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RESUMEN

Objetivo. Determinar la localizacion de los receptores de potencial transitorio de tipo vaniloide-5
(TRPV5) en los ameloblastos de ratones Swiss. Materiales y métodos. Estudio experimental In
vitro donde fueron analizados cortes en parafina de 12 incisivos de crecimiento continuo de ratones
machos Swiss salvajes de 7 dias de nacidos. Las etapas del desarrollo de la formacién del esmalte
dental se identificaron por medio de la coloracién hematoxilina-eosina. La inmunodetencién de
los receptores de potencial transitorio de tipo vaniloide-5 fue efectuada por medio del anticuerpo
primario policlonal anti-TRPV5. Las observaciones se llevaron a cabo mediante un microscopio Leica
DM 500. Resultados. Se identificaron las diferentes etapas implicadas en la formacion del esmalte
dental, entre ellas, la etapa de secrecion y maduracion. En ellas, se evidencié que los ameloblastos
eran células alargadas con nucleos ovalados en posicidon proximal y con areas manifiestamente
desarrolladas de secrecién medial y distal. Fue visualizado un inmunomarcaje de TRPV5 en la
membrana plasmatica y citoplasma de los ameloblastos de secrecidon y maduracion de todos los
ratones analizados. Los TRPV5 también fueron inmunolocalizado en los odontoblastos, endotelio
vascular y células pulpares. Conclusiones. Los receptores de potencial transitorio de tipo vaniloide-5
se localizan en los ameloblastos de secrecion y maduracion de ratones Swiss. Particularmente, los
TRPV5 son inmunodetectados en los odontoblastos, endotelio vascular y células de la pulpa dental.

Palabras clave: Ameloblastos; canales catidonicos TRPV; canales de calcio; odontoblastos; esmalte
dental; dentina (Fuente: DeCS).

ABSTRACT

Objective. To determine the localization of transient receptor potential vanilloid 5 (TRPV5) in
the ameloblasts of Swiss mice. Materials and methods. In vitro experimental study where
paraffin sections of 12 continuously growing incisors of 7-day-old male Swiss mice were analyzed.
Developmental stages of dental enamel formation were identified by hematoxylin-eosin staining.
Immunodetection of the transient receptor potential vanilloid 5 was performed using the primary
polyclonal antibody anti-TRPV5. Observations were carried out using a Leica DM 500 microscope.
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Results. The different stages involved in the formation of dental enamel were identified, including
the secretory and maturation stages. In them, it was evidenced that the ameloblasts were elongated
cells with oval nuclei in a proximal position and with developed areas of medial and distal secretion.
TRPV5 immunolabeling was visualized in the cell membrane and cytoplasm of the secretory and
maturation ameloblasts of all mice tested. TRPV5s were also immunolocalized in odontoblasts, vascular
endothelium, and pulp cells. Conclusions. The transient receptor potential vanilloid 5 is located on
the secretory and maturing ameloblasts of Swiss mice. In particular, TRPV5s are immunodetected
in odontoblasts, vascular endothelium, and dental pulp cells.

Keywords: Ameloblasts; TRPV cation channels; calcium channels; odontoblasts; dental enamel;

dentin (Source: DeCS).

INTRODUCCION

Los ameloblastos son células responsables de
la secrecion proteica y el mantenimiento de
un medio ambiente extracelular que propicia
la formacién del tejido mas mineralizado
producido por los vertebrados, el esmalte dental.
Los ameloblastos presentan un dinamismo
particular, destacandose por la presencia de
tres principales etapas de diferenciacion:
presecrecion, secrecion y maduracion. En cada
etapa, los ameloblastos tienen una actividad
especifica. En la presecreciéon, se inicia la
formacién del esmalte, quien serd fino y con
cristales integrados a la dentina que refuerzan
su resistencia a presiones y choques. En la etapa
de secrecién, el esmalte se compone de una
mezcla de cristales en formacion, variedad de
proteinas y de iones como el calcio. Finalmente,
en la etapa de maduracién, el esmalte aumenta
la densidad mineral y ocurre la llegada masiva
de fosfato y calcio (1).

