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UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
DIRECCION DE POSTGRADO
MAESTRIA EN BIOLOGIA ORAL

EXPRESION DE LAS PROTEINAS TRANSPORTADORES DEL
CALCIO A NIVEL DENTARIO EN EL RATON.

RESUMEN

Los tejidos dentarios (esmalte, dentina y cemento) poseen en su composicion
material inorganico, representado principalmente, por iones de calcio y fosfato,
en un porcentaje de peso que varia entre uno y otro, siendo superior en el
esmalte (96%); por tanto se hace evidente, la significancia del transporte de
calcio, como proceso, para alcanzar la maduracion de los tejidos. Sin embargo,
los mecanismos involucrados en el desplazamiento de dicho i6n requieren ser
dilucidados. El proposito de este estudio fue investigar la expresion y
localizacion de TRPV5 y NCX1, usando incisivo de ratobn como modelo.
Andlisis inmunohistoquimicos revelaron diferencias en los patrones de
expresion de TRPV5 y NCX1 a nivel del 6rgano del esmalte, y odontoblasto. A
nivel del ameloblasto en etapa de maduracién, el TRPV5 se localizd en toda la
extension del ameloblasto, mostrando mayor intensidad en la membrana basal
gue en la membrana apical y en el citoplasma; en el odontoblasto, TRPV5
mostré una distribucion similar; por su parte, el NCX1 se expreséd
significativamente en la capa papilar y en la capa apical del odontoblasto, a
nivel del ameloblasto, la expresion fue mas débil. Estos resultados indican que
TRPV5 y NCX1 estan involucrados en el influjo y extrusién de Calcio,
respectivamente, durante la odontogénesis.

Palabras claves: Biologia Oral, TRPV5, NCX1, Calcio, transportador,
ameloblasto, odontoblasto.
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UNIVERSIDAD DE CARABOBO
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EXPRESSION OF PROTEIN TRANSPORT CALCIUM IN A TOOTH
MOUSE

ABSTRACT

Dental tissues (enamel, dentin and cementum) have in their inorganic material
composition, represented mainly by calcium and phosphate ions in a weight
percentage ranging between one another, being higher in the enamel (96%);
therefore it is evident, the calcium transport significance as a process for
achieving tissue maturation. However, the mechanisms involved in the
displacement of the ion required to be elucidated. The purpose of this study was
to investigate the expression and localization of TRPV5 and NCX1, using
mouse as a model incisor. Immunohistochemical analysis revealed differences
in the expression patterns of TRPV5 and NCX1 level of the enamel organ,
odontoblastoblasto, cementoblast, pulp and periodontal ligament cells, A level
ameloblast maturation stage, the TRPV5 was located in the basement
membrane, showing greater intensity in some areas in the apical membrane and
cytoplasm .; meanwhile, the NCX1 was significantly expressed in the papillary
layer and with lesser intensity in the apical pole. These results indicate that
NCX1 TRPV5 and are involved in the calcium influx and extrusion,
respectively, during odontogenesis.

Key Words: Oral Biology, NCX1, TRPVS5, transport, calcium, ameloblast,
odontoblast.
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INTRODUCCION

Hasta hace escasos afios eran pocas las investigaciones que respondian los
enigmas existentes sobre |os mecanismos que intervienen en la formacion del
esmalte como tejido calcificado, a diferencia de la maguinaria celular implicadaen la
formacion de la dentina que se encuentra mejor estudiada. Este hecho hace pensar en
la amel ogénesis como un proceso dindmico y complejo que ha requerido, del avance
de las técnicas en hiologia molecular y genética para comenzar a emerger de las

sombras, como un tema de interés cientifico.

Esto se evidencia en la tendencia focal de estudios que ha dado lugar al
desarrollo de diversas lineas de investigacion dirigidas a identificar los genes que
estan vinculados con los cambios bioquimicos y celulares que ocurren durante la

amelogénesis (1, 2, 3, 4, 5).

Uno de los puntos de interés de los cientificos ha sido descubrir los
mecanismos a través de los cuales células como el ameloblasto Ilegan a tolerar atas
concentraciones de calcio (6), en funcion a los elevados requerimientos del mineral
durante | as etapas tardias de |la amelogénesis sin llegar a niveles de toxicidad, pues se
conoce que el calcio no solo es un ion necesario para la sefializacion celular durante
la amelogénesis, sino que también juega un rol importante en la mineralizacién del

esmalte.

Los estudios sobre este tema, continlan avanzando y las investigaciones en
model os experimentales a nivel de tgjidos epiteliales en érganos como € rifion (7, 8),
intestino (8), pancreas (9), corazdn (9), Utero (10), hueso (11,12), mediante técnicas
de Reaccién en cadena de Polimerasa (PCR) quantitativo y Western Blotting, han
dejado en evidencia la existencia de una serie de transportadores con alta afinidad por
el calcio.



Cuando la naturaleza ha establecido un principio general para realizar una
tarea, € mismo principio puede ser adaptado a otro tejido que posea funciones
similares. Es asi como los halazgos en otros érganos del cuerpo han permitido
establecer supuestos teoricos sobre € transporte de calcio en €l ameloblasto, a partir
de los cuales se ha abierto un abanico de investigaciones en esa linea, que buscan

proveer nuevas luces respecto alamaguinaria utilizada paratal fin (2,4,6,13,14).

Se ha demostrado que el transporte de calcio celular no solo ocurre por
difusion pasiva, sino que cuando aumentan las necesidades de este ion aumenta la
expresion de una serie de proteinas encargadas del transporte de calcio celular en €l
ameloblasto: TRPV5, Calbindina Dos«, Atpasa Na*/Ca, NCX1y NCKX1 (1,2,5). La
identificacion de estas proteinas en las células del esmalte, ha sido, principalmente, a
través de andlisis amplios del genoma en ameloblasto (1,2); son pocos los estudios
que han inmunolocalizado las mismas en cortes histolégicos, la ubicacion en €
ameloblasto se ha dado por |a superposicidn de evidencias en otros tejidos corporales
(6, 15).

Adicionamente, los mecanismos implicados en estos procesos, alin no han
sido descritos ampliamente, por esta razdn en la presente investigacion se recurre a
técnicas de Inmunohistoquimica para determinar la localizacién de TRPV5 y NCX1
en mandibula de modelos experimentales de ratdn, con el objeto de confirmar las
pistas que ofrecen tegjidos como el rifidn y odontoblastos sobre las expresiones

proteinicas mencionadas.

Amelogénesis

La amelogénesis es un proceso de construccion bioldgica a través del cual se
forma esmalte como producto final. El esmalte es formado por dos procesos



simultaneos, en los cuales el ameloblasto es instrumento: la secrecion de la matriz de
proteinas y la formacién de cristales minerales en esta matriz. Como parte de ese
proceso, € ameloblasto transporta activamente iones de calcio hacia el frente de
mineralizacion (2, 15,16).

Por consiguiente, los ameloblastos, células derivadas del epitelio encargadas
de formar €l tegjido acelular mas duro del esqueleto de los mamiferos, por su ato
contenido mineral, transitan por una serie de cambios morfologicos y bioquimicos
progresivos y estrictamente programados, que se supone son regulados genéticamente
(1.2)

La amelogénesis implica una serie de etapas sucesivas. presecretora,
secretora, transicional y maduracion, siendo las més importantes, la etapa de
secrecion y la etapa de maduracion. La apariencia morfologica de los ameloblastos
con su correspondiente repertorio de genes involucrados en la amelogénesis difiere en
cadaetapa (1, 7).

En este sentido, durante la amelogénesis, los cristales de hidroxiapatita en
crecimiento que se encuentran embebidos en una matriz rica en proteinas
estructurales, secretada por los ameloblastos, transitan hacia un esmalte atamente
mineralizado y organizado, para ello, se hace necesario que el aguay las proteinas del
esmalte sean reabsorbidas y reemplazadas por minerales (2,5). Por lo cual, se puede
considerar a la amelogénesis como un proceso en donde fases secretorias y
reabsortivas se alternan en el tiempo.

