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RESUMEN

La formacidn de los dientes tiene gran importancia en la vida animal
gracias a funciones, como la alimentacién, la fonética o el ataque-
defensa. La biomineralizacién fisioldgica del desarrollo del érgano
dental correspondiente al incisivo, diente de crecimiento continuo
en ratones, constituye un modelo de investigacidn, que permite
comprender los procesos involucrados en la formacién de los
tejidos mineralizados dentarios (esmalte y dentina) y periodontales
(cemento y hueso alveolar). En estos procesos, pocos comprendidos
fisiolégicamente, participan epiteliocitos y filamentos intermedios
de citoqueratinas (CK). Actualmente, el conocimiento sobre la
identificacién, la distribucién y la participacién de las CK durante
la odontogénesis, particularmente, las CK19 y CK14, es escaso. Por
ello, el objetivo del presente trabajo fue identificar y describir la
expresion inmunohistoquimica de CK 19 y 14 durante el desarrollo
dental. Para ello, se analizaron 12 incisivos de crecimiento continuo
de ratones macho Swiss WT (Janvier, St Berthevin), de 7 dias de
nacidos. El estudio comprendié un andlisis inmunohistoquimico
con anticuerpos primarios monoclonales de conejo anti-CK 14 y
anti-CK 19. Las observaciones se realizaron en un microscopio Leica
DMBG6. Los resultados muestras que la CK19 se localiza en la ldmina
dental, las células del asa cervical y de la pulpa dental, mientras
que la CK14, se localiza, esencialmente, en la ldmina dental,
ameloblastos y dentinoblastos. Se recomiendan futuros andlisis
inmunohistoquimicos (CK19/CK14) en ratones transgénicos, con
el propésito de lograr una mayor comprensién de la funcién de
estas CK, durante la formacién dental.

Palabras clave: Citoqueratina; Desarrollo dental; Formacién de
tejidos; Inmunohistoquimica; Ratén.
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ABSTRACT

Tooth formation is essential in animal life due to feeding, phonetics,
or attack-defense functions. The physiological biomineralization
of the dental organ development corresponding to the incisor,
a continuously growing tooth in mice, constitutes a research
model that allows an understanding of the processes involved in
the formation of mineralized dental tissues (enamel and dentin)
and periodontal tissues (cementum and alveolar bone). In these
processes, which are poorly understood physiologically, epithelial
cells and intermediate filaments of cytokeratins (CK) participate.
Knowledge about the identification, distribution, and participation
of CKs during odontogenesis, particularly CK19 and CK14, is
scarce. Therefore, this study aimed to identify and describe the
immunohistochemical expression of CK19 and CK14 during dental
development. For this purpose, 12 continuously growing incisors
from 7-day-old male Swiss WT mice (Janvier, St Berthevin) were
analyzed. The study included an immunohistochemical analysis
with primary monoclonal rabbit antibodies anti-CK14 and anti-
CK19. Observations were made using a Leica DM6 microscope.
The results show that CK19 is localized in the dental lamina,
cervical loop cells, and dental pulp, while CK14 is essentially
localized in the dental lamina, ameloblasts, and dentinoblasts.
Future immunohistochemical analyses (CK19/CK14) in transgenic
mice are recommended to better understand these CKs™ function
during dental formation.

Keywords: Cytokeratin; Dental
Immunohistochemistry; Mouse; Tissue formation.
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INTRODUCCION

La odontogénesis (OG) es el proceso de formacién de los dientes
que involucra una serie de complejos mecanismos bioldgicos,
tisulares y moleculares (Jheon ez al. 2013; Takara et al. 2017). El
desarrollo dental requiere de la participacion del epitelio dental
de origen ectodérmico y del ectomesénquima cefdlico, derivado
de las células de la cresta neural, donde acontecen interacciones
entre los tejidos adyacentes, proceso denominado de induccién
(Zhang et al. 2021). El proceso comienza con la formacién
de la ldmina dental, engrosamiento del epitelio que reviste el
estomodeo y que prolifera por mitosis dentro del ectomesénquima
subyacente. La ldmina dental continta proliferando y se diferencia
originando las estructural embrionarias de los gérmenes dentales.
Asi, atraviesa diferentes estadios, denominados de yema, casquete,
campana inicial y campana aposicional. En el primer estadio, la
condensacién del epitelio en el extremo distal de la lémina dental
y la condensacién del mesénquima alrededor de éste, origina un
engrosamiento redondeado o yema; sin embargo, el epitelio y el
ectomesénquima se suelen separar por una membrana basal (Obara
et al. 2017). La masa celular de origen ectodérmico formard, en
futuro, el 6rgano del esmalte, mientras que el ectomesénquima, que
rodea a la yema epitelial, dard origen a la papila dental.