Las modificaciones de los eventos fisioldgicos en
las etapas de diferenciacién de los ameloblastos
pueden suscitar alteraciones estructurales en
la disposicion de los cristales de hidroxiapatita
que integraran el esmalte dental (2). Estas
modificaciones podrian conducir a la disminucién
o pérdida de la dureza dental y funcidn
masticatoria. Por ello, resulta interesante
dilucidar el rol de los ameloblastos y los diversos
elementos constitucionales del esmalte dental
durante su formacion. Uno de ellos, es el calcio
(Ca?*), elemento de la familia de metales
alcalinotérreos cuya homeostasis es vital en
todas las formas de vida. Este elemento es
esencial para el esmalte dental. De hecho,
el contenido de Ca?2* en esta estructura, es
significativamente elevado, comparado con
organos como el higado o musculo (3).

En los ultimos anos, se habia considerado
que el transporte de Ca2?*en los ameloblastos
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ocurria como un proceso pasivo. Sin embargo,
esta concepcion se ha desvirtuado gracias a
la identificacion de canales que intervienen en
su transporte celular (4). Se ha conocido que
los ameloblastos son capaces de regular el
transporte de iones y moléculas, facilitando que
los cristales puedan crecer y tolerar el exceso
de acidez mediante HCO;- (un subproducto
de la formaciéon de la hidroxiapatita) (5). Este
proceso fisioldgico ocurre gracias a la presencia
canales con alta selectividad por el Ca2+ sobre
otros cationes. Entre estos se destacan los
canales epiteliales de calcio TRPV5, miembro
del subgrupo (V' por vaniloide) perteneciente
a la familia de canales de receptor de potencial
transitorio (TRP). Ademas de su especificidad por
el Ca?*, los TRPV5 se localizan en la membrana
apical de tejidos epiteliales y tienen capacidad
de respuesta frente a la 1.25-dihydroxyvitamin
D3 (1.25[0H]2D3), facilitando la entrada y
transporte de Ca2+ a nivel intestinal y renal (6).

Sin embargo, a nivel dental, particularmente
en los ameloblastos, el estudio de los TRPV5
ha sido escasamente abordado. Ante ello,
seria interesante conocer la localizacién de los
TRPVS5, evento que ayudara a dilucidar el rol de
estos canales durante la formacién del esmalte
dental o amelogénesis. Por tanto, el objetivo
de este trabajo fue determinar la localizacion
de los receptores de potencial transitorio de
tipo vaniloide-5 (TRPV5) en los ameloblastos
de ratones salvajes mediante un estudio
inmunohistoquimico.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de tejidos. Fueron utilizados 12
incisivos de crecimiento continuo de ratones
macho Swiss WT (Janvier, St Berthevin) de 7
dias de nacidos. Estos fueron obtenidos a partir
de mandibulas mediante microdiseccién con la
ayuda de un estereomicroscopio (Leica MZ FLIII,
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Leica Microscopy Systems), previa anestesia y
perfusion con 4% de paraformaldehido (PFA,
Sigma-Aldrich Co.). Inicialmente, la mandibula
fue aislada del hueso basal y luego, se realizd la
extraccién de los incisivos en erupcién continua
con una cureta Gracey (Hu-Friedy). Los dientes
recuperados fueron lavados cuidadosamente
en solucion salina tamponada con fosfato
(PBS 1X, Gibco™) y fijados por inmersidén en
paraformaldehido a 4% (PFA, Sigma-Aldrich
Co.) vy 0.1% de glutaraldehido (Sigma-Aldrich
Co.) durante 24 horas. Acto seguido, los dientes
fueron descalcificados en 10% de EDTA (acido
etilendiaminotetraacético) durante 4 semanas.