Etapa de Secrecion

Durante la etapa secretoria se observan en el 6rgano del esmalte, desde €

punto de vista histoldgico, cuatro capas celulares: € epitelio externo del esmalte, €



reticulo estrellado y la capa interna de ameloblastos, las cuales provienen de la

diferenciacion de las células epiteliaes (4; Fig.1)

En esta etapa, los ameloblastos se caracterizan por ser células alargadas,
estrechas, muy polarizadas que a menudo alcanzan los 60 a 100 micrémetros de
longitud, ademas, poseen abundantes organelas como mitocondrias, reticulo
endoplasmatico rugoso y aparato de Golgi bien desarrollados acordes con su funcién
de sintesis, y una pequefia y conica prolongacion, en €l polo apical, rodeada por la
matriz del esmalte, [lamada Proceso de Tomes (4, 13, 17), sin olvidar, que presentan
una permeabilidad muy limitada para la difusion de iones metélicos, comportandose
como una barrera (6,13).

La sintesis y secrecion de proteinas especificas por parte del ameloblasto
alcanza su maximo nivel en esta etapa y ocurre en condiciones de pH ligeramente
alcaino, 8.0 (1, 4, 17), proteinas como la amelogenina, enamelina, ameloblastina
terminan conformando la matriz organica que posteriormente sera parcialmente
mineralizada por una enzima localizada en el polo basal de los ameloblastos
secretorios. la fosfatasa alcalina.  Asi, esta enzima interviene en la aposicién de
cristales minerales, principamente, de Hidroxiapatita, agrupados en estructuras
[lamados prismas, dando como resultado un esmalte inmaduro con tan solo 30 % de

contenido inorganico (4)

Unavez que e volumen total de esmalte ha sido organizado estructuralmente,
sucede una pausa en la secrecién de proteinas y se detiene la aposicion de cristales

minerales, dando paso ala siguiente etapa de formacion.

Etapa de maduracién

La etapa de maduracion del esmalte es un proceso largo, se sabe que en la

denticion permanente del humano puede durar 4 afios o mas (5). Durante la



maduracion la principal funcion del ameloblasto es la degradacion y remocion de las
proteinas de la matriz secretadas previamente, y la posterior difusion de iones

minerales, principamente calcioy fésforo , haciael esmalte (18).

En este sentido, la capacidad de sintesis y liberacion de proteinas por parte del

amel oblasto se ve disminuida en funcién al cambio en las necesidades.

Lavelocidad de adquisicion de minerales, e control del stress asociado a pH
medianamente acido y |a degradacion de proteinas incrementan significativamente (1,
6), por lo cual, el ameloblasto, una vez que ha secretado la matriz del esmalte, se
transforma para poder controlar € exceso de acidez (pH 6) por la liberacion de
protones durante la maduraciéon del esmalte y € flujo de iones necesarios para la
expansion volumeétrica del cristal de Hidroxiapatita, los cristales que inicialmente
estaban densamente empaquetados y eran pequefios, crecen rapidamente en anchuray
espesor(1,2)

En concordancia, los ameloblastos se convierten en células cortas y anchas
(1). Asimismo, las cuatro capas de células supraameloblésticas que se diferencian en
la etapa de secrecion también son modificadas morfolégicamente durante la

maduracion, resultando en la formacion de la Capa Papilar (5,17).

Lafuncion de esta capa celular en €l 6rgano del esmalte durante la formacién
de la matriz y maduracion del esmalte aln no esta descrita; sin embargo, hallazgos
recientes, relacionados con la presencia de proteinas de membrana especializadas
para el transporte de HCOg, sugieren la capacidad de defensa de la célula ante los

cambios de pH en € ambiente extracelular (5).

Por otra parte, los ameloblastos en maduracién suelen sufrir cambios ciclicos

en su borde apical, variando de forma muy rapida, entre estriado y liso (5, 17, Fig.1).



En e incisivo de la rata, un ameloblasto modula ciclos de 8 horas; las células del
esmalte pasan un periodo de cuatro horas con borde estriado antes de que al instante
se transformen a si mismos en ameloblastos de borde liso por las proximas 2 horas,
después de que pasan otras 2 horas vuelven a crear una nueva superficie estriada en
su polo apical (5, 17, 18). En promedio, se ha observado, en cortes histol gicos de
incisivos de rata, que aproximadamente 70% de las células se encuentran en etapa
estriada (RA) y 23% en etapalisa (SA) (18).

Se presume que la célula de borde estriado es impermeable en su polo apical
por la presencia de uniones estrechas, permitiendo la difusion de iones, como €
calcio e iones fosfatos, en un ambiente &cido, que sobresaturan € esmalte fluido;
mientras que las células de borde liso, cuyo pH es neutro, es impermeable al
movimiento idnico en su polo basal favoreciendo la remocion, 1o cual pudiera estar
en relacion con fases de cacificacién y reabsorcion de la matriz proteica,
respectivamente, siendo los ameloblastos de borde liso los que presentan mayor
actividad celular (5,19). Como consecuencia de estas variaciones ciclicas, la
precipitacion del calcio en e esmalte se redliza de forma intermitente y esto

determinala aparicién de las estrias de Retzius.

Es asi como € producto final del complejo proceso de la amelogénesis no es

mas que un esmalte maduro rico en contenido inorganico (95%) (6,15).
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Figura 1. Modelo esquematico de un incisivo ratay las células del 6rgano del esmalte durante la
amelogénesis. Amelogénesis se divide en la etapa secretora 'y la etapa de maduracion, separados
por un corto periodo de transiciones morfoldgicas y funcionales de ameloblastos (etapa de
transicion). En la etapa secretora €l 6rgano del esmalte se compone de varias capas de células:
ameloblastos (Am), estrato intermedio (S1), reticulo estrellado (SR), y epitelio externo del esmalte
(OEE). Durante el proceso de larga duracion de la maduracion del esmalte, los ameloblastos
cambian ciclicamente su estructura y funcion lentre ameloblastos de borde estriado (RA) y
ameloblastos de borde liso (SA). Aqui e érgano del esmalte ademas comprende la capa papilar
(PL) siendo profundamente invaginada por unared capilar. Tomado de Josephsen vy cols (5).

El incisivo de crecimiento continuo como sistema de estudio

El incisivo de crecicimiento continuo en roedores (ratas y ratones) es un
model o adecuado para estudiar |a amelogénesis debido a que €l incisivo mantiene una
capa continua de ameloblastos que contiene toda la secuencia de las etapas de

formacion del esmalte (5, Fig.1).

Este modelo fue caracterizado a finales de los afios 60 y se utiliza tanto para

estudios in situ como para el andlisis bioquimico de proteinasy ARNm (19).



El modelo presenta un segmento labial andlogo a la corona de los molares y
un segmento lingual andlogo alaraiz de los molares. (Fig.2) En el segmento labial es
posible distinguir la zona apical del incisivo y su unién con € epitelio ord, la
secuencia de etapas de la amelogenesis y la dentinogénesis. En la parte lingual es
posible distinguir una la dentinogénesis radicular, la cementogénesis acelular y la
formacion del ligamento periodontal (19).

Incisal

Figura 2. Referencia anatdmica para la localizacion de las etapas de formacién del
esmalte. Ameloblastos en etapa de secrecién (entre A y a), Ameloblastos en etapa de maduracién

temprana (entre B y b), Ameloblastos en etapa de maduracién tardia (entre C y ¢). Tomado de la
Cruz (15.)
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Hueso Alvealar
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Figura 3. Area de diseccion del epitelio y mesénquima. Tomado de Aioub (20)



Dinadmica Del Calcio

El calcio es considerado un ién esencia en la sefidizacion celular, pues es
bien conocido su rol como segundo mensajero, por tal razén, e mantenimiento del
equilibrio de Calcio en e cuerpo es esencial para la gecucion de funciones
fisiolégicas vitales como la excitabilidad neuronal, la contraccién muscular, la

formacion de hueso y muchas més (11,21).