En el segundo estadio, denominado casquete, ocurre una
concavidad en el centro de la yema, tomando una forma semejante
a un casquete. Esta invaginacién ocurre como consecuencia de
la activa proliferacién de las células de los bordes laterales de la
yema. Esta zona epitelial de la yema se denomina ahora dérgano
del esmalte, donde se diferencian un epitelio externo, uno interno
y el reticulo estrellado; ademds, estructuras transitorias, como el
nudo del esmalte y la cuerda del esmalte (Peterkova et al. 2014).
En la concavidad del casquete se localiza el ectomesénquima,
que va a dar origen a la papila dental. En esta etapa, se expresan
vias de senalizacién, como sonic hedgehog (SHH), proteinas
morfogénicas dseas (BMPs) y factores de crecimiento fibrobldstico
(FGFs) (Hosoya et al. 2020; Zhu et al. 2024). La desconexién
de los 6rganos del esmalte con el epitelio bucal se produce en el
estadio de campana, donde el futuro diente empieza a actuar como
un tejido independiente (Hosoya et al. 2020). En el estadio de
campana inicial aparece el estrato intermedio y, a partir del epitelio
interno, se originan los preameloblastos y, luego, se transforman
en ameloblastos jévenes; estos ultimos, interactian con el
ectomesénquima de la papila dental, inicidndose la diferenciacién
de los dentinoblastos que, luego, secretardn la matriz de la dentina.
Al final de esta etapa, se diferencian los ameloblastos secretores que
no secretardn matriz hasta que se forme la primera capa de dentina
(Balzano ez al. 2021).

En la etapa de campana aposicional, la dentina es el primer tejido
mineralizado del diente que se forma, lo que induce a los amelo-
blastos, a la formacién de la matriz y a su posterior mineralizacién.
La fusién de los epitelios externo e interno forman el asa cervi-
cal, estructura encargada de formar la vaina epitelial radicular que,
a posteriori, prolifera en profundidad y se diferencia formando la
vaina epitelial de la raiz del diente, estructura fundamental para la
formacién de la raiz (Radlanski ez 2/ 2015).

Por otro lado, las CKs son filamentos intermedios exclusivos de los
tejidos epiteliales, de naturaleza variable, segtin la diferenciacién de
los epiteliocitos. Las CK se clasifican en CK 4cidas de bajo peso
molecular, de tipo I y las citoqueratinas de alto peso, bésicas o
neutras de tipo II.

Estas CKs act@an en los procesos de diferenciacion celular y
cumplen la funcién de sostén, estabilidad e integridad de los
epiteliocitos (Jacob ez al. 2018). La distribucién de las CKs en los
distintos epitelios es variable. CK1 y 10 se suelen encontrar en la
capa supra-basal del epitelio estratificado escamoso cornificado, ast
como CK4 y CK13, se localizan en la capa supra-basal del epitelio
estratificado escamoso no cornificado; CK5, se co-expresa con
CK14 en capas basales y supra-basales de los epitelios escamosos,
mientras que CK20 es un marcador especifico de los epiteliocitos
tdctiles, frecuentemente presentes en la mucosa oral cornificada
(Li et al. 2015); sin embargo, son escasas las investigaciones que
abordan la identificacién de las CKs durante la odontogénesis en
ratones (Yang ez al. 2019).