Posteriormente, se procedid a la deshidratacion
e inclusion en parafina. Una vez obtenido los
bloques, estos fueron sometidos a cortes de 6
MM en un micrétomo Leica RM2125 RST. Luego,
se identificaron y seleccionaron las laminas que
contenian cortes de ameloblastos en la etapa
de secreciéon/maduracién con la ayuda de la
coloracién hematoxilina-eosina, previamente
descrito por Simancas-Escorcia et al (7). Este
trabajo tuvo presente los aspectos éticos
contemplados en la resolucién 008430 de 1993
de la Republica de Colombia y fue realizado de
acuerdo con los principios internacionales de las
3R y pautas para el cuidado y uso de animales
de laboratorio encontrados en la Guide for the
care and use of laboratory Animals (8).

Coloracion hematoxilina-eosina. Una vez
sumergidos en bafios de xileno (Leica Biosystems),
los cortes de tejido dental fueron rehidratados en
concentraciones decrecientes de alcohol (100%,
95%, 80%, 60%, 30%) y luego coloreados
con hematoxilina de Mayer durante 5 minutos
e inmediatamente lavados en agua. Después,
se procedié a realizar una diferenciacion acido-
alcohol durante 30 segundos seguida de una
coloracion con eosina durante 3 minutos.
Finalmente, los cortes fueron deshidratados,
lavados en xileno y montados en un medio de
montaje anhidro (DPX).

Inmunohistoquimica. Luego de seleccionar los
cortes de incisivos, estos fueron desparafinados
y rehidratados en bafios de xileno y alcohol,
respectivamente. La recuperacion antigénica
fue realizada por incubacion de los cortes en un
tampodn de citrato pH6 por 20 minutos a 97°C.
El bloqueo de la peroxidasa enddgena se realizd
durante 10 minutos en perdxido de hidrogeno al
3%. Luego, los cortes fueron sumergidos en una
solucion de lavado (solucion salina tamponada
con Tris (TBS 1X, Gibco™) + monolaurato de
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polioxietilen (20 sorbitano o Tween®20 a 0.05%))
(3x5 minutos) y, se procedio a realizar el bloqueo
de los sitios especificos con suero normal de
caballo (Vector Laboratories) durante 20 minutos.
A continuacion, los cortes se incubaron con el
anticuerpo primario anti-TRPV5 (Rabbit Polyclonal,
diluciéon 1:200, PA577320, Invitrogen) a 4°C
durante toda la noche. Al dia siguiente, previo
lavado, las laminas permanecieron en contacto
durante 30 minutos con el anticuerpo secundario
biotinilado anti-Rabbit (Vector Laboratories) y
con el sistema de peroxidasa R.T.U Vectatastail®
ABC (Vector Laboratories) por 30 minutos cada
uno a temperatura ambiente. La reaccién fue
visualizada después de la incubacién de los
cortes con Diaminobenzidine (Sistema Impact
DAB, Vector Laboratories) durante 4 minutos.
La reaccion fue detenida con lavados en agua
destilada. Finalmente, los tejidos fueron contra-
coloreados con hematoxilina de Mayer durante
30 segundos, deshidratados en etanol, seguido
de xileno y montados con DPX.

La reaccion de los TRPV5 fue considerada
positiva al visualizar un marcaje color marron.
El control negativo fue realizado sin la presencia
del anticuerpo primario, reemplazado por la
solucion bloqueadora. Todas las observaciones
fueron realizadas en un microscopio Leica DM
500 acoplada a una camara fotografica.