De dli, e rol significativo del intestino, rifion y hueso en mantener la
homeostasis del i6n calcio, mientras que el calcio proveniente de la dieta es absorbido
anivel del intestino e incorporado en la circulacion sistémica, € rifion por otro lado y
de forma simulténea, se encarga de excretarlo, para asi poder mantener un adecuado
balance (11,21).

Este i6n se encuentra en todos los tgjidos corporales, tanto en compartimientos
extracelulares como intracelulares, en forma libre o unido a ligandos (6). En la
mayoria de las células, unagran cantidad de calcio intracelular se encuentra formando
complegjos con ligandos organicos intracelulares tales como proteinas fijadoras de
calcio o secuestrado en € interior de organelos como €l reticulo endoplasmico, los
cuales son capaces de amacenar grandes cantidades de calcio, desde donde es

liberado segun los requerimientos de la célula (6, 22, 23).

Se ha determinado, que €l rol funcional y la concentracion de calcio depende
de lalocalizacion (6); por €ello, los niveles de calcio varian entre un compartimiento y
otro, en la mayoria de los tipos celulares, la actividad del calcio intracitoplasmatico
estd en e rango micromolar 0 menos, mientras que la concentracion total en el fluido
extracelular, incluyendo plasma sanguineo, es proxima a los 3 mM, de tal
concentracion, la mitad o0 menos se encuentra en forma ionizada (23), 1o que permite

mantener un gradiente de concentracion de Calcio afavor de lacélula. Este gradiente,
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es estrechamente controlado por la absorcion intestinal, € intercambio en el hueso y

lareabsorcion anivel renal (5).

A pesar del gradiente de concentracion que se establece entre uno y otro lado
de la membrana, la célula no permite que todo €l calcio difunda libremente a través
de la membrana celular, por €ello, la entrada de calcio ocurre por 2 vias, transporte
pasivo paracelular y transporte activo transcelular, utilizando proteinas con afinidad
por el Calcio, llamadas canales de Ca®* (23, 24).

Una vez en e medio intracelular, €l calcio se mantiene a baas
concentraciones, pues la viabilidad celular depende de que e calcio libre en €
citoplasma se mantenga por debgo de los 0,2 umol/L, y aunque aumentos
transitorios son bien tolerados, incrementos extremos pueden ser toxicos e incluso
llegar a producir la muerte celular (8). En e citoplasma, mitocondria y nucleo, €
rango oscila entre 0,1 a 0,2 umol/L, mientras que en organelas, como € reticulo
endopl asmico rugoso, la concentracion es superior, aproximadamente 0,8 pmol/L (6),

esto obedece, a su rol como movilizador y depésito de calcio (6).

En e odontoblasto se ha logrado describir la localizacion intracelular de
calcio, utilizando técnicas para cuantificar el calcio total. Las evidencias revelan que
el calcio seubicaen e polo distal o apical delacélula, en formaionizada o dentro de
organelas, asi como en los procesos odontoblasticos y formando complejos con las

macromol éculas de la predentina (22).

Como es bien sabido, € esmalte y la dentina son tejidos calcificados, la
concentracion en peso de contenido mineral, varia entre 95% (6, 15) y 70% (23)
respectivamente, siendo e calcio, en su forma libre ionizada, e principal ion
responsable en la mineralizacion de los mismos, el incremento del stress oxidativo y

toxicidad celular (1, 6), por €ello, se hace evidente la importancia del transporte de



11

calcio en el epitelio dental y los odontoblastos, pues se ven sometidos a manejar

concentraciones elevadas durante la etapa de maduracion (6).

Transporte del calcio en el ameloblasto

Durante la amelogénesis y la dentinogénesis, los iones de calcio y fosfato son
transferidos desde € lecho vascular, a través de la célula, y en € caso de los
odontoblastos, aungue en menor medida, también entre ella, hacia e frente de
mineralizacion (6, 23). En este sentido, un nimero de sistemas transportadores de
Calcio asociados a membrana con diferentes propiedades han sido identificados y
caracterizados tanto en la membrana celular como en la membrana de organelas
celulares. Algunos de estos sistemas estan disefiados para tradadar grandes
cantidades de calcio mas lentamente, mientras que otros, son capaces de un rgpido y

preciso gjuste de las concentraciones ionicas de calcio (13, 23).

El transporte celular de calcio, de un lado de la membrana a la otra, esta bien
dilucidado a nivel renal e intestinal e involucra dos vias. la paracelular, que depende
de la proximidad entre las uniones celulares y la via transcelular, que depende de la
presencia de proteinas vinculadas con el transito a través de la célula (11, 19, 24,
Fig.4)

La ruta paracelular, implica difusion pasiva del calcio y depende
principamente de gradientes de concentracion y uniones epiteliales. Representa la
principal via de reabsorcion de calcio a nivel renal y ocurre a nivel del intestino
delgado, tlbulo proximal y el asa de Henle. Mientras que en la via transepitelial, e
calcio entraala célula através de la membrana apical, utilizando canales permeables
de calcio de lafamilia TRP (transient receptor potential), valinoide tipo 5y tipo 6. En

el citoplasma, l0s iones son acoplados a las proteinas reguladoras de calcio como la
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Calbindina Do, D2g Yy luego, extruidos activamente, en la membrana basal del
epitelio, a través de la bomba ATPasa Ca®* (PMCA1) y del intercambiador Na'/Ca?*
(NCX1), entrando asi alacirculacion sistémica (11, 21,24; Fig. 4).
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Figura 4. Mecanismo de transporte activo epitelial de Calcio. Tomado de Van Abel (24).

En este sentido, el movimiento significativo de calcio através de la célula del
organo del esmalte durante la maduracién y no entre ella como ocurre en rifion e
intestino, y més cerca aln, en e odontoblasto, sugiere la existencia de estrechas
uniones entre los ameloblastos que limitan e transporte ionico paracelular, o que

indicaque el epitelio del esmalte actia como una barrera semipermeable (6).

El problema del transporte transcelular se presenta por e riesgo de
acumulacion intracelular y posible toxicidad debido a una difusion lenta del calcio en
su paso por € citoplasma y a los mayores requerimientos de calcio durante la
mineralizacion del esmalte (6), sin embargo no hay evidencias de toxicidad celular
asociada a calcio en ameloblastos |o que ha hecho suponer gue existen mecanismos
moleculares de transporte activo implicados en € influjo, transito y eflujo celular de

este ion (6). Estudios bioquimicos previos realizados en células de rata y ratén,
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revelaron la presencia de abundantes proteinas fijadoras de calcio en €l ameloblasto y
odontoblastos (13, 22).

El transporte de calcio a través de estos mecanismos le permite ala célula ser
capaz de controlar la velocidad y especificidad iénica, la unidireccionaidad y €l

transporte afavor de un gradiente de concentracion (6).

Este mismo mecanismo ha sido descrito por cientificos en células derivadas
del epitelio de otros drganos, o que ha permitido dibujar paralelismos entre la
formacién del esmalte y la formacion de tejidos no mineralizado como € rifién. La
diferencia fisiolégica se presenta en la direccionalidad del proceso, mientras
investigadores del campo de la medicina han descrito la extrusion de calcio hacia €
flujo sanguineo (polo apical) (10). En el ameloblasto el flujo de calcio transcelular es
inverso, tal como se menciond anteriormente; ocurre desde € polo basal del
ameloblasto, relacionado con e capilar sanguineo, hacia €l polo apical relacionado

con la capa de esmalte (Fig.5).

Vasa Sanguinaa | I ENS BEA ST J Cenfing
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Figura 5. Representacion esquematica del érgano del esmalte. Laflechaindicael sentido
en el que ocurre el transporte. Tomada de Hubbard (6).
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Sin embargo, alin falta por aclarar si los iones de Ca®* , dirigidos al frente de
mineralizacién, son transportados a través del ameloblasto (transcelular), extruidos
desde organelas citoplasméticas (transcitosis) o, incluso ambos. Por tanto,
tedricamente, en este punto cabe interrogarse ¢como pasa €l cacio de la sangre a

través del ameloblasto para ser depositado en el esmalte en formacion?