Dada la limitada informacién sobre el rol que desempefian las
CKs durante el desarrollo dental, serfa de gran interés detallar la
distribucién de estas proteinas durante el proceso de formacién del
diente. El objetivo del presente trabajo fue identificar y describir la
expresion inmunohistoquimica de CK 19 y 14 durante el desarrollo
dental de incisivos de ratén.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 12 incisivos de ratones macho Swiss WT (Janvier, St
Berthevin), de siete dias de crecimiento continuo. Las mandibulas
se obtuvieron previa anestesia y perfusién con paraformaldehido
(PFA, Sigma-Aldrich Co.), al 4 %. Se realiz6 la microdiseccién de
los tejidos utilizando un estereomicroscopio (Leica MZ FLIII, Leica
Microscopy Systems). Inicialmente, se aislé la mandibula del hueso
basal; luego, se eliminaron los tejidos blandos, previa extraccién
de los incisivos en erupcién continua, mediante una cureta Gracey
(Hu-Friedy). Los dientes recuperados se lavaron cuidadosamente
con solucién salina bufferada Dulbecco (DPBS, Invitrogen).

Luego de la microdiseccién, los incisivos se fijaron por inmersion en
paraformaldehido a 4 % (PFA, Sigma-Aldrich Co.) y glutaraldehido
al 0,1 % (Sigma-Aldrich Co.), durante 24 horas. Posteriormente,
se descalcificaron en EDTA al 10 %, durante 4 semanas; luego, se
realizé la técnica de inclusién en parafina. Obtenido los bloques, se
realizaron cortes de 6 pm, con un micrétomo Leica RM2125 RST.
Finalmente, se identificaron las léminas que contenian cortes, cuyo
aspecto morfolégico podia ser verificado, mediante la coloracién de
Hematoxilina y eosina.

Inmunohistoquimica. Luego de seleccionar los cortes de
los incisivos, se desparafinizaron y rehidrataron. Los cortes se
colocaron en peroxidasa enddgena durante 10 minutos y se lavaron
con PBS1X. Los tejidos se incubaron durante 1 hora en la solucién
bloqueadora del kit Universal Quick Kit, Vectastain, Vector
Laboratories, England. Inmediatamente, los cortes se incubaron
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con los anticuerpos primarios a 4 °C, durante toda la noche.
Posteriormente, las ldminas permanecieron en contacto con el
anticuerpo secundario biotinilado a temperatura ambiente, durante
30 minutos. Previo lavado con PBS1X, los cortes se incubaron
con diaminobencidina (Sistema Impact DAB, Nova Red; Vector
Laboratories, England), por un tiempo mdximo de 10 minutos,
seguido de un lavado en agua destilada. Finalmente, se procedid al
montaje de los cortes.

Para la técnica inmunohistoquimica se emplearon anticuerpos
primarios monoclonales de conejo anti-CK14 [EP1612Y — aa
400-extremo c-terminal] (1:500, ab51054-abcam) y anti-CK
19 [EP1580Y] (1:500, ab52625-abcam). Como control positivo
se emple6 el anticuerpo primario policlonal anti-amelogenina
(1:600, ab153915-abcam - AMG aa 1-191). El control negativo
fue realizado sin la presencia del anticuerpo primario, reemplazado
por la solucién bloqueadora. Todas las observaciones se realizaron
con un microscopio Leica DM6, al que se acoplé una cdmara
fotografica.

Aspectos éticos: Se respeté la resolucién 008430 de 1993 de la
Reptblica de Colombia. Los experimentos se realizaron segtin los
principios internacionales de las 3R y las pautas para el cuidado y

uso de animales de laboratorio, en concordancia con la Guide for
the care and use of laboratory animals (Degrazia ez al. 2019). Este
trabajo conté con el aval del comité de ética en investigacion de la
Universidad de Cartagena, Colombia.

RESULTADOS Y DISCUSION

La evaluacién inmunohistoldgica realizada puso en evidencia el
proceso de desarrollo fisiolégico presente en la formacién dental.
Esta observacién permitié distinguir aquellas células de origen
epitelial y de origen ectomesenquimdtico.

Se evidenciaron papilas dentales con multiples células con nicleos
ovalados de origen ectomesenquimdtico en toda su extensién. En
el centro del 6rgano del esmalte se observaron algunas células con
forma de estrella, formando el reticulo estrellado, limitado, por
fuera, por el epitelio dental externo y, por dentro, por el epitelio
dental interno del esmalte (Figura 1). Alrededor del germen del
esmalte se puede presenciar un ectomesénquima condensado, que
constitufa el saco dental. La localizacién inmunohistoquimica
de CK19 era evidente en las zonas periféricas de ambos epitelios
del érgano del esmalte (interno y externo), con una expresién
inmunohistoquimica moderada (Figura 2a).

