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RESUMEN: La tuftelina es una proteina secretada en la matriz adamantina en desarrollo durante la formacion del esmalte. Su
funcién continla sin esclarecerse, aunque se presume que juega un papel importante en la biomineralizacion de esmaitsiy dentina
como en el desarrollo del érgano dental. Con el presente estudio se identificd su localizacion en las diferentes esgéichenassle
dentales de fetos humanos, conforme a los resultados se observé su expresion en el estadio pre-secretor observampias®aadel cito
los ameloblastos, reticulo estrellado, papila dental, asi como en el estrato intermedio; en el secretor se identifiodepteneipdh
union amelodentinaria, y en la superficie externa del esmalte, observando una marcada expresion de la proteina endalmlekion ba
proceso odontoblastico, pero no en la matriz extracelular de la dentina. De acuerdo a los resultados obtenidos se paedeesuside
expresion se presenta tanto en la amelogénesis, como en la odontogénesis en tejidos sin mineralizar,
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INTRODUCCION

El esmalte dental es el tejido mas duro y mineraliza- Esta es una proteina especifica no-amelogenina, que
do del cuerpo humano. Su formacion se caracteriza por etiginalmente fue identificada y caracterizada en el esmalte
proceso de desarrollo intenso y organizado (Finattzath,  extracelular maduro y en desarrollo (Deutsthl, 2011);
1999), que se forma quimicamente por matriz inorganicee considera que juega un papel importante en la calcifica-
(95 %), agua (3-5 %) y por matriz organica (1-2 %g¢ion del esmalte (Deutsadt al, 1995, 1998, 2002). Es
(Gutiérrez-Canttet al, 2011, 2014). El proceso deglicosilada con sitios de fosforilacion de serina y treonina
amelogeénesis involucra a los ameloblastos, los cualgBeutschet al, 2002). Las células epiteliales la expresan en
secretan proteinas de la matriz organica que incluyempas tempranas de la odontogénesis (Zeichner-Bavid
amelogeninas, ameloblastinas, enamelinas y tuftelinas, s 1997; Deutsclet al, 1998, 2002; Leiseat al, 2007) y
cuales son capaces de guiar la formacion de los prismasdidempefian un papel importante en la mineralizacion y or-
esmalte, con la previa produccion de dentina (Simmer ganizacion estructural del esmalte pudiendo ser importante
Hu, 2002; Lacruet al, 2010; Jeremiaat al, 2013; Tariet  en la nucleacion de los cristales adamantinos (Deetsch
al., 2014). La mayor parte de los estudios realizados previi:, 2002).
mente se han realizado en modelos animales. La tuftelina se
encuentra catalogada dentro del grupo de las proteinas no- La expresion de esta proteina se ha observado en nu-
amelogeninas, siendo la primera proteina de ellas en sermarosos tipos de tejidos en diferentes origenes embrioldgicos
racterizada (Zeichner-David, 2001; Caton & Tucker, 2009)mesenquimal, epitelial y neuronal) (Mao al., 2001;