Influjo celular de calcio

Existe evidencia cientifica de que la entrada de calcio a interior de la célulaes
significativamente mayor en etapa de maduracion respecto ala etapa de secrecion, los
hallazgos indican una tasa de transporte de calcio 4 veces superior (6,18). Esto se
explica, porque durante la etapa de secrecion, € epitelio del esmalte funciona como

una barrera, restringiendo la entrada de calcio através de la membrana (6).

En cambio durante la maduracién del esmalte, la célula adquiere una
permeabilidad transitoria, que permite e influjo de calcio a través de la membrana
basal del ameloblasto hacia €l esmalte en formacion. Son pocos los estudios que se
han hecho a respecto en tgido dentario, sin embargo, la evidencia en tegjido rena e
intestinal sugiere que la entrada ocurre a través de dos miembros de la familia de
canales de Calcio TRP (transient receptor potencial) tipo Valinoide: TRPV5 y
TRPV6 (11, 21, 24). Estos canales son coexpresados en los diferentes tejidos
transportadores de calcio como rifion, intestino y ameloblastos (11) aungque no en

igual proporcion.
Transient Receptor Potencial (TRP)

La familia TRP, es una larga familia de proteinas constituida por diferentes
subfamilias, que han evolucionado como canales idnicos, sensibles a un gran nimero

de estimulos (8). Sus 27 homdlogos mamiferos estan cominmente agrupados en 6
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subfamilias, en base a la secuencia de su aminoacido primario mas que por su
selectividad, debido a que sus propiedades son heterogéneas y su regulacion es
complga. Hasta ahora se conocen: TRPC (“Cannonica”), TRPM (“Melastatin”),
TRPV (“Vanilloid”), TRPA (“Ankyrin’), TRPP (“Polycistin”) y TRPML
(“Mucalipin”) (11, 25).

En general, los canales TRP son proteinas de membrana con seis dominio
transmembrana y un poro permeable a cation, esta region estd formada por un
pequeio estiramiento hidrofobico entre €l quinto y sexto dominio transmembrana
(112, 21, 24).

Transient Receptor Potential Vallynoid (TRPV)

La subfamilia TRPV (receptor Vallinoide) puede ser dividida en 4 grupos:
TRPV1/2, TRPV3, TRPV4 y TRPV5. Estudios han demostrados que estas proteinas
estédn involucradas en una variedad de procesos sensoriaes, tales como: sensacion

térmica, osmotica, mecanica, olfato, gusto, vision y percepcion del dolor (25).

Los canales TRPV1, TRPV2, TRPV3 y TRPV4 son canaes catidnicos no
selectivos, discretamente permeables a calcio, que pueden ser activados por diversos
estimul os, tales como: ligandos de segundos mensajeros, frio, calor y estrés mecanico

o quimico (11).

En este sentido, hallazgos recientes han mostrado que los odontoblastos
expresan funcionalmente canales TRP, de los cuales, TRPV 1 esta vinculado con la
transduccion de estimulos, por parte del odontoblasto, cuando hay exposicién
dentinaria (26), por tanto, estos canales juegan un rol crucial en la mediacién de
sensaciones térmicas en € diente (27).
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Por otra parte, TRPV5/TRPV6, antiguamente conocido como ECaCl, son
canales ionicos con estructura molecular similar, que poseen afinidad por cationes
monovalentes o divalentes, sendo mayor su afinidad por € calcio (7). A diferencia
de los otros miembros de la familia, TRPV5 and TRPV6, son altamente selectivos
para € calcio y estrictamente regulados por las concentraciones intracelulares de
Calcio (25).

Los genes de TRPVS5/TRPV6 comprenden 15 exones, que codifican proteinas
de aproximadamente 730 aminoécidos (24). Esta proteina contiene seis dominios
transmembrana y un dominio intracelular. Después de la transcripcion y traduccion,
las proteinas TRPV5 son ensambladas como canales tetraméricos funcionales que

juntos forman un poro parala entrada selectiva de Ca®* (7, 8).

ANK 5

| ANK 3*

ANK 1**

Figura 6. Modelo de ensamblae de las subunidades TRPV5/6. Tomado de
Niemeyer (8).

La distribucién tisular de estos canales esta asociado a érganos que median €l
transporte transcelular de calcio como intestino, rifidn, pancreas, prostata, glandula
mamaria, cerebro, colon, recto, gldndula salival, odontoblastos y ameloblastos (7, 11,
24, 25); mostrando patrones de expresion distintos, entre uno y otro tejido, en este
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sentido, TRPV5 y TRPVG6, se expresan a nivel de la membrana apical de las células
de los tgjidos anteriormente mencionados (Fig. 4,5), excepto en el ameloblasto y
odontoblasto, en donde ha sido descrita en la membrana basal (6, 24; Fig. 4,5).
TRPV5 es tipico en tegjido renal mientras que TRPV6, predomina en intestino
delgado, prostata, cerebro, estdbmago (24, 25).

La expresion de las proteinas mencionadas, se ve afectada por las
concentraciones de Vitamina D, estrogeno y calcio proveniente de la dieta. Aportes
cientificos degjan claro que la forma activa de la Vitamina D (1,25 dihidroxivitamina
D3) incrementa los niveles de canales de calcio en la membrana plasmatica (24), |o
que sugiere que TRPV5/6 no est4 presente de forma continua en la membrana, sino
que se encuentra almacenada, ampliamente, en compartimientos intracelulares
(endosomas), y cuando los requerimientos de calcio aumentan, pueden ser trasladadas
a la membrana plasmética de una manera controlada (7; Fig. 5). El transporte de
TRPV5 o TRPV6 hacia la membrana plasmética proporciona un mecanismo de
regulacion a corto plazo para aumentar la captacion de calcio a nivel rena e

intestinal, respectivamente.

El rol funcional de estos canales, esta asociado a la homeostasis del calcio,
debido a que son responsables, gracias a que actUan como una compuerta, del
transporte activo de calcio hacia €l citoplasma, a favor de un gradiente de
concentracion, para satisfacer las demandas de este i6n en diversos procesos
fisiologicos (11, 24), por lo que es posible presumir, que son responsables de la
captacion de calcio en la membrana basal durante la amelogénesis y la
dentinogénesis. Esencialmente, es poco |0 que se conoce sobre la entrada de calcio en
el ameloblasto durante la mineralizacion del tegjido, mientras que en e odontoblasto,
utilizando técnicas inmunohistoquimicas se logré demostrar la presencia de canales
decalcio (22).



18

=y
Baddiatgr

Figura 7. TRPV5, funcion y regulacion de la reabsorcion de calcio anivel renal. Tomado
de Groot (7).

Transito a través de la célula

La actividad de las TRPV5/6 es regulada por las concentraciones
intracelulares de calcio que actlan como un interruptor, aumentando o disminuyendo
su expresion; por tanto, una vez que dicho ion ingresa a ameloblasto u odontoblasto,
esta listo para ser acoplado a proteinas fijadoras de calcio, que modulan de forma
estricta las concentraciones citoplasméticas del mismo, evitando asi la
citotoxicidad asociada a la disminucién del pH. La comunidad cientifica dedicada a
estudiar la biologia del esmalte, ha propuesto diferentes rutas para explicar la difusion
del calcio através del citoplasma, desde la membrana basal hastala membrana apical;
siendo la calbindina (ruta transcelular, basada en gran parte en estudios de intestino y
rifon) y las organelas tubulo-vesicular intracitoplasmaticas (ruta transcitosis) las

protagonistas de ambas propuestas (6, 13).
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Calbindina

Estudios a nivel rena e intestinal, han demostrado y caracterizado
la presencia de una proteina fijadora de calcio, localizada en e citoplasma
denominada Calbindina, que tiene la capacidad de moverse, por lo cual, esta

asociada al transporte de calcio através de la célula en dichos tejidos.

La Calbindina es una calciproteina (CaBP) perteneciente a la superfamilia de
las proteinas citosolicas fijadoras de calcio (6, 19), que incluyen camodulina,
troponina C, parvalbumina, S100, las cuales son proteinas moviles, codificadas por €l
gen S100g, que se caracterizan por poseer una estructura EF hands. Estas proteinas

son reagrupadas en dos grupos, 1os sensores de calcio y los tampones de calcio.