RESULTADOS

La coloracion hematoxilina-eosina permitio la
identificacion de las diferentes estructuras que
integran y rodean a los incisivos de crecimiento
continuo de los ratones salvajes evaluados en el
presente trabajo (Figura 1A). Fueron reconocidas
las diferentes etapas implicadas en la formacion del
esmalte dental, entre ellas, la etapa de secrecion
y maduracién. Alli, los ameloblastos eran células
alargadas con nucleos ovalados en posicidn
proximal y con un area notoriamente desarrollada
de secrecion medial y distal. En la extremidad
superior de los ameloblastos de secrecion se
observo la presencia del estrato intermedio que
desaparecio en los ameloblastos de maduracion.
Una zona anatémica formada por capas de células
planas con nucleos centrales de forma alargada.
Igualmente, fue identificada la formacion de una
matriz del esmalte mineralizada bien definida y
adyacente a la zona apical de los ameloblastos.
Asi mismo, se identificd en todas las muestras
analizadas una zona intermediaria entre el esmalte
y la dentina, asi como los odontoblastos situados
en la zona periférica de la pulpa dental (Figura 1B).
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Figura 1. Corte histoldgicos de incisivo en crecimiento
continuo de ratéon Swiss WT de 7 dias.
(A) Vista general de incisivo dental
con estructuras adyacentes (25x). (B)
Aspecto anatdémico de ameloblastos
rodeado de estrato intermedio (EI) y
estructuras dentales mineralizadas (200x).
Mus: musculo; HA: hueso alveolar;
Am: ameloblastos; E: esmalte; Od:
odontoblastos; D: dentina; P: pulpa.
Coloracién hematoxilina-eosina.
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A través de la técnica de inmunohistoquimica se
pudo constatar la localizacion de los TRPV5 en los
incisivos de crecimiento continuo de los ratones
Swiss WT de 7 dias postnatal. La distribucion de
estos receptores fue identificada ampliamente
en las estructuras dentales, pero también
en musculo, ligamento periodontal y restos
epiteliales de Malassez (Figura 2A). En todos los
incisivos dentales analizados fue constante la
inmunolocalizacién de los TRPV5 en la zona de
los ameloblastos de secrecion y maduracion. Alli,
su localizacion fue en la membrana plasmatica y
en el citoplasma con una distribuciéon importante
en la zona proximal que se encuentra en
contacto con la matriz del esmalte y en la zona
distal, limitando con el estrato intermedio. En
esta Ultima zona, los TRPV5 fueron detectados
durante la etapa de secrecién en el citoplasma
de las células alagadas que la integran (Figura
2, B,C). Ninglin marcaje inmunohistoquimico fue
identificado en los cortes histologicos donde el
anticuerpo primario anti-TRPV5 fue reemplazado
por la solucion de bloqueo (control negativo)
(Figura 2D).

También se pudo constatar la inmunolocalizacion
de los TRPV5 en la membrana plasmatica y
citoplasma de los odontoblastos. En ellos,
los TRPVS5 se distribuyeron en el polo apical
secretor, incluyendo las zonas de prolongaciones
odontoblasticas que se hallaban en contacto con
la capa de matriz mineralizada o predentina
(Figura 3, A). Una inmunodetencién de los
TRPVS5 fue destacable en las células de la pulpa
dental, incluyendo las células sub-odontobldstica
de Hoéehl y fibroblastos pulpares. Por su parte,
en la zona rica de células y la zona central de
la pulpa dental. Particularmente, en las células
endoteliales que forman los vasos sanguineos
(Figura 3, B-D).
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Figura 2. Localizacion inmunohistoquimica de los TRPV5 en ameloblastos de ratones Swiss WT (A) Microfotografia
de incisivo en crecimiento continuo y estructuras circundantes. Nétese el marcaje de los TRPV5 de
color marron. (B,C) Inmunomarcaje de los TRPV5 en ameloblastos, estrato intermedio y odontoblastos
(flechas). (D) Control negativo. Am: ameloblastos; EI: estrato intermedio; E: esmalte; Od:
odontoblastos; P: pulpa; VS: vasos sanguineos. Barra negra: 40 um (A); 10 um (B,C,D).