El grupo de proteinas no-amelogeninas incluye a @eutsctet al, 2002; Shagt al, 2009), tejidos mineralizados
enamelina, ameloblastina y tuftelina (Zeichner-David, 200hprmales y con presencia de células cancerosaseMp
Mihu et al, 2008, Gutiérrez-Cantt al, 2014). 2001; Deutsclet al, 2002; 2011; Leiseet al, 2007). Su
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peso molecular es de 44 KDa con un punto isoeléctrico de §ier malformacion, para posteriormente hacer la diseccién
(Shayet al,, 2009), y se considera una proteina no especifide los fetos, y obtener cinco maxilares superiores y cinco in-
del esmalte (Deutsadt al, 2002). Parece restringirse al arederiores, cada uno dividido en derecho e izquierdo, con lo que
de la unién amelodentinaria (DEJ) y aparece como produae obtuvieron 20 hemimaxilas, las cuales se fijaron en
de los ameloblastos jovenes y pre-odontoblastos. Debido @sumalina neutra al 10 %.
ubicacion restringida se ha propuesto que juega un papel en la
induccion y el inicio de la mineralizacion asi como un matdRreparacion de especimenes
rial de unién que une al esmalte y la dentina (Avery, 2011). Se
localiza principalmente dentro del citoplasma de la célula; smmunohistoquimica. Las hemimaxilas se colocaron en una
acumula en regiones citoplasmaticas definidas, no asi erselucion de descalcificacion de acido etilendiaminotetraacético
aparato de Golgi y/o granulos de secrecién, de lad 10 % (EDTA) durante 15 dias, se tomaron radiografias
ameloblastos. (Luset al, 2004). Se ha identificado su expre{periapicales para evaluar el progreso de la decalcificacion,
sién dentro de los procesos de los odontoblastos duranteuaa vez descalcificados, los especimenes se lavaron en PBS
primeras etapas de desarrollo de los 6rganos dentales y eal |4 % durante 30 minutos y se embebieron en parafina. Se
porcion del esmalte adyaiete a la DEJ en etapas posterioresealizaron cortes seriados de 5 mm de grosor realizandose el
(Simmer & Fincham, 1995). Esta proteina, al igual que Besenmascaramiento de epitopes en una solucién de citrato
amelogenina, se ha considerado de auto-montaje, asi catasodio al 0.01 M con un pH de 6.0 por lapsos de 25, 10, 8,5
se ha sugerido su relacion en el desarrollo y mineralizacigd segundos en un horno de microondas con intervalos de 2
del esmalte, pero su funcion especifica aun es desconoaitautos entre cada lapso. Se bloguearon las peroxidasas
(Paineet al, 1998). Se cree que, junto con la enamelinenddgenas y se aplicé un anticuerpo policlonal anti-tuftelina
tienen una funcién primaria en la nucleacién de los cristalesntra conejo (Molecular Probes) diluido 1:100, como anti-
del esmalte (Terminet al, 1980; Diekwisclet al, 1997)y cuerpo secundario se utilizé el sistema Dako LSAB HRP
se expresa en varios tejidos no mineralizados, lo cual sugiBako, Glostrup, Denmark), se contratifié con hematoxilina
re que tiene una funcidon universal y/o un papdRllen et al, 1994). Las imagenes se obtuvieron con un mi-
multifuncional (Deutsclet al, 2002; Leiseret al, 2007; croscopio Leika DM 1000 equipado con el analizador de Leica
Jeremiaset al, 2013) en el proceso de desarrollo que s&cquire. El calculo del tamafio de la muestra se obtuvo de
activa durante la organogénesis (Leis¢ral, 2007). De- acuerdo a la férmula de Cummins y Hulley (Hulley &
ben distinguirse de las proteinas tuft, que son proteinas &smmins, 1988). Obteniendo un total de 20 muestras para
tremadamente insolubles o fragmentos de proteinasalizar.
secretadas durante la amelogenesis tenap que quedan
en la matriz calcificada durante la maduracion del esmalte y
se identifican en los penachos, que son los haces sinuosoRESULTADOS
material organico que pueden ser reconocidos
histolégicamente en la DEJ (Deutgattal, 1995).
Utilizando un anticuerpo policlonal IgG anti-tuftelina

Debido a la importancia que tiene la tuftelina en atontra conejo, se detectaron patrones significativos de tincién
desarrollo y mineralizacién del 6rgano dental, el objetivo dein el esmalte en desarrollo de gérmenes dentales de fetos
presente estudio fue determinar su localizacion en las difeamanos de entre 14 y 22 semanas de gestacion, tanto en el
rentes estructuras de gérmenes dentales en fetos humanasstadio pre-secretor como en el secretor.

Localizacion de la tuftelina en el estadio pre-secretoras
MATERIAL Y METODO microfotografias de los controles como de la inmunotincion

de este estadio fueron obtenidas germenes dentales en esta-

dios de campana temprana. Las figuras lay 1c se tomaron a
Consideraciones éticaszl Comité de Educacion, Investiga-40x y la 1b y 1 d a 100x. Los controles se tifieron con
cién y Etica del Hospital General de Zacatecas, México; esHamatoxilina-eosina logrando observarse los ameloblastos pre-
institucion que realiz6 la donacion de los fetos humanos,sgcretores (A), el reticulo estrellado (SR), la papila dental (P)
también suministré los permisos para su uso en esta invegtel estrato intermedio (SI) (Fig. 1ay 1b).
gacion.