Ciertamente, la estructura EF hands es un dominio estructural de proteinas
tipo hélice-bucle-hélice, que consta de dos afa hélices E y F, respectivamente,
situadas perpendicularmente entre si. Separadas por un bucle central que contienen
cadenas de aminoéacidos, donde se encuentra el sitio de union parael ién de calcio. El
término EF hand se debe a que el patrén tridimensional de la afahélice puede ser

representado por el dedo pulgar y €l indice (19).

Dos miembros pertenecen a esta familiaa Calbindinag localizada mas
extensamente en epitelio transportador de calcio ( intestino, pulmon, placenta y
organo del esmalte) y Calbindina Dog« localizada en epitelio transportador-Vitamina
D dependiente (intestino , rifion y 6rgano del esmalte) de aves y mamiferos (6). En
mamiferos la Cabindina Do esta presente principamente en intestino delgado,
mientras que la Calbindina D,gx Se expresa tipicamente en el tdbulo contorneado
distal y tibulo conector del rifién (21). Siendo € rifidn, € Unico érgano que expresa

ambas proteinas,
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Calbindina Dosk

La Calbindina D,gx €s una proteina fijadora de calcio con alta afinidad por
este i0n, debido a los seis sitios de unidn que presenta. Similar alo que ocurre en los
canales TRPV5, la expresion de esta proteina va a ser inducida por la regulacion
transcripcional de hormonas calciotrépicas como la 1,25 hidroxivitamina D3, la
Paratohormona, asi como por el calcio proveniente de la dieta. Adicionalmente,
investigaciones recientes han involucrado a un nuevo elemento en la regulacion de la
expresion de la cabindina Dag, € gen MSX2, cuya sobreexpresion, reprime la
actividad del promotor de esta proteina (nt-1075/+34) (4,19).

Se caracteriza por poseer un peso molecular de 28 kD, y, contener 261
residuos de aminoécidos. Se encuentra presente en altas concentraciones en
intestino, rifién, cerebro y pancreas, en efecto, en algunas células se han reportado
concentraciones superioresal mM (28).

Consecuentemente, la expresion de la Calbindina Dog es elevada en €
ameloblasto, tanto en la etapa secretora como en la etapa de maduracion (19) vy,
representa 1% de las proteinas totales citosdlicas en el epitelio dental (4). Asimismo,
su presencia ha sido demostrada en odontoblastos humanos y de rata (23), sin
embargo, ciertos investigadores difieren de estos hallazgos, pues han reportado una

localizacién exclusivaen € 6rgano del esmalte (29).

La importancia fisiolégica de la Cabindina D en estos tejidos radica en su
capacidad de transportar € calcio de un lado de la membrana a otro, por 1o que
controla fluctuaciones en las concentraciones intracelulares de este, actuando asi
como un tampon célcico, de accion répida (6, 21, 28).
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Es asi como, en € rifién se coexpresa con TRPV5, estando funcionalmente
vinculadas en la reabsorcion de calcio; estudios previos han demostrado que en este
proceso fisiologico, TRPV5 juega un rol mas critico, pues, la disminucion en €l
influjo de calcio mediada por TRPV5 suprime la expresion de la calbindina Dogk (21).
En otros tegjidos como e sistema nervioso, se ha demostrado que la calbindina
neuronal, controla la respuesta intracelular a los estimulos. Adicionalmente, se ha
sugerido un papel protector de esta proteina en contra de la muerte celular

apoptdpica, en células del rifidn, cerebro, pancreas, osteoblastos (29).

Por otra parte, la presencia de calbindina D,g¢ en €l ameloblasto, sugiere que
el transporte de calcio hacia € frente de mineralizacién ocurre por un proceso
transcelular. Esta proteina aumenta la difusibilidad del calcio hacia el extremo apical
para que pueda ser expulsado, a servirle de transportador como lo haria un “ferry”,
de esta manera, provee proteccién contra los altos niveles téxicos de calcio a
amortiguar las concentraciones citoplasmicas del mismo, y a su vez, interactia
directamente con los transportadores epiteliales TRPVS5 para controlar €l influjo de
esteion (4, 6, 30; fig.9).

En contraposicién, estudios realizados en ratones mutantes deficientes en
calbindina Dg reflejaron que en ausencia de Calbindina Dog« ni 1a mineralizacion del
esmalte ni hueso se vio afectada, asimismo no se evidencié aumento de otra proteina
fijadora de calcio citoplasmética para compensar la ausencia de Calbindina Dog, 10
gue degja en entredicho el papel funcional que se le atribuye hasta ahora a la
calbindina Dog« Yy Se sugiere que el transporte transcelular de calcio ocurre através de
organelas citoplasméticas tolerantes al calcio como el Reticulo endoplasmatico (31),
este hallazgo modifica las teorias convencionales en el transporte de calcioy abre las

puertas para un nuevo dogma llamado Transcitosis ( 6, 13).
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Ciertamente, estos resultados revelan la baga regulacion de la principal
calbindina (28kDa) durante la maduracion del esmalte, sin embargo, los hallazgos de
Bolafios (4), lo contradicen (Fig. 8). Asimismo, fue demostrado, en andlisis de perfil
genético de la familia de genes S100g que codifican la cabindina 9kDa, |a elevada
regulacion de ésta en ameloblastos en etapa de maduracién (1), por lo cua lateoria

del transporte transcelular en el ameloblasto no puede ser descartada tan facilmente.

control

Calbindin-D,g,
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Figura 8. Expresion de la Calbindina D,g en el incisivo de ratén. La proteina Calbindina
D.g fue comparativamente inmunodetectada en los incisivos de ratones de 14 dias, Msx2 +/+
(A,F), Msx2+/- (B,G), y Msx2-/- (C,H). Tomado de Bolafios (4).

Eflujo celular de calcio

Unavez que el volumen de calcio necesario parala mineralizacion atraviesa el
citoplasma del ameloblasto, queda a disposicién de proteinas con ata afinidad por
este i0n, para ser expulsado hacia la capa de esmalte en formacion. Estudios previos
han revelado e rol aparente que tiene la bomba ATPasa Na/Ca (PMCA), los
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intercambiadores Na/Ca (NCX) y mas recientemente, €l intercambiador (Na/K/Ca) en
este proceso (14, 18).
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Figura 9. Transporte transepitelial de Calcio en e ameloblasto. Modificado por
Colmenares de Hubbard (6) y Van Abel (24).

Intercambiador Na/Ca (NCX)

Los intercambiadores Na'/Ca?* son miembros de una numerosa superfamilia
de genes antiporter cation/calcio, la superfamilia CaCA. Esta superfamilia tiene
cinco ramas principales, que han sido nombradas, en base a sus caracteristicas
funcionales. 1) YRBG, integrada por miembros de bacterias; 2) CAX , comprende,
en su mayoria, miembros de plantas y levaduras; ambas ramas catalizan intercambio
H*/Ca®*; 3) NCX (SLC8) ; 4) NCKX (SLC24), ambos, comprenden, exclusivamente,
miembros de mamiferos y catalizan intercambios Na'/Ca®* y; 5) CCX, que cataliza
intercambio Na'/Ca® y Li*/Ca" (32, Fig.10).
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Figura 10. Arbol filogenético de la superfamilia CaCA. Tomada de Lytton (29)

La asociacion de miembros de la familia de genes SLC (solute carrier) y €
desarrollo del esmalte es una linea de investigacion que ha sido de gran interés en los
altimos afios; recientes investigaciones han demostrado la presencia de estos genes
en el 6rgano del esmalte, por lo cua se sugiere €l rol critico de algunos de ellos en la

amelogénesis.

La familia de genes SLC8A es responsable de codificar alos miembros de la
proteina NCX, encargada del transporte bidireccional de cationes Na'/Ca®*, hacia
afuera o dentro de la membrana. La direccion del movimiento de iones, depende del
gradiente electroguimico y de la concentracion de iones a ser transportados; por tanto,

NCX es responsable del eflujo/influjo, completamente reversible, de Ca*".