Figura 1. Aspecto anatémico de Incisivo de crecimiento continuo de ratén Swiss WT, de siete dias posnatal. EI: estrato intermedio; A: ameloblastos;
O: dentinoblastos; P: pulpa dental; AC: asa cervical. Coloracién hematoxilina-eosina.
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Figura 2. a) Expresién inmunohistoquimica de CK19 durante el inicio de la histodiferenciacién celular. b) Expresién inmunohistoquimica de
CK19 en etapas finales de la histodiferenciacién celular, coincidente con la formacion del esmalte dental. En marrén: inmunodetecion de la
CK19. EI estrato intermedio; A: ameloblastos; O: dentinoblastos; P: pulpa dental; AC: asa cervical. Barra negra: 40 pm (A,B).

En un estadio mds avanzado, se observé la diferenciacién de las
células del érgano del esmalte en ameloblastos, debajo de la capa
suprabasal y el comienzo de la aposicién del esmalte. La condensacién
de los componentes ectomesenquimdticos que rodeaban al diente
era bien manifiesta y la papila dental mostré un aumento de la
proliferacion celular. La expresién de CK19 era muy marcada en la
zona de los tejidos epiteliales, principalmente, en la zona externa que
rodea la formacién del diente, incluyendo, las células de la zona que
serdn las futuras raices dentales (asa cervical) (Figura 3b).

Las células de la papila dental préximas al érgano del esmalte
mostraron una notoria expresiéon de CKI19, mientras que su
expresién en las células del 6rgano del esmalte era inferior, al
compararla con las células de la papila dental. Se identificaron
inmunomarcajes con CK19 en la matriz de esmalte recién
sintetizada (Figura 3a). En las células distribuidas cerca de la zona
del asa cervical, se observé la mayor expresion de CK19, estructura
fundamental para el desarrollo radicular (Figura 3b).
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Figura 3. a) Inmunolocalizacién de la CK19 durante la etapa inicial de secrecién de la matriz del esmalte dental. b) Localizacién inmunohistoquimica
de la CK19 en lazona del asa cervical del incisivo dental. En marrén: inmunodetencién de la CK19. A: ameloblastos; O: dentinoblastos; P: pulpa

dental; AC: asa cervical. Barra negra: 10 pm (A,B).

En el andlisis inmunohistolégico de la CK14 en los incisivos de
crecimiento continuo, se identificaron células morfoldgicamente
normales, que conservaron su polaridad celular. Estas células
presentaban nticleos ovalados, incluyendo, aquellas células situadas
dentro de la papila dental. La localizacién inmunohistoquimica
de la CK14 estuvo presente en células, que surgieron de la unién
del epitelio dental externo y del epitelio dental interno, con un
marcaje mds acentuado en las células del estrato intermedio y en las
células situadas en la periferia de la pulpa dental (Figura 4). En una
observacién més detallada, se pudo constatar que los ameloblastos,
dentinoblastos y una poblacién importante de células, préximas del
asa cervical, eran positivas para CK14 (Figura 4). En la tabla 1 se
resumen las principales localizaciones inmunohistoquimica de las
proteinas CK19 y CK14, durante la odontogénesis.

La inmunomarcacién con las CKs empleadas fue evidente en
distintas etapas de la odontogénesis. La inmunolocalizacién de
estos filamentos intermedios (CK19, CK14) pone en evidencia
su importancia fisioldgica en la formacién dental. En la presente

investigacion, el patrén de expresién de la CK19, estudiado
en los incisivos de crecimiento continuo, fue mds pronunciada
en las células del estrato intermedio, matriz del esmalte recién
sintetizado y algunas células presentes en la periferia de la pulpa
dental, a diferencia de los ameloblastos y dentinoblastos. La CK19
es proteina 4cidas de la familia de CKs, habitualmente, expresada
en células basales de epitelios escamosos (Akhila ez al. 2021). Se
ha informado que la expresién de la CK19, cuando ocurre en
células suprabasales de epitelios no cornificados, se relaciona con
los diferentes grados de la displasia epitelial (Safadi ez a/. 2020);
sin embargo, en la literatura consultada no se investigé en estudios
previos esta expresién durante el proceso fisiolégico de la formacién
dental, en incisivos de ratones.