Los resultados de la inmunotincion con el anticuerpo

Obtencién de especimeneSe analizaron cinco fetos de en-para tuftelina en el estadio pre-secretor muestra una reaccion
tre 14 y 22 semanas de gestacion; se realiz6 una valoraaasi homogénea intensa en todos los componentes del ger-
macroscopica a cada espécimen, con lo que se descarté aualh dental, siendo un poco mas intensa en la porcion basal
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Fig. 1. Reconocimiento especifico de tuftelina en fetos humanos en el estadio presecretor del germen dental. ImagegnelyaadOx (a
100x (b y d). Imagenes a 40x (ay c) y a 100x (b y d). Las microfotografias muestran: Controles Tincion H-E (a y b) diinpekesta
secretor se encuentra en todo el citoplasma de los ameloblastos (A), en la papila dental (P), en el reticulo estrediads ESRatp
intermedio (SI) (cy d).

del citoplasma de los ameloblastos, disminuye hacialaregion  El control de la region cuspidea del estadio secretor
apical, el reticulo estrellado, la papila dental, asi como entefiido con Hematoxilina-eosina, muestra el reticulo estrella-
estrato intermedio (Fig. 1c y 1d). do, esmalte, odontoblastos, DEJ, la dentina del manto y
predentina (Fig. 2a); mientras que en el control de la region
Localizacion de la tuftelina en el estadio secretorLas cervical solo se observan el esmalte, la dentina del manto y
microfotografias de este estadio fueron tomadas de un gee odontoblastos (Fig. 2b).
men dental en estadio de campafia tardio, periodo en el que ya
hay produccion tanto de esmalte como de dentina. Las Figu-  Con la inmunotincion en la regién cuspidea del esta-
ras 1a, 1c y le se encuentran a 40x y las 1b, 1d y 1f a 10Q#o secretor se identifica la presencia de la tuftelina principal-
mente en el esmalte y en la unién amelodentinaria, notando
Las Figuras 2ay 2c pertenecen a la region clspideadglée su distribucion en el espesor del esmalte no es hemogé
un molar, en el cual ya se observa una porcion de esmaltgga, observandose una fina linea concentrada en la union
dentina mineralizados y, las figuras 2b y 2d corresponden al@elodentinaria y en el esmalte méas superficial (Fig. 2c), en-
region hacia cervical, en donde apenas comienza la secregi@fanto en la region cervical la reaccién primordial se percibe
de esmalte. en la superficie externa del esmalte (Fig. 2d); hacia el area de
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Fig. 2. Reconocimiento especifico de tuftelina en fetos humanos en el estadio secretor del germen dental. Imageneside la izquie

a 40x y de la derecha a 100x. Controles Tinciéon H-E (a y b). Inmunotincién de tuftelina (c, d, e y f). En el estadioesecretor s
encuentra mas concentrada en la union amelodentinaria (DEJ) y en el esmalte mas superficial (E) (c y d); se observa una reaccio
menos intensa en predentina (PD) y en los odontoblastos secretores (O) y vestigios en dentina del manto (DM) y predentina, asi
como en el esmalte y dentina mineralizados (e y f); en esta etapa no hay expresion de la proteina en papila (P) (e).
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predentina (Fig. 2c y 2e) y en la parte basal de los odontobladto$a produccion de la matriz del esmalte.

secretores la reaccién disminuye (Fig. 2e y 2f) y, en la dentina

del manto (Fig. 2c y 2d) asi como en el esmalte y dentina Durante la amelogenesis la tuftelina se expresa en el

mineralizados solo se pueden distinguir vestigios (Fig. 2q@olo apical del odontoblasto, y se ha especulado que la

En esta etapa no se observa presencia en la papila (Fig. 2®iitelina podria haberse producido originalmente en los
odontoblastos, asi como posteriormente secretarse a través

DISCUSION de los procesos de los odontoblastos a la matriz del esmalte
recién formado para apoyar la nucleacion de los cristales, o
la tuftelina pudiera ser secretada originalmente por los

