del esmalte. Por lo tanto, esta MMP fue nombrada

"enamelisina".

La enamelisina de 54 kDa sélo es secretada por odontoblastos y ameloblastos. Es
expresada en el esmalte de nueva formacion, tiene la funcion de degradar a la
amelogenina, la proteina mas abundante del esmalte.'® Su expresion es critica
para mantener la morfologia normal del érgano del esmalte durante la etapa de

maduraciéon cuando MMP-20 ya no se expresa.?488” En su ausencia aparecen

12
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nddulos calcificados en la superficie del esmalte en la etapa de maduracién, con

pérdida de la continuidad de la capa de ameloblastos casi lineal.?*

Enamelina.

La Enamelina es la mas grande y menos abundante de las tres fosfoproteinas
calcio secretoras y representa alrededor del 5% de las proteinas totales en el
desarrollo del esmalte.®® Hasta la fecha, el gen enamelina (Enam) ha sido
considerado comunmente como un gen especifico de diente expresado por el

6rgano del esmalte y (en un nivel bajo) por odontoblastos.®®

Tuftelina.

La tuftelina es secretada en la matriz del esmalte y puede detectarse en la unién
amelodentinaria.?8%° Su expresion (justo antes del inicio de la mineralizacién del
esmalte) y su naturaleza acida la hacen una buena candidata para la participacion

en las etapas iniciales de la mineralizacion del esmalte.%:

La sobreexpresion de tuftelina en la matriz extracelular del esmalte produce
imperfecciones de los prismas del esmalte y la estructura del cristalito en un

modelo de ratén transgénico.%?

La tuftelina, pesa 44 KDa, es una proteina acida primero clonada y secuenciada®?
desde una biblioteca de expresion bovina de cDNA enriquecido de ameloblasto.

Se encuentra en el esmalte en desarrollo y en el esmalte extracelular maduro.

El momento de la expresién de la tuftelina (justo antes de que comience la
mineralizacion del esmalte), el lugar donde se acumula, y su naturaleza acida
sugieren que la tuftelina se involucra en las etapas iniciales de la mineralizacion
del esmalte, probablemente a través de nucleacion.®® Sin embargo, también se
expresa en las primeras etapas de la odontogénesis (E13), cuando aln no se han

formado ni el esmalte ni la dentina, esto sugiere que la tuftelina puede tener
___________________________________________________________________________________________________________________|]
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multiples papeles, y también esta involucrada en la comunicacion del

mesénquima/ectodermo.®°:94

Parvalbumina.

Otra proteina es la parvalbumina, la cual se presenta en células nerviosas,
musculares y en las generadoras de tejidos mineralizados: odontoblasto y
ameloblasto. En cambio, esta ausente en estos dos tipos cuando no han
alcanzado su grado total de diferenciacién. En las células nerviosas interviene en

la plasticidad de la membrana durante el desarrollo dendritico.

En el ameloblasto, la parvalbumina se encuentra en el citoplasma, Pero sin una
relacion directa con ningun organulo en particular. Durante el periodo secretor se
localiza preferentemente en el polo distal del proceso de Tomes. Su funcién esta

relacionada con el pasaje del calcio del medio intracelular al extracelular.

La parvalbimina pertenece a una familia de pequefias proteinas acidas de unién
al calcio, que se encuentran en el musculo esquelético de los vertebrados y en

cerebro y glandulas endocrinas de mamiferos incluyendo al hombre.5556:%5

Tanto la Vitamina D dependiente de proteinas de union de calcio y la
parvalbumina se han detectado en los ameloblastos y en el cartilago calcificado
mediante técnicas inmunohistoquimicas. Estas dos proteinas de uniéon a Ca
pueden jugar un papel crucial en la acumulacién local de iones calcio durante el
proceso de mineralizacion. La parvalbumina se limita exclusivamente a los
ameloblastos en el diente. La inmunoreaccién de la parvalbimina en el

ameloblasto esta polarizada hacia el apice de las células.5®
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Justificacién.

Las proteinas de la matriz organica participan de manera preponderante en la
formacion 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 las proteinas, pueden conducir a la mala
produccion del esmalte. Estas alteraciones en la que estan implicados
desdrdenes genéticos, se caracterizan por anomalias en el desarrollo, cantidad y
calidad del esmalte dental, lo cual tiene un efecto claro en la deposicion y

distribucion de la amelogenina, durante la amelogénesis.

Por lo anterior es necesario conocer la distribucion de las proteinas, durante el
desarrollo del érgano del esmalte, en el ser humano a fin de comprender como se
lleva a cabo este proceso, ya que en la literatura se mencionan estas relaciones
solo en especimenes animales; en humanos solo se ha dado a conocer la
amelogenina y la enamelisina, lo cual constituye la justificacion de la presente

tesis.

Objetivo General
e Conocer la localizacidén espacial y temporal de las proteinas que conforman

la matriz organica del esmalte en fetos humanos.
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Objetivos Especificos.
e Conocer la localizacion proteinas de la matriz organica del esmalte.
e Determinar en qué etapa del desarrollo del érgano del esmalte aparecen

las proteinas, asi como su posible co-localizacion.
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Capitulo 1.

Expresion de Tuftelina en Gérmenes Dentales Humanos

17



Expresion De Las Proteinas Del Esmalte En Dientes Fetales Humanos.

Int. J. Morphol.,
35(1):293-298,2017.

Expresion de Tuftelina en Gérmenes Dentales Humanos
Expression of Tuftelin in Human Dental Germs
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Gallardo, Maria Esther'; Mariel-Murga, Humberto'; Mariel-Cérdenas, Jairo' & Gutiérrez-Canti, Francisco Javier*

CAMPOS-NAVARRO,P. M ; GUERRERO-BAR'RERA, A.L; AVELA!}-GONZ:“\LEZ.' F. J.; NAVARRO-RINCON-GALLAR-
DO, M. E; MARIEL-MURGA,H.; MARIEL-CARDENAS, J. & GUTIERREZ-CANTU, F. J. Expresion de tuftelina en gérmenes
dentales humanos. Int. J. Morphol., 35(1):293-298, 2017.

RESUMEN: La tuftelina es una proteina secretada en la matriz adamantina en desarrollo durante la formacion del esmalte. Su
funcidén continda sin esclarecerse, aunque se presume que juega un papel importante en la biommeralizacién de esmalte y dentina, asi
como en el desarrollo del érgano dental. Con el presente estudio se identificé su localizacion en las diferentes estructuras de gérmenes
dentales de fetos humanos, conforme a los resultados se observé su expresion en el estadio pre-secretor observindose en el citoplasma de
los ameloblastos, reticulo estrellado, papila dental, asi como en el estrato intermedio; en el secretor se identificéd principalmente en la
unién amelodentinaria, y en la superficie externa del esmalte, observando una marcada expresion de la proteina en la porcion basal del
proceso odontoblistico, pero no en la matriz extracelular de la dentina. De acuerdo a los resultados obtenidos se puede considerar que su

expresion se presenta tanto en la amelogénesis, como en la odontogénesis en tejidos sin mineralizar,

PALABRAS CLAVE: tuftelina; inmunohistoquimica; amelogénesis.