Aunque la expresién de la CK19 se presenta en diversas condiciones
patolégicas sistémicas, como fue reportado, también, se describe su
presencia en los hepatocitos humanos normales y su importancia
durante el desarrollo embrionario del higado (Lee ez a/. 2020; Koike
et al. 2022), en las células madre de la epidermis y su rol durante la
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reparacion de heridas (Sukmawati ez a/. 2020). En este estudio, la
detencién inmunohistoquimica de la CK19 en las células presentes
a la zona adyacente del asa cervical serfa indicativo de la elevada
presencia de células madre en una zona formadora de la futura
raiz dental. Por su parte, la inmunolocalizacién de la CK19 en la
zona rica en células de la pulpa dental, mostraria la localizacién de

X ‘ [= r % c i 2 ]
Figura 4. Expresién inmunohistoquimica de CK14 en estrato basal y células pulpares. Inmunolocalizacién de la CK14 en ameloblastos, y

dentinoblastos. En marrén: inmunodetencién de la CK14. EI estrato intermedio; A: ameloblastos; O: dentinoblastos; P: pulpa dental; AC: asa
cervical. Barra negra: 80 pm (a, b) y 20 pm (c, d).

Tabla 1. Inmunolocalizacién de CK19 y CK14 en tejidos dentales.

células precursoras totipotenciales de la pulpa dental, posiblemente,
responsables de dar origen a células, como dentinoblastos y
endoteliocitos. Los hallazgos de la CK19 en estas localizaciones
celulares permiten corroborar que una mayor expresién de CK19
se relaciona con un mayor potencial proliferativo y troncalidad
celular, tal como ha sido reportado por Li ez al. (2021).

i~ A 9 e By

Marcador inmunohistoquimico | Estrato intermedio | Ameloblastos Dentinoblastos Pulpa dental | Asa cervical
. Si
CK19 No No No Si
. . . . Si
CK14 Si Si Si Si

La identificacién inmunohistoquimica permiti6 constatar la CK18,
considerada la citoqueratina 4cida de menor peso molecular, en
estructuras, como la ldmina dental y el epitelio del esmalte. La
identificacién de la CK18, ubicada en estas regiones anatdmicas,
se relacionarfa con 4reas de elevada migracién celular (Infante
et al. 2022). Es bien conocido que la CK18 brinda un andamiaje

intracelular al citoplasma y contribuye a las diferentes tensiones a
las que son sujetas las células, particularmente, durante el proceso
de morfodiferenciacién celular, acontecido en la odontogénesis;
no obstante, las funciones de la CK18 también involucran a la
progresién del ciclo celular, sefializacién y procesos celulares, como
la mitosis y la apoptosis (Cheng ez al. 2019).
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La localizacién de la CK18 en el estrato intermedio indicarfa que
esta zona del germen dental se encuentra regulada, a través de via
de sefalizacidn, que facilitan la motilidad celular (Infante et al.
2022). Aunque el presente trabajo de investigacién no incluy$ la
identificacién de vias de sefializacién, estudios precedentes han
informado que en el mecanismo de regulacién del crecimiento
con participacién activa de la CK18 involucran a la fosfoinositida
3-quinasa (PI3K)/Akt. Todo indicarfa que la interaccidn entre via
PI3K/Ake con el citoesqueleto regularfa el normal desarrollo de
procesos proliferativos, tal como ocurre durante la odontogénesis
(Deng et al. 2022). Con el propésito de mejorar la comprension
de la CK18 en la formacién de tejidos dentales es menester lograr
la identificacién de nuevas proteinas relacionas con la CK18 y
analizar en modelos animales, por ejemplo, ratones transgénicos,
las posibles modificaciones presentes durante la formacién de los
dientes dental.

De los resultados obtenidos se puede concluir que las CK19 y CK14
fueron inmunohistoquimicamente identificadas en los incisivos,
dientes de crecimiento continuo, de ratones macho Swiss. La CK19
se localiza en la ldmina dental, las células que rodean el asa cervical
y células de la pulpa dental, mientras que la CK14 se localiza en la
ldmina dental, ameloblastos y dentinoblastos.
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