. »
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Figura 3. Inmunodetencion de los TRPV5 en células pulpares de ratones Swiss WT de 7 dias postnatales (A)
Distribucion del marcaje de los TRPV5 en odontoblastos y células adyacentes. (B,C,D) Inmunomarcaje
de los TRPV5 en células endoteliales de vasos sanguineos, células de Hoehl y fibroblastos pulpares
(flechas). Od: odontoblastos; P: pulpa; VS: vasos sanguineos. Barra negra: 10 pm.
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DISCUSION

Responder a preguntas fundamentales sobre el
proceso de mineralizacion del esmalte dental,
implica comprender los movimientos del calcio
a lo largo de la formacién de esta estructura.
La identificacion de las proteinas de membrana
que forman los canales de calcio y participan en
los movimientos de este ion en los ameloblastos
de ratones salvajes, particularmente los TRPV5,
fue objeto del presente trabajo de investigacion.
Los resultados obtenidos ponen en evidencian
la expresion inequivoca de los TRPV5 en los
ameloblastos de secrecién y maduracién
de los incisivos en crecimiento continuo de
ratones Swiss WT de 7 dias postnatales. Esta
expresion fue particularmente localizada a nivel
citoplasmatico y en la membrana plasmatica de
la zona proximal y distal de los ameloblastos.
Estos hallazgos indicarian que TRPV5 podria
desempeiar un rol esencial en los procesos
conducente a la mineralizacién del esmalte
dental.

La ubicacion citoplasmatica de los TRPV5 en los
ameloblastos sugiere la implicacion en funciones
regulatorias del Ca2* intracelularmente. Estudios
indican que estas proteinas se encuentran
almacenadas al interior de las células a la
espera de suplir las necesidades de Ca?*
requeridas (9). Por ejemplo, en los tubulos
contorneados distales presentes en los riflones,
los TRPV5 son los principales facilitadores de
la absorcion de Ca2t*. Incluso, los TRPV5 han
sido resefiados como un elemento critico para
homeostasis de este elemento y de una mayor
proliferacion celular (10). En los ameloblastos,
la relacion entre la localizacion y el mecanismo
fisiolégico de TRPV5 no ha sido establecido.
Sin embargo, es probablemente que los TRPV5
no solo faciliten la entrada de calcio a través
de la membrana plasmatica, sino que también
tengan un rol intermediario potencial en la
captacion intracelular del calcio gracias a su
almacenamiento en compartimientos como los
endosomas. En ambas situaciones, los TRPV5
podria estar acompafiados de otros facilitadores
de Ca?+, como la bomba ATPasa Ca2* (PMCA1) y
los intercambiadores Na+/Ca2+ (11).

El modelo de crecimiento contintio observado en
los incisivos de roedores y utilizado en la presente
investigacion, ha sido ampliamente utilizado en
la comprensién de los procesos relacionados
en la formacion dental (12,13). Gracias a este
modelo, se ha podido conocer la elevada tasa
de transporte de Ca2?* en los ameloblastos de
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secrecion y maduracién durante la amelogénesis
(14). Esta anotacion fisiolégica del calcio en los
ameloblastos, justificaria la inmunolocalizacién
de los TRPVS en estas estructuras dentales tal y
como se llevd a cabo en la presente investigacion.
Presumimos que modificaciones potenciales en
estos canales podrian implicar cambios bioldgicos
en el transporte del calcio/almacenamiento y en
consecuencia, afectar la formacién fisioldgica
del esmalte dental. Estos eventos serian los
responsables de la presencia de defectos en el
desarrollo y formacion estructural del esmalte
dental, incluyendo la amelogénesis imperfecta
(AI)(15).

Aungue en la actualidad no se ha establecido una
relacién directa entre la disfuncionalidad de los
TRPVS y la Al. Recientemente, se ha sefialado
que la extrusion de Ca?+ en el polo apical de los
ameloblastos puede ser mediada también por
otros transportadores. De hecho, un numero
variable de mutaciones en genes codificantes
para proteinas involucradas en el transporte y
regulacién del calcio son responsables de la Al
(7). Al dia de hoy, no se reportan mutaciones
patégenas de los TRPV5 en humanos, pero si se
han informados de polimorfismos de nucledtidos.
No es claro hasta donde estas variaciones
genéticas afectarian la funcidn de la proteina
TRPV5 pero se cree que ella podrian disminuir
la estabilidad de los canales de calcio (16). De
hecho, estudios demuestran que los moduladores
quimicos y especificos de los TRPV5 tendrian
el potencial de contribuir al tratamiento de
trastornos en la homeostasis del calcio como la
nefrolitiasis y la hipercalcemia (17). Justamente,
la precipitacién de calcio en la corteza renal o
medula ha sido asociado a sindromes donde le
fenotipo dental es compatible con defectos en
la estructura del esmalte dental o amelogénesis
imperfecta de tipo hipoplasico (18,19). Por
eso, las implicaciones de posibles defectos
estructurales y funcionales de los TRPV5 a nivel
dental, es una pregunta que aldn se encuentra
sin resolver.