A diferencia de la bomba de calcio (ATPasa Ca®) con la que comparten
funciones en la membrana plasmatica, la cual tiene alta afinidad pero baja capacidad
de transporte, las NCX son proteinas de membrana, con baja afinidad pero ata
capacidad para transportar calcio (33). En mamiferos, existen tres subfamilias de
NCX1 (SLC8A1), NCX2 (SLC8A2) y NCX3 (SLCBA3), cada una se expresa en
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diferentes sistemas organicos y se encargan de extruir Calcio con la finalidad de

favorecer la homeostasis intracelular (9).

De los tres intercambiadores, NCX1, es el mas ampliamente expresado,
originalmente fue caracterizado en tegjido cardiaco, pero estudios posteriores han
demostrado su presencia en otras células como cerebro, rifion (9, 32), célulasp del
pancreas (33), osteoblasto (34) y osteoclastos (12).

Tan significativo es su rol a nivel cardiaco y células B del pancreas, que se ha
evidenciado que NCX1, representa e principal mecanismo de extrusién de ca’,

aproximadamente, 70 % y 90%, respectivamente (33).

A diferencia de NCX1, los patrones de expresion de los otros miembros son
mas restringidos. NCX 2, esta localizada exclusivamente a nivel neuronal, en todas las
regiones del cerebro; mientras que NCX3, se expresa en musculo esquelético y més,
débilmente, en ciertas areas del cerebro (32) y en €l polo apical del ameloblasto (18)
y odontoblasto (36).

Dichas proteinas catalizan el intercambio de 3 moléculas de Na™ por 1
molécula de Ca?*, el movimiento de cargas desigual revela que el transporte de NCX
es electrogénico; ciertamente, el intercambio se da, en contra de su gradiente, sin
consumo de energia, gracias a que la entrada de Na" genera una corriente que provee
la energia necesaria para la extrusion de calcio, sin embargo, cambios en el potencial
de membrana o la acumulacion intracelular de Nat+, modifican la direccion del
intercambio, favoreciendo € influjo de Ca™ (9, 14, 18, 33).

Al respecto, se cree que € intercambio de Na'/Ca®* es mediado por una serie
de pasos secuenciades, ligados 0 no, a cambios conformacionales; este proceso,
involucra, la presencia de un sitio de unidén a cation, que puede acomodar,

indistintamente, tres Na" o un Ca’. Es asi como, la ocupacion completa del sitio con
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cualquiera de los dos cationes, Na" o Ca?*, permite e transporte del i6n fijado a
través de lamembrana; por o cual, investigadores han sugerido que € intercambiador
podria estar catalizando, tanto el intercambio Na'/Ca®*, como e intercambio
Na'/Na', Ca®*/Ca?* (32).

A nivel dentario, NCX1y NCX3 se expresan en € polo apica o apico/laterd
de los ameloblastos (6, 18; Fig. 9) y en la membrana apical del odontoblasto, siendo
mayormente expresado NCX3 que NCX1 (21). Adicionamente, NCX1 ha sido
aislado de mitocondrias a nivel de odontoblastos (22, 36).

Estos hallazgos sugieren € rol funcional de estas proteinas en laformacion del
esmalte. Se cree que NCX es responsable de la extrusion de Calcio hacia € frente de
mineralizacion, siempre que exista un gradiente de Na' transmembrana; tanto en la
etapa de secrecion como en la de maduracién, pero contrario a lo que se pensaba, la
expresion de NCX 1 permanece sin cambios significativos en ambas etapas, mientras
gue NCX3 disminuye durante la maduracion del esmalte (1, 14, 33). Por consiguiente
la comunidad cientifica se ha preocupado Ultimamente por identificar nuevos genes
que expliquen como el ameloblasto maneja grandes cantidades de iones de calcio
tanto para la sefializacion celular como para la mineralizacion extracelular, dejando

en evidencia un nuevo gen transportador de Calcio: Slc24a4. (1, 2, 14).

El mismo codifica la proteina NCKX4, un tipo diferente de intercambiador
Na'/Ca™ que cotransporta K* y que es expresado de forma marcada durante las
etapas de maduracién mediay tardiadel ameloblasto (1, 14).

En vista de los hallazgos recientes relacionados con €l transporte transcelular
de calcio y la aparicion de nuevos candidatos vinculados a la maduracion del

esmalte, cabe preguntarse ¢cOmo es la expresion proteinica de TRPV5y NCX1 en €l
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tgjido dentario del ratdn salvaje?, s ya han sido ampliamente identificados en otros

tgjidos y funcionalmente vinculados con el transporte de calcio.

Con el proposito de aproximar respuesta a estas interrogante, se plantean los

siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresién de las proteinas transportadoras de Calcio (TRPV5 y

NCX1) anivel dentario en €l ratdn salvaje, no manipulados genéticamente.

Objetivos especificos

Reconocer la expresion de la proteina TRPV5 en el ameloblasto,en etapa de

maduraciony, odontoblasto del raton salvaje (+/+)

Identificar la expresion de la proteina NCX1 en el ameloblasto, en etapa de
maduracion y, odontoblasto del ratén salvaje (+/+)

Describir la localizacion en e ameloblasto y odontoblasto de la proteina
TRPV5 en el ratdn salvaje (+/+)

Describir la localizacion en e ameloblasto y odontoblasto de la proteina
NCX1 en €l raton savaje (+/+).
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MATERIALES Y METODOS

El presente estudio constituye una investigacion de tipo exploratoria,
descriptiva.

Muestra.

Para efectos de esta investigacion, la muestra esta representada por 15
mandibulas de ratones machos, de 90 dias de nacidos, de la cepa Wild Type CD1
Swiss. De los cuales se tomaron 70 cortes histolégicos, en donde se identificaron
ameloblastos en etapa de maduracion, de acuerdo a los siguientes criterios: células
anchas y cortas, presencia de una Unica capa de células supraameloblasticas yuna

capa ancha de esmalte.

Todo esto, siguiendo las normas de Bioética reglamentadas por e Centro de
Investigaciones de Cordeliers, el cual esta certificado bajo € numero n°’A-7506-12 y

serigen por las normas del Consejo Europeo de 1985 y la convencion STE 123.

Las muestras de mandibula fueron fijados por perfusiéon con 4% de
paraformaldehido, y luego diseccionados y descalcificadas en una solucion de PBS
gue contiene acido etilendiaminotetraacetato (EDTA) a 4,13%, apH 7,6 durante 4 a
6semanasa 4 °C. Lasolucion de descalcificacion representa 10 veces € volumen

del tgjido y la solucién fue cambiada al menos dos veces por semana.

Después de ladesmineralizacion, las muestras se lavaron durante cuatro horas
a4 °C en PBS (0,15 M, pH 7,4), se deshidrataron en concentraciones crecientes de
soluciones de etanol (70-85-95-100%) y luego impregnadas en parafina por
inmersiones sucesivas a 65 °C en clearene, mezcla v/v clearene/parafina y parafina

en moldes adecuados para enfriamiento a temperatura ambiente y luego a 4°C.
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Una vez obtenido el bloque, se realizaron cortes sagitales seriados en
micrétomo marca Reichert-Jung de 8 micrémetros de ancho, los cortes fueron

colocados sobre laminas Superfrost plus, cuatro cortes por cada lamina.
Inmunohistoquimica

A través del microscopio Optico se seleccionaron los cortes que tuvieran
esmalte en etapa de maduracion, y por cada lamina se tomo un corte para € grupo
control positivo (Calbindina Dyg), un corte para € grupo control negativo (suero
blogueante) y dos cortes para el grupo experimental (TRPV5 1/100 y NCX1 1/100).

Los cortes se desparafinaron en xilol 2 veces por cinco minutos cada vez,
luego se rehidrataron en etanol a concentraciones decrecientes (100%, 70%) por 3

minutos cada uno y finalmente se aclararon en agua destiladay PBS (0,15 M, pH7,5).