INTRODUCCION

El esmalte dental es el tejido mds duro y mineraliza-
do del cuerpo humano. Su formacién se caracteriza por un
proceso de desarrollo intenso y organizado (Fincham er al.,
1999), que se forma quimicamente por matriz inorgdnica,
(95 %). agua (3—5 %) y por matriz organica (1-2 %)
(Gutiérrez-Canti er al.. 2011, 2014). El proceso de
amelogénesis involucra a los ameloblastos, los cuales,
secretan proteinas de la matriz orgdnica que incluyen
amelogeninas, ameloblastinas, enamelinas y tuftelinas, las
cuales son capaces de guiar la formacion de los prismas del
esmalte, con la previa produccién de dentina (Simmer &
Hu.2002; Lacruzer al., 2010; Jeremias er al., 201 3: Tariq er
al..2014). Lamayor parte de los estudios realizados previa-
mente se han realizado en modelos animales. La tuftelina se
encuentra catalogada dentro del grupo de las proteinas no-
amelogeninas, siendo la primera proteina de ellas en ser ca-
racterizada (Zeichner-David, 2001 ; Caton & Tucker, 2009).
El grupo de proteinas no-amelogeninas incluye a la
enamelina, ameloblastina y tuftelina (Zeichner-David, 2001;
Mihu ez al., 2008, Gutiérrez-Canti et al., 2014).

Esta es una proteina especifica no-amelogenina, que
originalmente fue identificada y caracterizada en el esmalte
extracelular maduro y en desarrollo (Deutsch er al.,2011);
se considera que juega un papel importante en la calcifica-
cion del esmalte (Deutsch er al., 1995, 1998, 2002). Es
glicosilada con sitios de fosforilacion de serina y treonina
(Deutsch eral.,2002). Las c€lulas epiteliales la expresan en
etapas tempranas de la odontogénesis (Zeichner-David er
al., 1997; Deutsch er al., 1998, 2002; Leiser er al., 2007) y
desempenan un papel importante en la mineralizacién y or-
ganizacion estructural del esmalte pudiendo ser importante
en la nucleacién de los cristales adamantinos (Deutsch er
al., 2002).

La expresion de esta proteina se ha observado en nu-
merosos tipos de tejidos en diferentes origenes embriolégicos
(mesenquimal, epitelial y neuronal) (Mao er al., 2001;
Deutsch er al.,2002; Shay er al.,2009). tejidos mineralizados
normales y con presencia de células cancerosas (Mao et al.,
2001; Deutsch er al., 2002; 2011; Leiser er al., 2007). Su
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peso molecular es de 44 KDacon un punto 1soeléctricode 5.7
(Shay et al., 2009), y se considera una proteina no especifica
del esmalte (Deutsch efal., 2002). Parece restringirse al drea
de la union amelodentinaria (DET) y aparece como producto
de los ameloblastos j0venes y pre-odontoblastos. Debido asu
ubicacion restnngida se ha propuesto que juega un papel en la
induccion y el inicio de la mineralizacidn asi como un mate-
rial de union que une al esmalte y la dentina { Avery,2011). Se
localiza principalmente dentro del citoplasma de la célula; se
acumula en regiones citoplasmiticas definidas. no asi en el
aparato de Golgi y/o grinulos de secrecion, de los
ameloblastos. (Luo ef al., 2004 ). Se ha identificado su expre-
sion dentro de los procesos de los odontoblastos durante las
primeras etapas de desarrollo de los drganos dentales y en la
porcion del esmalte adyacente a la DEJ en etapas posteriores
(Simmer & Fincham, 1995). Esta proteina, al igual que la
amelogenina, se ha considerado de auto-montaje, asi como
se ha sugerido su relacion en el desarrollo ¥y mineralizacion
del esmalte, pero su funcion especifica aun es desconocida
(Paine er al., 1998). Se cree que. junto con la enamelina,
tienen una funcion primaria en la nucleacion de los cristales
del esmalte (Termine ef af.. 1980; Diekwisch eral., 1997) y
se expresaen varios tejidos no mineralizados, lo cual sugie-
re que tiene una funcion universal y/o un papel
multifuncional (Deutsch ef al., 2002; Leiser, ef al., 2007;
Jeremias, ef al., 2013) en el proceso de desarrollo que se
activa durante la organogénesis (Leiser, et al., 2007). De-
ben distinguirse de las proteinas tuft. que son proteinas ex-
tremadamente insolubles o fragmentos de proteinas
secretadas durante la amelogenesis temprana, que quedan
en la matnz calcificada durante la maduracion del esmalte y
se identifican en los penachos, que son los haces sinuosos de
material orginico que pueden ser reconocidos
histolégicamente en la DEJ (Deutsch er af.. 1995).

Debido a la importancia que tiene la tuftelina en el
desarrollo y mineralizacion del drgano dental, el objetivo del
presente estudio fue determinar su localizacion en las dife-
rentes estructuras de gérmenes dentales en fetos humanos.

MATERIAL Y METODO

Consideraciones éticas. El Comité de Educacion, Investiga-
cion y Etica del Hospital General de Zacatecas, México; es la
institucion que realizd la donacion de los fetos humanos, y
también suministro los permisos para su uso en esta investi-
gacion.

Obtencion de especimenes. Se analizaron cinco fetos de en-
tre 14 y 22 semanas de gestacion; se realizo una valoracion
macroscopica a cada espécimen, con lo que se descartd cual-
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quier malformacion, para posteriormente hacer la diseccion
de los fetos, y obtener cinco maxilares superiores y cinco in-
feriores, cada uno dividido en derecho e 1zquierdo, con lo que
se obtuvieron 20 hemimaxilas, las cuales se fijaron en
formalina neutra al 10 %.

Preparacion de especimenes

Immunohistoquimica. Las hemimaxilas se colocaron en una
solucion de descalcificacion de dcidoetilendiaminotetraacético
al 10 % (EDTA) durante 15 dias, se tomaron radiografias
periapicales para evaluar el progreso de la decalcificacion,
una vez descalcificados, los especimenes se lavaron en PBS
al 1 % durante 30 minutos y se embebieron en parafina. Se
realizaron cortes seriados de 5 mm de grosor realizandose el
desenmascaramiento de epitopes en una solucion de citrato
de sodio al 0.01 M con un pH de 6.0 por lapsos de 25, 10,8, 5
¥ 5 segundos en un horno de microondas con intervalos de 2
minutos entre cada lapso. Se bloguearon las peroxidasas
endogenas y se aplicod un anticuerpo policlonal anti-tufielina
contra congjo (Molecular Probes) diluido 1:100, como anti-
cuerpo secundario se utilizd el sistema Dako LSAB HRP
(Dako, Glostrup, Denmark), se contratiié con hematoxilina
(Allen er af., 1994). Las imdgenes se obtuvieron con un mi-
croscopio Leika DM 1000 equipado con el analizador de Leica
Acquire. El cilculo del tamaiio de la muestra se obtuvo de
acuerdo a la formula de Cummins y Hulley {Hulley &
Cummins, 1988). Obteniendo un total de 20 muestras para
analizar.

RESULTADOS

Utlizando un anticuerpo policlonal IgG anti-tuftelina
contra congjo, se detectaron patrones significativos de tincion
en el esmalte en desarrollo de gérmenes dentales de fetos
humanos de entre 14 y 22 semanas de gestacion, tantoen el
estadio pre-secretor como en el secretor.

Localizacion de la tuftelina en el estadio pre-secretor. Las
microfotografias de los controles como de la inmunotincion
de este estadio fueron obtenidas germenes dentales en esta-
dios de campana temprana. Las figuras la y lc se tomaron a
40x y la lby 1 d a 100x. Los controles se tifieron con
hematoxilina-eosina logrando observarse los ameloblastos pre-
secretores (A), el reticulo estrellado (SK.), la papila dental (P)
y el estrato intermedio (SI) (Fig. lay Ib).