Estudios previos realizados en modelos animales iameloblastos, y subsecuentemente traslocarse a la porcién
dican que la tuftelina es sintetizada por los ameloblasto®esenquimal del 6érgano dental (Diekwisathal,, 1997).
durante las etapas tempranas del desarrollo del esmaltd,og resultados de este estudio difieren en la localizacion en
contindia presente en el esmalte extracelular durante su eleedontoblasto, ya que se observa una marcada expresion
sarrollo y mineralizacién (Deutseti al, 1995; 1998; 2002; en la porcion basal y mas atenuada en la apical lo cual indi-
MacDougallet al,, 1998; Zeichner-David, 2001; Matal, ca la produccion de esta proteina por el odontoblasto, ade-
2001; Satchekt al, 2002) En esta investigacion se analizamas no se identificé marcaje en la matriz extracelular de la
ron maxilares superiores e inferiores de fetos humanos;dantina.
corroboré que la secrecion de la proteina es sintetizada des-
de etapas tempranas del desarrollo del 6rgano dental y en el Deutschet al (1998) refiere que la expresion de la
esmalte en desarrollo, no asi en el esmalte extracelular toitelina se da en los ameloblastos, especialmente en el pro-
neralizado. ceso de Tomes y en la matriz extracelular del esmalte en

desarrollo subyacente, y que aparentemente la proteina no

Aunque esta proteina es importante en el desarrofle encuentra presente en odontoblastos y en la matriz
y mineralizacion del diente, existen muy pocos conocimieextracelular de la dentina, también reacciona con el esmalte
tos sobre ella en dientes humanos. (Deugtchl, 1998; maduro de humanos y bovino. En los resultados de esta in-
Simmer & Huet al, 2002). Esta proteina no es especificaestigacion existe una diferencia con ellos, ya que no obtu-
del 6érgano dental, ya que se ha encontrado que se expres®s reaccién en la matriz del esmalte, ni en el esmalte
en otros tejidos incluyendo rifidn, higado, pulmén y testicmaduro, pero si en los odontoblastos.
los, debido a esto se cree que tiene una funcion fisiolégica
mas general, que pudiera ser el desarrollo de éstos tejidos, Diversos autores han encontrado que durante la eta-
pero aun no ha sido determinada (MacDougfadll., 1998; pa secretora la localizacion de la tuftelina, en ejemplares
Satchellet al., 2002). animales, se identifica principalmente en la DEJ y en la

matriz del esmalte en desarrollo, observandose como una

Previamente se ha referido que la expresién dima linea paralela a la DEJ y al esmalte recién secretado,
tuftelina comienza durante el estadio pre-secretor (Btao,encontrando altas concentraciones de proteina en la DEJ
al., 2001), antes de la mineralizacion, cuando lodurante el desarrollo temprano del esmalte (Simmer &
ameloblastos pre-secretores, pre-odontoblastos y célukscham., 1995; Diekwiscét al,1997; Zeichner-Davidt
mesenquimatosas de la papila estan presentes (Detitscal, 1997; Macet al, 2001; Satche#t al, 2002), estos acon-
al, 1998). Nuestros resultados concuerdan con los autotesimientos coinciden con nuestros resultados realizados en
ya que se identifico la mayor expresion de la proteina prgérmenes de fetos humanos. El que la tuftelina se encuentre
vio al inicio de la mineralizacion. en proximidad de la DEJ puede indicar su relacion en la

nucleacion de los cristales del esmalte (Satehall, 2002;

Se ha comprobado que el periodo pre-secretor esLelo et al,, 2004). De acuerdo a los resultados obtenidos es
periodo en el que la tuftelina tiene mayor expresion, obs@esible suponer que la tuftelina no solamente se expresa
vandose una reaccién homogénea en el citoplasma dedosante el proceso de amelogenesis, sino en el de
ameloblastos (Luet al, 2004), particularmente en la re-odontogénesis, pero en tejidos no mineralizados
gién secretora de la célula (el proceso de Tomes) (DeutgdtacDougallet al, 1998; Lucet al, 2004), por lo que aun-
et al, 1998), el reticulo estrellado y la papila dental. En nuegue el rol de la tuftelina en el desarrollo del esmalte todavia
tro estudio se corroboro la expresion de tuftelina en las e® se ha clarificado, lo cual puede indicar que esta proteina
tructuras mencionadas, asi como se logro identificar prgeega un papel importante en la biomineralizacion de es-
sencia de la proteina en odontoblastos, tal vez debido anelte y dentina, con lo anterior se deduce que una déficit o
esta juega un papel importante en la induccién de dasencia de tuftelina derivara en un transtorno de
formacion de la primera dentina o de manto, la cual estimanineraliacion de esmalte y dentina de manto.
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