Posteriormente, fueron procesados siguiendo las indicaciones del protocolo
del Universal Quick Kit Vectastain, Vector Laboratories, England, sin embargo, los
tiempos de bloqueo de la peroxidasa enddgena y la incubacion del anticuerpo
primario fueron alargados, de 10 minutos y 1 hora, respectivamente, a 24 hotas, para

lograr la expresion de las proteinas en estudio.

Inicialmente los cortes se incubaron en la solucion de trabajo del suero
bloqueante del kit (Universal Quick Kit, Vectastain, Vector Laboratories, England)
durante la noche a 4 °C, 24 horas después se retird el exceso de suero de los cortes y
fueron incubados en el anticuerpo primario ( TRPV5 monoclonal, de congjo Abcam
Laboratories,England, 1/100; NCX1 policlonal de conegjo, Santa cruz, USA, 1/100;
Calbindina Dgx, Swant, Bellinzona, Switzerland; 1/1000) diluido en PBS (0,15 M,

pH 7,5) que contiene 1,5 % de suero bloqueante durante la noche a 4°C.
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Al dia siguiente, las laminas fueron lavadas por 5 minutos en PBS (0,15 M,
pH 7,5), e incubadas en anticuerpo secundario biotinilado por 10 minutos y en
streptavidin/peroxidasa por 5 minutos, a temperatura ambiente, para finamente
incubar en sustraio peroxidasa: Diaminobenzidine (Sistema Impact DAB, Nova
Red;Vector Laboratories,England) por un tiempo maximo de 7 minutos. Después de
cadaincubacién las ldminas fueron lavadas en PBS (0,15 M, pH7,5) por 5 minutos.

Las observaciones y las fotografias se tomaron con un microscopio de luz

Nikkon Eclipse E600y con una camara CoolPix 995 acoplada al microscopio.
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RESULTADOS

La inmunohistoquimica fue realizada para examinar el perfil de expresion y
localizacion de las proteinas TRPV5 y NCX 1 en las células del 6rgano dentario.

TRPV5

|Los datos de la presente investigacion evidencian una distribucién amplia de
la proteina TRPV5 en mandibula, la misma se identificé en lengua, musculo, en €
organo del esmalte, odontoblastos, ligamento periodontal y restos epitelides de
Malassez (Fig. 11 B.1, 12 B.1, 13 B.1), en comparacion con la Calbindina D,g que se
localiza exclusivamente en las células del 6rgano dental (Fig. 11 A.1, 12 A.1,13A.1)

A nivel dentario, la proteina TRPV5 se presenta en el toda la extension de la
capa de ameloblasto y en la capa papilar supraameloblastica. Dentro del ameloblasto,
la localizacidon de la proteina fue principamente citoplasmética y ocasionalmente
concentrada a lo largo de la membrana basal (Fig. 11 B.3, 12 B.3, 13 B.3, 14).
Adicionalmente, la proteina también fue localizada en odontoblastos, mostrando una
distribucion homogénea en cada tejido, de hecho se observa un marcgje continuo en
el contorno del érgano dental, indicio de una localizacion citoplasmética. (Fig. 11
B.2,12B.2, 13 B.3).

Asimismo, aunque no es objeto de estudio, TRPV5 fue intensamente
expresada en células del ligamento periodontal, pulpa, musculo esgquelético y lengua
(Fig.11B.1,11B.2,12B.1,12B.2, 13B.1, 13B.2)

Los patrones de expresion mostraron un perfil similar entre los tejidos a nivel
dentario, ligeramente menos intensa s se compara con musculo, lengua y los
ameloblastos de la calbindina Dogy.
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Figura 11. Inmunohistoquimica de TRPV5. A Control + (CALBINDINA D28k) A.10bj 4X, A.2
Obj. 10X, A.3 Obj.40X marcaje intenso de los ameloblastos. B TRPV5 1/100. B.1 Obj. 4X, B.2.
Obj 10X, B.3 Obj. 40X. observese € marcaje a nivel de los ameloblastos (amb), capa papilar
(C.P), a nivel pulpar (P), odontoblastos (Od), restos epiteliales de Maassez (REM), ligamento
periodontal (L.P), musculo (musc) y lengua LG. C. Control — (suero bloqueante). Ausencia de
coloracion. Ameloblastos en etapa de maduracion temprana. P.A=Polo apical, P.B=Polo Basal,
H.A= Hueso Alveolar



33

Figura 12. Inmunohistoquimica de TRPV5. A Control + (CALBINDINA Dag) A.10bj 4X, A.2
Obj. 10X, marcgje intenso de los ameloblastos. B. Control — (suero bloqueante). Ausencia de
coloracion. C.TRPV5 1/100. C.1 Obhj. 4X, C.2. Obj 10X, C.3 Obj. 40X. observese €l marcagje a
nivel de los ameloblastos (amb), capa papilar (C.P), anivel pulpar (P), odontoblastos (Od), restos
epiteliales de Malassez (REM), ligamento periodontal (L.P), musculo (musc) y lengua LG.
Ameloblastos en etapa de maduracion temprana. H.A= Hueso Alveolar
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Figura 13. Inmunohistoquimica de TRPV5. A Control + (CALBINDINA Dyg) A. Obj
10X, A.1 Obj. 10X otra vista, notese el marcaje intenso de los ameloblastos. B, B.1, B.2 TRPV5
1/100. Obj. 10X,0bservese el marcgje a nivel de los ameloblastos (amb), capa papilar (C.P), a
nivel pulpar (P), odontoblastos (Od), restos epiteliales de Maassez (REM), ligamento periodontal
(L.P) y musculo (musc) C. Control — (suero bloqueante). Ausencia de coloracion. Ameloblastos
en etapa de maduracion temprana. P.A=Polo apical, P.B=Polo Basal, H.A= Hueso Alveolar.

Figura 14. Inmunohistoquimica de TRPV5. Obj. 40X. Notese la tincién intensa de los

ameloblastos en etapa de maduracién y la capa papilar supraameloblastica. La flecha indica un
patron de expresion discretamente superior en € polo basal del ameloblasto.
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NCX1

Nuestra data evidencia que NCX1 se expresO débilmente en ameloblastos,
excepto en el borde apical en donde se observd un marcaje mas oscuro (Fig. 15 B.3,
16 C.3).

En contraste, las células de la capa papilar del érgano del esmalte (Fig. 15 B.3
y 16 C.3), e musculo y lalengua (Fig. 15 B.1y 16 C.1) mostraron una fuerte tincién,
tan intensa como observa en la Calbindina D2gc a nivel del ameloblasto (Fig. 15 A.1,
A2,A3y16A.1, A2).

A nivel del odontoblasto se observa una tincién mas intensa que en €
ameloblasto (Fig. 15 B.2 'y 16 C.2), siendo mayor hacia el borde apical de la célula;

pero no tan fuerte como el control positivo.



Figura 15. Inmunohistoquimica de NCX1. A Control + (CALBINDINA Dyg) A.1 Obj
4X, A.2 Obj. 10X, A.3 Ohj.40X marcaje intenso de los ameloblastos. B NCX1 1/100. B.1 Obj.
4X, B.2. Obj 10X, B.3 Obj. 40X. observese €l leve marcgje a nivel de los ameloblastos (amb),
pulpa (P), restos epiteliales de Malassez (REM), ligamento periodontal (L.P), la coloracion se
incrementa a nivel de los odontoblastos (Od) y se hace més intensa en la Capa papilar del érgano
del esmalte, musculo (musc) y lengua LG. C. Control — (suero bloqueante). C.1 Obj 4X, C.2 Obhj.