Los resultados de la inmunotincion con el anticuerpo
para tuftelina en el estadio pre-secretor muestra una reaccion
casl homogénea intensa en todos los componentes del ger-
men dental, siendo un poco mds intensa en la porcion basal

19




Expresion De Las Proteinas Del Esmalte En Dientes Fetales Humanos.

) -O- -" .

. . .' - " ¥ .

N TR A

S P CeAY s T
g™ \".”4 ..“‘ le ltlz‘n".‘?"o

CAMPOSNAVARRO, P M GUERRERO-BARRERA AL L AV ELARGONZALEZ,F. L NAVARRO-RINCON.GALLARDO, M. E; MARIELMURG A, Hi MARIEL.CARDENAS, J.
& GUIIERREZ-CANTU, F. J. Expresidn de tultelina en pérmenes dentales tummsanos, s, 2 Mosphol, 451 )293.298, 2017,

B ¥ ; ’_... L"
SR Y
M8 )

AL e

Fig. 1. Reconocimiento especifico de tuftelina en fetos humanos en el estadio presecretor del germen dental. Imidgenes a40x (ay ¢)y a
100x (b y d). Imigenes a 40x (ay ¢) y a 100x (b y d). Las microfotografias muestran: Controles Tincion H-E (a y b). En ¢l estadio pre-
secretor se encuentra en todo el citoplasma de los ameloblastos (A), en la papila dental (P), en el reticulo estrellado (SR) y en el estrato

intermedio (SI) (¢ y d).

del citoplasma de los ameloblastos, disminuye hacia laregion
apical, el reticulo estrellado, la papila dental, asi como en el
estrato intermedio (Fig. lcy 1d).

Localizacién de la tuftelina en el estadio secretor. Las
microfotografias de este estadio fueron tomadas de un ger-
men dental en estadio de campaia tardio, periodo en el que ya
hay produccion tanto de esmalte como de dentina. Las Figu-
ras la, lcy le se encuentran a 40x y las Ib, Id y Ifa 100x.

Las Figuras 2a y 2¢ pertenecen a laregion cispidea de
un molar, en el cual ya se observa una porcion de esmalte y
dentina mineralizados y, las figuras 2b y 2d corresponden ala
region hacia cervical, en donde apenas comienza la secrecion
de esmalte.

El control de la region cispidea del estadio secretor
tefiido con Hematoxilina-eosina, muestra el reticulo estrella-
do, esmalte, odontoblastos, DEJ, la dentina del manto y
predentina (Fig. 2a); mientras que en el control de la region
cervical solo se observan el esmalte, la dentina del manto y
los odontoblastos (Fig. 2b).

Con la inmunotincion en la region cispidea del esta-
dio secretor se identifica la presencia de la tuftelina principal-
mente en ¢l esmalte y en la unién amelodentinaria, notando
que su distribucion en el espesor del esmalte no es homogé-
nea, observindose una fina linea concentrada en la unién
amelodentinaria y en el esmalte mds superficial (Fig. 2¢), en-
tretanto en la region cervical la reaccion primordial se percibe
en lasuperficie externa del esmalte (Fig. 2d); hacia el drea de
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Fig. 2. Reconocimiento especifico de wftelina en fetos humanos en el estadio secretor del germen dental, Imidgenes de la izquierda
1 40x y de la derecha a 100x, Controles Tincién H-E (a y b). Inmunotincién de tuftelina (¢, d, ¢ y ). En ¢l estadio secretor se
encuentra mids concentrada en la unién amelodentinaria (DEJ) y en el esmalte mis superficial (E) (¢ y d): se observa una reaccion
menos intensa en predentina (PD) y en los odontoblastos secretores (O) y vestigios en dentina del manto (DM) y predentina, asf
como en el esmalte y dentina mineralizados (e y f); en esta etapa no hay expresion de la proteina en papila (P) (¢).
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predentina (Fig. 2c y 2e) y en la parte basal de los odontoblastos
secretores la reaccion disminuye (Fig. 2e y 2f) y,en la dentina
del manto (Fig. 2c y 2d) asi como en el esmalte y dentina
mineralizados solo se pueden distinguir vestigios (Fig. 2c).
En esta etapa no se observa presencia en la papila (Fig. 2e).

DISCUSION

Estudios previos realizados en modelos animales in-
dican que la tuftelina es sintetizada por los ameloblastos
durante las etapas tempranas del desarrollo del esmalte, y,
continua presente en el esmalte extracelular durante su de-
sarrollo y mineralizacion (Deutsch ef al., 1995; 1998; 2002;
MacDougall er al., 1998; Zeichner-David, 2001; Mao er al.,
2001; Satchell er al., 2002} En esta investigacion se analiza-
ron maxilares superiores e inferiores de fetos humanos; se
corrobord que la secrecidn de la proteina es sintetizada des-
de etapas tempranas del desarrollo del drgano dental y en el
esmalte en desarrollo, no asi en el esmalte extracelular mi-
neralizado.

Aunque esta proteina es importante en el desarrollo
y mineralizacion del diente, existen muy pocos conocimien-
tos sobre ella en dientes humanos. (Deutsch er al., 1998;
Simmer & Hu er al., 2002). Esta proteina no es especifica
del érgano dental, ya que se ha encontrado que se expresa
enotros tejidos incluyendo rifion, higado, pulmdn y testicu-
los, debido a esto se cree que tiene una funcidn fisioldgica
mas general. que pudiera ser el desarrollo de éstos tejidos.
pero aiin no ha sido determinada (MacDougall eral., 1998;
Satchell er al., 2002).

Previamente se ha referido que la expresion de
tuftelina comienza durante el estadio pre-secretor (Mao, er
al., 2001), antes de la mineralizacion, cuando los
ameloblastos pre-secretores, pre-odontoblastos y células
mesenquimatosas de la papila estdn presentes (Deutsch er
al, 1998). Nuestros resultados concuerdan con los autores
ya que se identifico la mayor expresion de la proteina pre-
vio al inicio de la mineralizacion.

Se ha comprobado que el periodo pre-secretor es el
periodo en el que la tuftelina tiene mayor expresion, obser-
vindose una reaccién homogénea en el citoplasma de los
ameloblastos (Luo er al., 2004), particularmente en la re-
gion secretora de la célula (el proceso de Tomes) (Deutsch
efal, 1998), el reticulo estrellado y la papiladental. En nues-
tro estudio se corroboro la expresion de tuftelina en las es-
tructuras mencionadas, asi como se logro identificar pre-
sencia de la proteina en odontoblastos, tal vez debido que
esta juega un papel importante en la induccidn de la
formacion de la primera dentina o de manto, la cual estimu-

CAMPOS-NAVARRO, P M. GUERRERO-BARRER A, & L AVELARGONZALEZ F. L NAVARRO-RINCON-GALLARDCO, M. E: MARIEL-MURG A, H: MARIEL-CARDENAS, J.
& GUTIERREZ-CANTU, F. ). Expresidnde tuftelins en pérmenes dentales bumanos, fos., 3. Worphol, 251 :293.298, 2017,

lala produccion de la matriz del esmalte.

Durante la amelogenesis la tuftelina se expresaenel
polo apical del odontoblasto, y se ha especulado que la
tuftelina podria haberse producido originalmente en los
odontoblastos, asi como posteriormente secretarse a través
de los procesos de los odontoblastos a la matriz del esmalte
recién formado para apoyar la nucleacidn de los cristales, o
la wftelina pudiera ser secretada originalmente por los
ameloblastos, y subsecuentemente traslocarse a la porcién
mesenquimal del drgano dental (Diekwisch er al., 1997).
Los resultados de este estudio difieren en la localizacion en
el edontoblasto, ya que se observa una marcada expresion
en la porcidn basal y mds atenuada en la apical lo cual indi-
ca la produccidn de esta proteina por el odontoblasto. ade-
mads no se identificé marcaje en la matriz extracelular de la
dentina.