Otro hallazgo importante del presente estudio
fue la localizacion de los TRPV5 en odontoblastos
y células de la pulpa dental, incluyendo células
del endotelio vascular. La identificacién de
marcadores TRP (TRPV1-4) en los odontoblastos
(no especialmente TRPV5), estan en relacidon
con los numerosos canales idnicos y receptores
neuronales presentes en los odontoblastos e
implicados en la transduccion del dolor dental
(20). Los odontoblastos suelen presentar
sensores mecanicos susceptibles de percibir
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cambios en la concentracion de calcio, estos
sensores son canales idnicos mecano-sensibles
que facilitan la traducciéon de estimulos mecanicos
en sefales eléctricas (21). Estudios recientes
indican que los axones sensoriales pulpares
adyacente a los odontoblastos expresan
receptores de glutamato. Sugiriendo asi, que
los odontoblastos contienen glutamato como
una sustancia neuroactiva necesaria para la
activacion de los axones pulpares (22). Por
ello, no se descarta que los TRPV5 tengan un
rol relacionado con la traduccion de sefales
nerviosas en los odontoblastos y células de la
pulpa dental. Sin embargo, estudios funcionales
sera utiles para esclarecer el rol de estas
proteinas en las células pulpares.

Por otro lado, la identificacion de los TRPV5 en
la membrana citoplasmatica y citoplasma de
los odontoblastos, probablemente obedece a
un flujo importante del calcio en la formacién
de la dentina como ha sido reportado en otras
investigaciones (23). La identificacion de los
TRPVS5 en los vasos sanguineos también fue un
hallazgo interesante. Aunque no existen reportes
del rol de estas proteinas en los lechos vasculares,
quizads su localizacién obedezca al transporte
del calcio a través de ellos. Pero en las células
endoteliales de los vasos sanguineos pulpares,
donde fueron identificados, probablemente sea
una respuesta miogénica vascular, resultante
de la despolarizacién de la membrana celular
del musculo liso y el flujo de calcio a través
de los canales. Estudios reportan que la
activacion de canales TRPV2 es responsable de
la despolarizacién de la membrana plasmatica y
que ellos pueden contribuir al ingreso de calcio
y estrechamiento o constriccién de los vasos
sanguineos. Claramente, el rol fisioldgico de los
TRPVS5 en células de la pulpa dental, incluyendo

odontoblastos, no se ha determinado pero
la inmunolocalizacién descrita en el presente
trabajo constituye un punto de partida para
futuros estudios que pretendan dilucidar la
funcion de esta proteina en las mencionadas
estructuras dentales.

En conclusion, la expresion inmunohistoquimica
de los TRPV5 fue identificada en la membrana
plasmatica y citoplasma de los ameloblastos de
secrecion y maduracion de ratones Swiss de 7
dias posnatales. Una expresion importante de los
TRPVS5 fue detectada en los odontoblastos, endotelio
vascular y células de la pulpa dental. Ello indicaria
que los TRPV5 podrian participar en el transporte
y homeostasis del calcio durante la formaciéon de
estructuras mineralizadas a nivel dental.

Futuros estudios seran necesarios para establecer
los mecanismos fisioldgicos que involucra el
transporte y regulacion de la homeostasia del
calcio por parte de los TRPV5 en los ameloblastos
y odontoblastos. Lo anterior ayudaria a esclarecer
el rol de los TRPV5 en la mineralizacion del
esmalte dental, la dentina y su participacion
en los procesos patoldgicos en la formacion de
estas estructuras.
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