40X, ausencia de coloracion. Ameloblastos en etapa de maduracion temprana. H.A= Hueso
Alveolar.
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Figura 16. Inmunohistoquimica de NCX1. A Control + (CALBINDINA Dyg) A.1 Obj 4X, A.2
Obj. 10X, marcaje intenso de los ameloblastos. B. Control — (suero blogueante). Ausencia de
coloracion. C.NCX1 1/100. C.1 Obj. 4X, C.2. Obj 10X, C.3 Obj. 40X. observese €l leve marcaje
a nivel de los ameloblastos (amb), pulpa (P), restos epiteliales de Malassez (REM) y ligamento
periodontal (L.P), la coloracion se incrementa a nivel de los odontoblastos (Od) y se hace més
intensa en la Capa papilar del 6rgano del esmalte, misculo (musc) y lengua. Ameloblastos en
etapa de maduracion temprana. H.A= Hueso Alveolar
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DISCUSION

Las evidencias obtenidas en esta investigacion, revelaron que ambas
proteinas, en la etapa de maduracion del ameloblasto, poseen una distribucion amplia
a nivel mandibular, aunque € perfil de expresion de TRPV5 fue mas fuerte que €
NCX1, especialmente en el érgano del esmalte y, la capa de odontoblastos. Mientras
que TRPV5 se expresO tanto en los ameloblastos como en la capa papilar con la
misma intensidad, NCX1 mostré un patron de expresion heterogéneo, se mostro
ligeramente en €l citoplasma y polo basa y discretamente méas fuerte en e polo

apical del ameloblasto; resaltando €l intenso patrén de expresion en la capa papilar.

Si bien es cierto, que los patrones de expresion confirman los resultados de
estudios previos, en donde se demuestra la presencia de NCX1 en e polo apical y
apico/lateral del ameloblasto (18) y en e polo dista del odontoblasto (36); la
distribucién de los patrones de expresion de NCX1 en e ameloblasto y la capa
papilar son inversos alos resultados hallados por Okumura, Hu y colaboradores (18).
Mientras que Hu y colaboradores reportan una significativa expresion en € polo
apical del ameloblasto y una débil expresion en la capa papilar, en esta investigacion
se observé lo contrario, probablemente, la diferencia agui evidenciada obedezca a
variaciones en la aplicacion del protocolo de Inmunohistoquimica, anticuerpos
primarios utilizados, tiempo de incubacién de los cortes y la manipulaciéon de la

muestra.

Otras proteinas fijadoras de iones también han sido descritas en la capa papilar
del 6rgano del esmalte, tales como bombas ATPasa Na'/K™ (5, 34), transportadores
de HCO;3 (5). La presencia de dichas proteinas, asi como de NCX1 y TRPV5, aqui
demostrados, sugieren un papel funcional indirecto de la capa papilar. Ciertamente,
las células de la capa papilar no estan capacitadas para el transporte de calcio hacia €l
frente de mineralizacion (2) pero podrian estar implicadas, en el mantenimiento de la

homeostasis de Calcio intraorganela, o bien, en la exportacion de cacio hacia €
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ameloblasto, o bien, en la homeostasis del ambiente extracelular del ameloblasto,
asegurando asf |as condiciones de gradiente de Na“, Ca?* y control de pH, necesarios
para € influjo/eflujo de calcio durante € transporte transcelular en la amelogénesis.
Sin embargo, se necesitan mas estudios para aclarar la importancia funcional de las

proteinas NCX1y TRPV5 en la capa papilar.

Por otro lado, la débil expresion de NCX1 en el ameloblasto en proceso de
maduracion, resultante en este estudio, en comparacion con e control positivo
(Cabindina Dogk) y la expresion de NCX1 en e odontoblasto, hacen pensar que
definitivamente existe una proteina adicional, vinculada a la extrusién del calcio
hacia el esmalte en formacion. Estudios recientes han confirmado, la existencia del
intercambiador Na'/Ca®* - K* (NCXK4) en lamembrana apical del ameloblasto, cuya
regul acion esta asociada a un receptor de ionosiltrifosfato, localizado en la membrana
del reticulo endopldsmico, que controla la liberacion de calcio de los depésitos
intracelulares, por lo cual, le han adjudicado a NCXK4, un papel regulador en €
transporte de calcio, cuando los niveles son criticos, como es €l caso de la etapa de
maduracion del esmalte (13, 14, 36). Lo anterior, dga en entredicho, que €
transporte de Calcio en e ameloblasto, sea un transporte, exclusivamente,
transcelular.

En contraste, la expresion marcada de TRPV5 y NCX1 en € odontoblasto,
confirman que el transporte transcelular, representa e principal mecanismo de
exportacién de calcio hacia la matriz de dentina (36). Ciertamente, durante la
formacion de la dentina, €l calcio es transportado desde la red de vasos pulpares, a
través, de la capa de odontoblastos, utilizando una ruta transcelular, para ser
incorporado en la fase mineral, entre la predentina no mineralizada y la dentina
mineralizada (22).

Estudios recientes se han enfocado a localizar y caracterizar €l papel funcional

de las TRPV en e odontoblasto. Los resultados sugieren que estimulos térmicos,
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mecanicos, osmoticos y e alargamiento del odontoblasto pueden activar a las
TRPV1, TRPV2, TRPV3 y a la TRPV4, mediando la entrada de cacio a
odontoblasto desde la dentina, y no €l eflujo como se ha visto hasta ahora, via NCX,
por lo cual se cree que las TRPV 1-4 estén vinculadas con la sensibilidad dentinaria
(26, 27). Laexclusion de la proteina TRPV5 en el mecanismo descrito anteriormente,
sugiere un papel funcional diferente, sin embargo, no se consiguieron antecedentes
referentes a la expresion de TRPV5 en € tgido dentario. Por tanto, se cree que
TRPV5 actliaen € diente, tal cual lo hace en € rifion.

A nivel renal, ha sido, ampliamente, demostrado la presencia de TRPV5 y su
participacion como €l principal responsable de la reabsorcion de calcio en e tdbulo
contorneado distal y € tdbulo colector, con € fin, de mantener el balance en la
concentracion de calcio sistémico (7, 21, 24). Por tanto, la expresion de la proteina
TRPV5 en el ameloblasto y odontoblasto, esta relacionada con € transporte de calcio
necesario para la mineralizacion de los tejidos dentarios.

La localizacion intracitopldsmatica de la proteina, demostrada en este estudio,
hace pensar que no solo se expresa en la membrana plasmatica del ameloblasto y
odontoblasto, sino que también estd presente en la membrana de organelas

intracel ulares, regulando la homeostasis del calcio dentro de laorganela celular (22).

En conclusion, la expresion de TRPV5 y NCX1 en e ameloblasto y
odontoblasto, deja en evidencia que las mencionadas proteinas actlan como un
sistema intrusor y extrusor de calcio, hacia € cristal de Hidroxiapatitay dentina en

crecimiento; dando lugar, a un mecanismo de transporte direccionado.

Los resultados obtenidos indican que €l transporte de calcio a través del
ameloblasto y odontoblasto durante la etapa de maduracion, se da por un proceso
transcelular que puede ser complementado por transcitosis. Es asi como, € calcio
proveniente de la circulacion sistémica, entra a la célula por € polo basal del

ameloblasto y odontoblasto, a favor de un gradiente de concentracion utilizando
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canales de calcio (TRPV). Una vez, las concentraciones intracelulares de calcio
aumentan, se induce la liberacion de la calbindina, esta se desplaza hasta la
membrana basal del ameloblasto parafijar iones de Cap. y trasladarlos ala membrana
apical. Sin embargo, la localizacion exclusiva de la calbindina en el 6rgano del
esmalte, sugiere la existencia de un mecanismo distinto en e odontoblasto, encargado

de transportar €l calcio de un lado a otro de la membrana.

En este sentido, la expresion intracitoplasmatica de la proteina TRPV5S y
NCX1 conlleva a presumir que tales iones también pueden ser captados y liberados
por organelas intracitoplasmaticas, y ser extruidos a través de la membrana apical por
intercambiadores Na'/Ca?* hacia el frente de mineralizacion del esmalte'y la dentina.

Por tanto, alteraciones en la expresion de las proteinas estudiadas podrian ser
responsables de amelogénesis o dentinogénesis imperfecta, aumentando la
susceptibilidad del tejido dentario a ser afectado por patologias como la caries. Sin
embargo, se recomienda continuar con esta linea de investigacion, para poder
establecer relaciones concretas entre la expresion de las proteinas estudiadas y genes
relacionados con patologias asociadas a metabolismo del calcio, a nivel dentario,

como el gen represor Msx2.
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