Deutsch er al. (1998) refiere que la expresion de la
tuftelina se da en los ameloblastos, especialmente en el pro-
ceso de Tomes y en la matriz extracelular del esmalte en
desarrollo subyacente, y que aparentemente la proteina no
se encuentra presente en odontoblastos y en la matriz
extracelular de la dentina, también reacciona con el esmalte
maduro de humanos y bovino. En los resultados de esta in-
vestigacion existe una diferencia con ellos, ya que no obtu-
vimos reaccion en la matriz del esmalte, ni en el esmalte
maduro, pero si en los odontoblastos.

Diversos autores han encontrado que durante la eta-
pa secretora la localizacién de la tuftelina, en ejemplares
animales, se identifica principalmente en la DEJ y en la
maitriz del esmalte en desarrollo, observandose como una
fina linea paralela a la DEJ y al esmalte recién secretado,
encontrando altas concentraciones de proteina en la DEJ]
durante el desarrollo temprano del esmalte (Simmer &
Fincham., 1995; Diekwisch er al.,1997; Zeichner-David er
al, 1997; Mao er ai., 2001 ; Satchell er al., 2002}, estos acon-
tecimientos coinciden con nuestros resultados realizados en
gérmenes de fetos humanos. El que la tuftelina se encuentre
en proximidad de la DEJ puede indicar su relacion en la
nucleacién de los cristales del esmalte (Satchell er al ., 2002;
Luo er al., 2004), De acuerdo a los resultados obtenidos es
posible suponer que la tuftelina no solamente se expresa
durante el proceso de amelogenesis, sino en el de
odontogénesis, pero en tejidos no mineralizados
{(MacDougall ef al.. 1998; Luo ef al.. 2004), por lo que aun-
que el rol de la tufielina en el desarrollo del esmalte todavia
no se ha clarificado. lo cual puede indicar que esta proteina
juega un papel importante en la biomineralizacion de es-
malte y dentina, con lo anterior se deduce que una déficit o
ausencia de tuftelina derivara en un transtorno de
mineraliacion de esmalte y dentina de manto.
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SUMMARY: The tuftelin is a secreted protein in the adamantine
matrix in developing during the enamel formation. Its function continues
unclarified. although it plays a role in the biomineralization of the dental
ongan. With the present studio the location was identified in the different
structures of dental germs from human fetuses, according tothe results it
was observed the expression in the pre-secretor stage being observed in
the cytoplasm of ameloblasts, stellate reticulum, dental papilla, also in
the intermediate stratum: in the secretor it was mainly identified in the
amelodentinal junction and in the outer surface of enamel, observing a
marked expression of the protein inthe basal portion of the odontoblastic
process, but not in the extracellular matrix of the dentine. According to
the results obtained it can be considered that its ex pression eccurs in both
amelogenesis and odontegenesis in unmineralized tissues.

KEY WORDS: Tuftelin: Immunohistochemistry: Amelogenesis.
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Abstract

Human teeth enamel, the hardest tissue in the body, is produced at embryo
development during amelogenesis. Its lack of regeneration after the teeth eruption and
its destruction susceptibility turn it as a good subject of study. Ameloblastin an
abundant, phosphorylated, proline/glutamine-rich protein, secreted during enamel
formation is a structural matrix component that participates on the maintaining of
prismatic structure of the enamel crystals. It also, has been involved in the animal
amelogenesis as adhesion protein, expressed at pre-secretory stage that diminishes in
the secretory stage. However its function and distribution in human being remains
unclear. In order to contribute to the understanding of ameloblastin distribution
during amelogenesis, the present study explores its location in the different structures
on human fetal tooth by immunohistochemical labeling using a polyclonal antibody
against ameloblastin in S5um human jaws fetuses’ sections. Thus, at pre-secretory
stage ameloblastin was detected at the apical membrane and also at basal end of the
ameloblast, as well as in the stellate reticulum. At the secretory stage is located at the
secretory ameloblast, enamel, and dentin and in the odontoblasts. This ameloblastin
location can be related with the enamel crystals organization in both pre-secretory

and secretory stages.

Keywords: ameloblastin: immunohistochemistry: ameloblast; dental enamel
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1. INTRODUCTION

Tooth development or odontogenesis is the advanced process regulated by several
sequential and reciprocal interactions between the epithelial and mesenchymal tissues
and polarized growth. Through complex morphogenetic-events that culminates in the
formation of three different mineralized tissues: enamel, dentin and cementum
(Thesleff, 2003). The odontogenesis starts with intra and inter cellular interactions
that induce differentiation of odontoblasts and ameloblasts, which will form dentin
and enamel respectively (Gutiérrez-Canta et al., 2011; Thesleff et al., 1995). The
ameloblast differentiation begins once a small predentin layer is formed and then is

followed by an enamel matrix deposition and mineralization (Simmer et al., 2010).

The outer structure of the tooth dedicated to mastication (Zanolli et al., 2017), the
enamel, surrounds the dental crown (Sa et al., 2014; Yahyazadehfar et al., 2013), a
highly well organized and mineralized tissue that is not regenerated once the tooth
erupts in human being (Lawn et al., 2010; Zhao et al., 2013). Enamel structure is
described as prismatic, scilicet with hydroxyapatite crystallites tightly packed into
bundles in an organized pattern with complex orientations (Gasse & Sire, 2015),
these physical properties make it the hardest tissue in the vertebrates (Dahal et al.,
2014; Nakayama et al., 2015; Simmer et al., 2010).

The enamel is chemically constituted by 95% of inorganic matrix, 1-2% of organic
matrix and 3-5% water (Gomez de Ferraris, 2009; Gutiérrez-Canti et al., 2011).
Enamel extracellular matrix is essential for the normal development of its architecture
and composition (Wright et al., 2011), this matrix is rich in enamel proteins that
really affect the growth of enamel crystals (Diekwisch et al., 2009; Lu et al., 2011;
Zanolli et al., 2017), including amelogenins, ameloblastins, enamelins and tuftelins
(Zeichner-David et al., 2006).

Ameloblastin is 60-70 kDa protein synthetized by the ameloblasts that are present in
the enamel organic matrix (Dhamija et al., 1999; Lee et al., 1996; Nanci et al., 1998),
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it is a proline rich protein that is secreted by secretory granules (Zalzal et al., 2008). It
is the second most abundant enamel protein after amelogenin and represents almost
the 5% of total protein amount in the organic matrix (Moradian-Oldak, 2012). Once
the maturation stage is complete, enamel achieves its final hardened form where it

ultimately contains less than 1% protein by weight (Lefevre & Manly, 1938).

Apparently, ameloblastin has both roles, as a structural component of the enamel
matrix, as well as a growth factor or signaling molecule during tooth growth (Fong et
al, 1996a; Nakamura et al., 2006; Tamburstuen et al., 2011). Previous studies in
animals and human being have suggested the ameloblastin presence mainly in
secreting ameloblasts and in the adjacent newly secreted enamel extracellular matrix
(Fong et al., 1996b), but, it has also detected in pulpal mesenchymal cells during
early odontogenesis, as well as in differentiating odontoblasts prior to mantle dentin

mineralization (Fong et al., 1998).

In despite of all the studies made to understand the role of ameloblastin in
odontogenesis, several questions remain unsolved. Thus, the main propose of the
present work is to identify the ameloblastin location in human fetal tooth germs at
different stages of development and tooth structures in order to relate and make a
comparative analysis with the findings done by other researchers in both human being

or in animal models.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Ethical considerations

The Education, Research and Ethics Committee of the Zacatecas General Hospital,
the institution that made the donation, provided permits for the use of human fetuses

in this investigation.
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2.2. Obtaining samples.

Five fetuses between 14 and 22 weeks of intrauterine life were analyzed. Jaws were
dissected and separated into upper, lower and segmented into left and right sections,
obtaining 20 samples. A macroscopic evaluation was done to verify that there was no
apparent malformation. The specimen dissection was performed to obtain five upper
and five lower jaws, which were divided into right and left, in order to get 20

samples, which were fixed in neutral formalin at 10%.
2.3. Sample preparation.
2.3.1. Immunohistochemistry.

The specimens were processed for paraffin embedding technique. Samples were
decalcified with 10% ethylenediaminetetracetic acid (EDTA) for 15 days, periapical
radiographs were taken to see the progress of decalcification (Gnatus, Zeyco Model
Timex 70Kvps cts, wall scisors). Once they were decalcified, the samples were
washed in PBS at 1% for 30 minutes. Then the samples were embedded in paraffin

and 5 pum serial sections were made.

After the sections were made, the antigens recovery was done according with
Campos-Navarro et al., 2017; briefly, sections were treated with sodium citrate at
0.0IM (pH 6.0) in cycles of 25, 10, 8, 5 and 5 seconds, respectively with 2 minutes
intervals between each cycle. Each cycle was made in microwave, and at the end of
the last cycle, they were maintained for 10 minutes in the sodium citrate buffer at
room temperature. The endogenous peroxidase was blocked with 5% skim-milk
(Difco). Primary antibody was polyclonal anti-ameloblastin (1:200) (Santa Cruz
Biotechnology). The reaction was revealed with the Dako LSAB system HRP (Dako,
Glostrup, Denmark). Then, sections were counterstained with hematoxylin (Allen,
1992), dehydrated, cleared and assembled with Entellan resin (Fermont, Mexico City,
Mexico). The images were obtained with a Leica DM 1000 microscope and then

processed with Leica Acquire system.
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The sample size calculation was conducted according to the Cummins and Hulley

formula (Hulley et al., 2001) obtaining 20 samples to analyze.

3. RESULTS
3.1. Ameloblastin location in the pre-secretory stage.

The figures la to 1d were obtained from the dental germ zone represented by the
green circle in the molar tooth germ scheme in early bell stage of development
(Figure 1g). While figures le to If were obtained from the dental germ zone
represented by blue circle (Figure 1g). The scheme was taken and modified from
Gomez de Ferraris, 2009.

Immunostaining of both pre-secretory stages, early and late, was found in the
ameloblasts, identified the ameloblastin presence in the tooth germ structures, it also
was recognized in the stellate reticulum, pre-secretory ameloblasts, stratum
intermedium and dental papilla. The pre-secretory stage of the ameloblasts is

observed in the early bell stage of development.

Figure la and 1b show the pre-secretory stage dyed with Hematoxylin-Eosin (H-E),
which shows the ameloblasts (A), the stellate reticulum (SR), stratum intermedium
(SI) and the dental papilla (P).

Ameloblastin was identified in the early pre-secretory stage showed a strong reaction
in the ameloblasts and linear staining in the dentinoenamel junction. A high
ameloblastin labeling was observed in the basal end of the ameloblasts, decreasing in
the apical end, stratum intermedium and dental papilla; meanwhile a small amount is
observed in the stellate reticulum (Figure Ic and 1d). In late pre-secretory stage, the
ameloblastin recognition was increased in the ameloblast cytoplasm, stratum
intermedium and the dental papilla, meanwhile in the stellate reticulum remains slight

(Figure le and 1f).
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Figure 1. Specific recognition of ameloblastin in human dental tooth germ in
fetuses between 14 and 22 weeks of gestation during the pre-secretory stage.

H-E staining controls (a and b). Immunostaining of ameloblastin (¢, d. e and f). In the
early pre-secretory stage the ameloblastin is in the basal and apical portion of the
ameloblasts (A), stratum intermedium (SI), decreasing in the dental papilla (P) and
with a little marking in the stellate reticulum (SR) in the early pre-secretory stage (¢
and d). In the late pre-secretory stage, the reaction increases throughout the cytoplasm
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in the ameloblast, stratum intermedium and dental papilla (e and f). The figures on
the left were were taken with the 40x objective and the figures on right with the
100X. Diagram of the early bell stage (g).

The ameloblasts pre-secretory stage was observed in the early bell stage of a

developing tooth.
3.2. Ameloblastin location in the secretory stage.

The secretory stage of the ameloblasts is observed in the late bell stage. Images 2a,
2b, 2¢ and 2d, taken from the blue circle on the image 2e, diagram from a tooth germ
of a molar in the late bell stage of development. The scheme was taken and modified

from Goémez de Ferraris, 2009.

The immunostaining in the secretory stage, showed the ameloblastin in the secretory
ameloblasts (A), the stellate reticulum (SR), the dental papilla (P), odontoblasts (O)
and mantle dentine (MD).

Figures 2a and 2¢ show the H-E secretory stage: the stellate reticulum, ameloblasts,
enamel, mantle dentin, odontoblasts and dental papilla are observed. During the
secretory stage, the immunostaining showed greater intensity in the newly secreted
enamel and Tomes® processes; in the cytoplasm of the ameloblast, in the mantle
dentin and odontoblasts decreases slightly, but remains strong and, in stellate
reticulum and papilla is much lower (Figure 2b and 2d).
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Figure 2. Specific recognition of ameloblastin in human dental tooth germ in
fetuses between 14 and 22 weeks of gestation during the secretory stage.

The figures a and b show the stained controls with H-E. The immunostaining of
ameloblastin is shown on the figures ¢ and d. Figures a and ¢ were taken at 40X and
the figures b and d at 100X. There is more ameloblastin in the enamel (E), there is
also a strong reaction in the cytoplasm of the ameloblasts (A), the mantle dentin
(MD), and odontoblasts (O) and in the stellate reticulum (SR) and papilla (P) in
minor proportion (b and d). Diagram of the late bell stage (e).

4. DISCUSSION

As describe before, embryological, teeth are ectodermal organs that form by

sequential and reciprocal interactions between the odontogenic epithelium and neural
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crest-derived mesenchyme (Jernvall & Thesleff, 2012).

Organogenesis involves three fundamental processes: the initiation, in which
positional information is provided and interpreted to initiate organ formation at the
right place; morphogenesis, cells build up an organ rudiment; and finally,
differentiation, cells form organ-specific structures (Li et al., 2013; Peters & Balling,
1999).

As described previously, the enamel is a unique and highly mineralized structure that
covers the teeth and is almost entirely free from organic components. The enamel
biomineralization in animals uses a polyanionic protein matrix that controls the
nucleation, growth and orientation of crystals. This formation is regulated by
specialized epithelial cells derived from ectoderm known as ameloblasts (Shintani et
al., 2006). The ameloblasts, during the amelogenesis keep on differentiation stages
that are characterized by changes in cell morphology and function. Cell
differentiation during enamel development results in pre-secretory, secretory,
transitional, and maturation phase ameloblasts. Cell morphology and chemical
composition of the extracellular matrix of the enamel are the basis for defining the
different stages of amelogenesis (Smith, 1998). During the pre-secretory stage, pre-
ameloblasts, polarize and develop a large capacity to increased protein synthesis.
Also they play an important role in degradation and resorption of the basal lamina

separating them from the predentin (Ronnholm, 1962).

Secretory stage ameloblasts are tall columnar epithelial cells that are characterized by
histological structures called Tomes” processes (Fong et al., 1996a); and their main
function is a massive production and secretion of enamel proteins (Moradian-Oldak,
2012).

Ameloblast that secrete various proteins of extracellular matrix involved in process of
enamel formation (Shintani et al, 2006). Enamel proteins are classified as

amelogenins, that are the most abundant (90%) and non-amelogenins, as ameloblastin
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(Gutiérrez-Canti et al., 2011; Krebsbach et al., 1996; Shintani et al., 2006). Both
types of proteins play a major role in the mineralization of the enamel, regardless of
the percentage in which they are presented. The ameloblastin is a protein that plays a
critical role in controlling the growth of mineral crystals during the enamel formation
and the adhesion between ameloblasts and enamel matrix. Given its importance, this
protein has been extensively studied in animal specimens as mouse and rat
(Fukumoto et al., 2004; Hirose et al., 2013; Lu et al., 2011; Nakayama et al., 2015;
Nanci et al., 1998), also in pigs (Chun et al., 2010; Hu et al., 1997; Nakamura et al.,
2006) and crocodile (Shintani et al., 2006), showing that its presence is widespread in
animal evolutionary scale. It has been performed the identification of the
ameloblastin at genetic level, its characterization in vitre (Dhamija et al., 1999) as
well as its monitoring in vivo (Jacques et al., 2014) to try to identify which events are
involved in the development,

To contribute to research in humans and determine the distribution and importance of
the protein, in this study were analyzed samples of human fetal tooth germs between
14-22 weeks gestation, period in which we can follow the different stages of tooth

formation.

Lee et al. (1996) initiated studies on humans comparing the ameloblastin between rat
and human demonstrating its presence in the pre-secretory, secretory and maturation
stage by immunohistochemistry, the results obtained are in agreement with this
observation, because ameloblastin was found in pre-secretor as well as in secretory
stage. In contrast, MacDougall et al. in 2000 proposed that ameloblastin appears until
secretor stage. On the other side, Hatakeyama and collaborators in 2009, found a high
ameloblastin expression during the pre-secretory stage following of a decreased in the
secretory stage (Hatakeyama et al., 2009), while the results showed an increasing of
ameloblastin expression during secretory stage. To clarify this, more studies are

necessary.

The results obtained in this research show a high expression of ameloblastin on the
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early pre-secretory stage that increases in the late stage, with expression peak in the
secretion stage as seen by Fukumoto et al. in 2004, which propose the high protein
levels presence in the secretory-stage. In the pre-secretory stage, the ameloblastin is
distributed mainly in the basal portion of ameloblast and decreases both in the apical
portion as in the dental papilla. Lee et al. in 1996, point out that at this stage the
ameloblastin is confined to the distal portion of the cytoplasm in the ameloblasts. In
the secretory stage, several studies showed that the distribution of ameloblastin is
restricted to the interface between the Tomes™ process and in the secreted
extracellular matrix (Fong et al., 1996a; Fong et al., 1996b; Krebsbach et al., 1996;
Lee et al.. 1996). Additionally, the ameloblastin was distributed throughout the
cytoplasm in the ameloblast, mantle dentin and odontoblasts also in the papilla and
the stellate reticulum, but in smaller amounts, The observations made by MacDougall
and his group found ameloblastin within rounded structures located at the distal end
of the cell body, in contrast in the present work the protein was distributed in whole
cytoplasm. As well as MacDougall group this research also found ameloblastin
associated at the ameloblast apical pole and in the enamel that surrounds this area, at
the vicinity of the dentinal-enamel junction. Faint immunostaining was also present in
the predentin region and within the developing odontoblast cell layer facing mantle

dentin.

The sequential expression of enamel proteins, including ameloblastin, 1s essential for
normal enamel mineralization, because the non-amelogenins proteins are acidic and
they are deposited along amelodentinal union, they also perform a nucleating and
regulatory function in the mineralization (Atsawasuwan et al., 2013; Grandin et al.,
2012: Lee et al., 1996). In the pre-secretory stage the ameloblastin only is expressed
in the ameloblasts. However, in the secretory stage the odontoblasts are also found.
This differs from the findings of Lee et al. on this stage the ameloblastin, apparently,
it is not confined to the ameloblasts, but it may be present in developing odontoblasts
and it can play an important role in the formation of dentin, particularly in dentin

formed at the dentinoenamel junction (Fong et al., 1996a; Fukumoto et al., 2004; Hao
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etal., 2005).

The enamel and dentin are joined at the edge enamel dentin, a robust interface that
contributes to the strength of the tooth that takes part of the dentinoenamel union,
which main function is to transfer mechanical forces from the brittle and hard enamel
to the soft and durable dentin (Deshpande et al., 2010). Deshpande et al. have
postulated that during the early development of tooth germ there are interactions
between the dentin and the enamel proteins that regulate growth and organization of
calcium crystals in the dentinoenamel union. They show that the collagen fibrils
guide the amelogenin assembly within filamentous structures oriented along the axes
of collagen fibers (Deshpande et al., 2010). There has been demostrated that the
amelogenin-calcium phosphate complex leads the orientation of deposition of
amorphous mineral particles along the fibers and suggest that these interactions
between collagen and amelogenin play an important role in the formation of dentin at
the dentino-enamel junction (Deshpande et al., 2010; Gutiérrez-Canta et al., 2011).
According with this, if the production of ameloblastin acts as a core for amelogenin,
the results in this study suggest that the secretion precedes the deposition and the
arrangement amelogenin to assist in enamel and dentin mineralization. These results
contribute to know the tooth mineralization in early development, as several
researches seek the cell niches within dental tissues in order to propose in future
novel therapeutic solutions (Mitsiadis & Orsini, 2016). More studies are needed to

confirm this assumption.

5. CONCLUSION

The results in this study show that the ameloblastin is present during the pre-secretory
stage in the development of the enamel in human fetal tooth, not only in the
ameloblasts, but also in the papilla and in less amounts in stellate reticulum, and

increases in the secretory stage, being located even in the mantle dentin and
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odontoblasts, therefore here is substantiated that the ameloblastin is not exclusive

from the enamel, but is involved in the formation of other hard tissues of the tooth.
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Summary

Enamel teeth formation in human being is matter of study. Among other important proteins
during enamel formation are present ameloblastin, involved in the adhesion, proliferation and
ameloblast differentiation. Also is present tuftelin, which participates in the induction and
initiation of mineralization as well as a bonding material between enamel and dentin. Recently,
our group has reported tuftelin presence in dental germs at the pre-secretory and secretory stage,
related to the ameloblast cytoplasm, stellate reticulum, dental papilla intermediate stratum,
odontoblasts and newly formed enamel. In this work, the main objective was to show the
interaction between both, tuftelin and ameloblastin in human tooth germs in order to study the
enamel formation process using confocal microscopy. In the pre-secretory stage, the proteins
only co-localize around the ameloblast nucleus, whereas the secretory stage co-localizes in the

newly formed enamel, suggesting an important interaction during the tooth mineralization.

Keywords: human teeth germs, co-localization, confocal microscopy.
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Introduction

Four types of tissues form teeth. Three of them are hard, mineralized and they form the cover of
the fourth tissue known as pulp that is soft.! The mineralized tissues are in decreasing hardness
order: enamel, dentin and cementum,?- all of them are harder than bone tissue'*

Generally, teeth hard tissues formation follows a common pattern that includes the mesenchymal
cell recruitment, proliferation, differentiation, and finally extracellular matrix secretion and
biomineralization.>*

The enamel, highly organized, mineralized and without regeneration capability is the less reactive
of the three hard tissues mentioned above.”* This highly organized and mineralized structure
confers it physically exceptional properties, and is considered as the harder tissue in vertebrates.*
12 Actually, is the unique hard tissue formed by ectodermic cells known as ameloblasts. These
cells are the responsibles of the adamantin matrix deposit in predentin. This deposit starts during
the late bell stage.”®

The specific process that produce the enamel is the amelogenesis, in which is used a protein
group composed by amelogenins and non-amelogenins. Amelogenin proteins represent the 90%
of the extracellular matrix proteins. The non-amelogenins include ameloblastin, enamelin and
tuftelin.-14-16

The ameloblastin, amelin or sheathlin, is member of a family of secretor calcium phosphoproteins
tipical of extracellular matrix that is seems involved in the adhesion regulation, proliferation and
ameloblast differentiation'+!7-2% and also it could be had an essential role for the enamel
development.

The ameloblastins are synthetized as 65-70 kDa proteins which are rapidly transformed in several
molecular low weight proteins, that promote the mineral formation,”' the elongation and growth

modulation of crystals.'®2233
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Information regarding expression of ameloblastin in human tooth germ is limited as the
mformation on its expression is scarce and there are inconsistencies in reporting that hinder the
meaningful interpretation of the results.**

The acidic protein tuftelin (MW 44 KDa, ip. 5.7) has been cloned and sequenced from an
enriched cDNA expression library of bovine ameloblasts.2’ Tuftelin has been found in the
development enamel as well as in the mature extracellular enamel 2¢

It is suggested that tuftelin is involved by nucleation at the initial stages of enamel mineralization.
However, it also is expressed during the first odontogenesis stages. when neither the enamel nor
the dentine has been formed, suggesting that tuftelin could have a multi-functional role. This
protein is also involved with the communication mesenchyme/ectoderm that is crucial in
odontogenesis.?”

However, the role of tuftelin and ameloblastin 1s not yet completely understood in the early
development of the dental germ. Thus, the objective of the present work was to contribute to this,
seeking the location of both: ameloblastin and tuftelin, as well as their co-localization in human
dental germs during pre-secretory and secretory stage.

Materials and Methods

Ethical considerations

The human ethics committee from the institution that donated the fetuses, General Hospital of
Zacatecas, approved the protocol of the present work. The human fetuses were obtained from
amphitheater. They had had been in formol during at least 14 years.

Obtaining samples.

Five fetuses between 14-22 gestation weeks were analyzed macroscopically, to check that there

was no any malformation. After that, the dissection of the fetuses was done. to obtain five

4

httpy /mc.manuscriptcentral.com/hcs
______________________________________________________________________________|

49




Expresion De Las Proteinas Del Esmalte En Dientes Fetales Humanos.

Journal of Histochemistry & Cytochemistry Page 6 of 1

maxilla and five jaws. Every of them were divided in right and left. Thus 20 samples were
obtained and then they were fixed in 10% neutral formalin 2%2%30

Specimens preparation.

The detailed protocol for tissue preparation and unmasking the antigenic epitopes is described in
our previous reports.”®2? Briefly, the specimens were processed for paraffin embedding
technique. Samples were decalcified with 10% ethylenediaminetetracetic acid (EDTA) for 15
days, periapical radiographs were taken to see the progress of decalcification (Gnatus, Zeyco
Model Timex 70Kvps cts, wall scisors). Once they were decalcified, the samples were washed in

PBS at 1% for 30 minutes. Then the samples were embedded in paraffin and 5 um serial sections

were made.

In order to diminish the basal fluorescence, after rehydration, every section was washed once
with 1X PBS. Then each section was given 10 quick washes with distilled water, 2 seconds every
washing.

After this, the antigens recovery was done according with Campos-Navarro et al., 2017.%°
Sections were treated with sodium citrate at 0.01M (pH 6.0) in cycles of 25, 10, 8, 5 and 3
seconds, respectively with 2 minutes intervals between each cycle. Each cycle was made in
microwave, and at the end of the last cycle, they were maintained for 10 minutes in the sodium
citrate buffer at room temperature. The endogenous peroxidase was blocked with 6% bovine

serum albumin-10% bovine fetal serum.

Double labeling immunofluorescence and confocal imaging construction.

Endogenous peroxidases were blocked as was previously described.***? A fier that, polyclonal
anti-ameloblastin (Santa Cruz Biotechnology, dilution 1:200) was applied and incubated 2 h at
37°C, then the samples were washed with PBS 1X three times during 5 minutes. After this, Alexa

5
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Fluor 594 goat-anti rabbit (dilution 1:500) was applied an incubated 1h at room temperature.
Then polyclonal antibody against tuftelin (Molecular Probes, dilution 1:25) was applied during 2
h at 37°C, washed three times with PBS1X during 5 minutes and after this, Qdot 565 goat anti-
rabbit (Molecular Probes, dilution 1:50) was applied and incubated during 1 h at room
temperature. After this, double labeling samples were washing three times with PBS 1X during 5
minutes. Then, sections were counterstained with hematoxylin to avoid basal fluorescence,'and
then was washed with running water.

Then the samples were dehydrated in ascending ethanol concentrations from 30 to 100% during 5
second with every concentration, Then were clarified with toluene (JT Baker) twice during 5 and
10 seconds, respectively and then were mounted with Entellan (Merck). Images were obtained
using a confocal microscopy CLSM model 700, ZEISS and software Zen Black.

The sample size calculated according to formula Cummins and Hulley was of 20 samples to
analyze

Results

Co-localization of ameloblastin and tuftelin in the pre-secretory stage.

The results of the immunofluorescence labeling of pre-secretory stage in Fig. la shows the
ameloblastin with intense fluorescence inside pre-secretory ameloblasts (A), and is linear in the
dentino-enamel junction. There is mainly ameloblastin labeling in the basal and apical regions of
the cytoplasm of ameloblasts as well as in the cells of the intermediate stratum (IS). Fluorescence
is diminished in the dental papilla (P) area, related with cytoplasmic processes. The stellate
reticulum (SR) shows fluorescent labeling in cytoplasmic processes. Figure 1b displays tuftelin
inmunofluorescence labeling in the pre-secretory stage, it is homogeneous inside the ameloblasts

cytoplasm, dental papilla cells related to nuclei as well as in the nuclei of the intermediate stratum

http//mc.manuscriptcentral.com/hcs

51



Expresion De Las Proteinas Del Esmalte En Dientes Fetales Humanos.

Journal of Histochemistry & Cytochemistry Page 8of 18

cells and in to dentinoenamel junction. This fluorescence diminishes in the stellate reticulum
cells.

The yellow areas in the confocal images of the pre-secretory section indicate that the
ameloblastin and tuftelin are present in the same spatial region; colocalization is showed only
perinuclear in the ameloblast (Fig. 1c).

Ameloblastin and tuftelin co-localization in secretory stage

In the secretory stage, the immunofluorescence labeling against ameloblastin shows intense
fluorescence in the recently secreted enamel (E), and a lightly reaction in the mantle dentin area
(MD) (Fig. 2a). While the tuftelin labeling is concentrated mainly in the enamel recently secreted
(Fig. 2b). It is very low fluorescence at the intermediate strate, the stellate reticulum adjacent and
vestiges in the mantle dentin. Tuftelin and ameloblastin only shows colocalization in the new
enamel as yellow labeling (Fig. 2¢).

Discussion

As was mentioned, odontogenesis is not completely understood in human™ so to try to know the
interaction of the ameloblastin and tufielin proteins, in this research, a comparison by confocal
microscopy was made about the distribution of these proteins, as well as their possible co-
localization in human dental germs in fetus between 14-22 weeks of intrauterine life. As was
described above, the enamel is formed during a highly complex process knew as amelogenesis* in
which enamel proteins direct and control the mineral deposition.® These proteins are amelogenin,
ameloblastin, enamelin, tuftelin and enamelisin.®

According with obtained results ameloblastin and tuftelin are present with different distribution
in the most part of the dental germ structures, only some regions shows colocalization, this seems

correlated with the roles proposed to cach one.
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Originally, ameloblastin was described as a tooth-specific enamel matrix protein expressed only
by ameloblast cells,* Fong and collaborators (1998) and our group (2018) found that
ameloblastin was also expressed during the development of mesenchymal hard tissues of the
tooth,?** in trauma-induced reparative dentin formation® as well as during the embryonic and
post-natal stages of bone formation.®

Ameloblastin is the second protein most abundant in the enamel organic matrix**** and is
involved in the ectodermic interaction that occurs before to enamel secretion and dentin.'® It has
cell adhesion properties and it is proposed that controls ameloblast differentiation.”” Ameloblastin
affinity for calcium ions is also involved in the mineralization and elongation of hidroxyapatyte
crystals,'32! also it may be involved in very early processes of cell commitment and
differentiation.’® Its expression starts in the pre-secretory stage of ameloblast but it’s mainly
observed in the secretory stage,'*2*# it has intense staining in Tomes' processes, 420283440 ynq
within the matrix at the dentino-enamel junction,*3-2%41 this last research is in agreement with
our results; otherwise Fong et al. in 1998 mention that ameloblastin has limited expression in
carly preodontoblasts* and MacDougall et al. in 2000 found intense staining in the distal
cytoplasm of ameloblasts,?” but in this research is noted a great expression in preodontoblast and
in the basal and apical regions of the ameloblasts cytoplasm, a result also found by Yan et al. in
2006.4

The timing of tuftelin protein expression begins just before the mineralization of enamel
commences.*' when pre-secretory ameloblasts, pre-odontoblasts and the mesenchymal cells of
the papilla are still present,” confirming that its highest expression is observed in the pre-
secretory stage2®#3 at the dentino-enamel junction level,* which is consistent with the results

shown in this research.
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The results obtained in this study also show that the expression of tuftelin in the secretory stage
decreases with respect to the pre-secretory stage, observed mainly in the dentino-enamel junction,
continuing parallel to the newly secreted non-mineralized enamel. This was also observed by
MacDougall group (2000); Luo and collaborators (2004) and Diekwisch, et al. 1997.20-2%43.34
Tuftelin function continues unclare but it has suggested that it might be involved in the initial
stages of enamel mineralization and structural organization being able to have an important role
in the nucleation of adamantine crystals.?64143

In biological meaning, co-localization occurs when two or more molecules are occupying the
same position in space, suggesting molecular interactions.*** Ameloblastin and tuftelin have a
co-localization around the nucleus of the pre-secretory ameloblast and in the newly secreted
enamel. According to the function of both proteins, this co-localization could indicate that these
proteins interact so that a correct mineralization of the enamel is carried out, keeping the
hydroxyapatite crystals with the appropriate structural organization, obtaining with it the
hardness that characterizes to enamel.

During the secretory stage Gutiérrez-Canti et al. in 2011 found that the co-localization of
amelogenin and enamelysin were on the surface of the extracellular matrix of a newly formed
dentin and enamel.*® The co-localization of the ameloblastin and tuftelin, proteins of interest in
this study, initiate secretion during the pre-secretory stage around the ameloblast nucleus. later
during the secretory stage both co-localize in the newly formed enamel. These results suggest that
at the moment of initiating enamel calcification the four proteins are present, and probably
interact with each other. Probably this interaction allows the enamel to have the hardness that

characterizes it.
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Figure Legends

Figure 1. Ameloblastin and tuftelin expression in human tooth germs, during pre-secretory stage
40x. Ameloblastin expression was showed with specific recognition with a polyclonal anti-
ameloblastin followed of Alexa Fluor 594 goat-anti rabbit (a), tuftelin expression was showed
with specific recognition with a polyclonal antibody anti-tuftelin followed of Qdot 565 goat anti-
rabbit (b), merge for ameloblastin-tuftelin during ameloblast presecretor stage (c): yellow areas

indicate co-localization is showed only perinuclear in the ameloblast. Bar=20um.

Figure 2. Ameloblastin and tuftelin expression in human tooth germs, during secretory stage 40x.
Ameloblastin expression was showed with specific recognition with a polyclonal anti-
ameloblastin followed of Alexa Fluor 594 goat-anti rabbit (a), tuftelin expression was showed
with specific recognition with a polyclonal antibody anti-tuftelin followed of Qdot 565 goat anti-
rabbit (b), merge for ameloblastin-tuftelin during ameloblast secretor stage (c): the co-

localization only is observed in the new enamel as yellow labeling. Bar= 20um.
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CONCLUSIONES

Para conocer el desarrollo adecuado del esmalte dental en humanos es necesario
conocer la manera en que el ameloblasto produce a las proteinas de la matriz
organica. Este tema es ampliamente estudiado en animales, pero al realizarlo en
humanos hemos encontrado que existe una gran diferencia en su expresion. Lo
anterior nos indica que a pesar que los animales tienen los mismos tejidos
dentales que el humano y, debido a ello se tenia la creencia que se desarrollaban

igual, esta aseveracion es incorrecta.

Los hallazgos encontrados durante el desarrollo de esta tesis muestran que la
ameloblastina esta presente durante la etapa pre-secretora en el desarrollo del
esmalte en el diente fetal humano, no solo en los ameloblastos, sino también en la
papila y en menor cantidad en el reticulo estrellado, y aumenta en la etapa
secretora, que se encuentra incluso en el manto de la dentina y los odontoblastos,
con lo que se demuestra que la ameloblastina no es exclusiva del esmalte, sino
gue participa en la formaciéon de otros tejidos duros del diente. En cuanto a la
tuftelina, encontrarla en la proximidad de la uniébn amelodentinaria puede indicar
su relacion en la nucleacion de los cristales del esmalte, suponiendo que la
tuftelina no solamente se expresa durante el proceso de amelogénesis, sino en el
de odontogénesis, por lo que se podria indicar que esta proteina es importante en
la biomineralizacion de esmalte y dentina, por lo que su déficit o ausencia de

derivara en un trastorno de mineralizacion de esmalte y dentina de manto.

Los resultados de la parvalbumina apuntan a que esta involucrada en el inicio de
la calcificacion, presentandose solo cuando los tejidos duros del diente se

formaran y al final de su calcificacion, la expresion de la proteina termina.

Al observar todos los resultados obtenidos se sugiere que al momento de iniciar la

calcificacion del esmalte, las cinco proteinas estan presentes e interactiando
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entre si. Probablemente esta interaccién permita que el esmalte tenga la dureza
que lo caracteriza.

Cabe destacar que a pesar de los hallazgos encontrados en esta investigacion se
necesitan mas estudios referentes a ellas, para tener el mayor conocimiento del

desarrollo del esmalte.
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