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Resumen

El objetivo de este estudio fue conocer la ex-
presién de MCM4-5-6 en gérmenes denta-
rios humanos en estado de campana. Mate-
riales y Métodos: Se obtuvieron preparados
histolégicos de 4 maxilares fetales incluidos
en parafina en el archivo de bloques de la cd-
tedra de Histologia de la Facultad de Odon-
tologia, UdelaR. Se procedié al corte de los
mismos en secciones para técnica de rutina
(HE) y de IHQ para MCM 4, 5 y 6. Resul-
tados: Las diferentes regiones del 6rgano del
esmalte mostraron 100 % de positividad en
el estrato intermedio, una variacién de 100
% a 0 % en el epitelio interno del érgano
del esmalte, desde el sector cervical al sec-
tor incisal del mismo, y 0% tanto en el re-
ticulo estrellado como en el epitelio externo
del érgano del esmalte. Conclusiones: Los
resultados obtenidos permitieron evidenciar
y confirmar la accién proliferativa de las di-
ferentes zonas del érgano del esmalte.

Abstract

The aim of this study was to determine
the expression of MCM4-5-6 in human
tooth germs in the bell stage. Materials
and Methods: Histological samples were
collected from four fetal maxillae placed in
paraffin at the block archive of the Histology
Department of the School of Dentistry,
UdelaR. Sections were made for HE routine
technique and for immunohistochemistry
technique for MCM4-5-6. Results:
Different regions of the enamel organ
showed 100% positivity in the intermediate
layer, a variation from 100% to 0% in the
inner epithelium from the cervical loop
to the incisal area, and 0% in the stellar
reticulum as well as the outer epithelium.
Conclusions: The results show and confirm
the proliferative action of the different areas
of the enamel organ.
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Introduccion

La organogénesis dental es un proceso que im-
plica una amplia gama de funciones celulares en
las cuales se involucran de manera alternada la
participacién de los elementos ectomesenqui-
miticos y epiteliales, representados por la papila
dental y el 6rgano del esmalte respectivamen-
teV.Durante el transcurso del desarrollo dental
existen diversas etapas en las cuales el germen
pasa por diferentes estadios morfoldgicos, estas
etapas incluyen el brote, el casquete y la cam-
pana temprana y avanzada'. Desde el punto de
vista estructural, el germen dentario presenta
tres sectores, dos de ellos de origen ectomesen-
quimdtico (la papila y el foliculo o saco den-
tal), y uno epitelial (el érgano del esmalte)?.
La papila dental es responsable de la formacién
de la pulpa y la dentina, tanto coronaria como
radicular; por su parte el saco o foliculo dental
se encarga del desarrollo de los componentes
del paradencio profundo y de los elementos co-
nectivos del paradencio superficial; por tltimo,
el 6rgano del esmalte participa en la formacién
del esmalte, en especial a punto de partida del
epitelio interno®. Todos estos procesos fisiol 6gi-
cos se dan, entre otras cosas, por la proliferacién
celular, producto del incremento del nimero de
células, resultado de la divisién celular®.

Existen diversos marcadores de proliferacién
celular, dentro de los cuales encontramos al
complejo MCM 2-7 (minichromosome main-
tenance)®.El complejo MCM2-7 estd com-
puesto por 6 proteinas diferentes (MCM2,
MCM3, MCM4,MCM5, MCM6, MCM7) y
forma parte del complejo pre-replicativo del ci-
clo celular, por lo que tiene un rol esencial en la
replicacién del ADN 7. Una de sus funciones
consiste en dar inicio a la replicacién, permi-
tiendo que ésta se dé en el momento oportuno,
para lo cual el complejo debe cambiar su es-
tructura tridimensional. El complejo MCM2-7
en estado inactivo presenta una discontinuidad
reversible de su estructura toroidal; al unirse las
proteinas MCM2 y MCMS5 éstas cierran dicha

discontinuidad permitiendo la activacién de

todo el complejo ®?. Entre otras de sus funcio-
nes encontramos su rol helicasa 19, detiene la
replicacién Y, cuida que todo el ADN sea re-
plicado "%, y evita la replicacién del ADN mis
de una vez en un mismo ciclo celular™. Las
proteinas de este complejo se expresan durante
todo el ciclo celular desde la fase G1 temprana
en adelante, asi como en células con potencial
proliferativo, pero estin ausentes en células
quiescentes (GO) 9.

Este trabajo tiene como objetivo conocer la ac-
tividad proliferativa de los gérmenes dentarios
humanos en estadio de campana mediante la
expresion de moléculas del complejo MCM
4-5-6 en el epitelio externo, reticulo estrellado,
estrato intermedio y epitelio interno del 6rgano
del esmalte.

Materiales y métodos

Se estudiaron 8 gérmenes dentarios humanos
clasificados en estadio campana, provenientes
del archivo de la Cétedra de Histologfa, Facul-
tad de Odontologfa, Universidad de la Repa-
blica (FO — UdelaR), Uruguay. Los mismos se
obtuvieron de 4 maxilares fetales incluidos en
bloques de parafina de entre 17 y 24 semanas
de desarrollo, los cual figuran como procesa-
dos en el afio 1970.Estos fueron cortados con
micrétomo de precisién, en cortes de 4 micras-
ymontados en ldminas silanizadas. Se realizé
un corte por muestra para ser coloreados con
la técnica de Hematoxilina Eosina, asi como 3
cortes para la técnica de inmunohistoquimica
(IHQ) para las proteinas MCM 4-5-6.

Para la técnica de inmunohistoquimica los
cortes fueron desparafinados en estufa a 60°C
por 60 min y posteriormente colocados en
xilol durante 5 minutos. Luego se hidrataron
en un tren de concentraciones decrecientes de
alcoholes (absoluto, 90, 80%, 70% y 50%) y
dos lavados con agua destilada. Para el desen-
mascaramiento de los epitopes se realizé la re-
cuperacién antigénica con solucién de citrato

de sodio 10mM (pH 6.2) en olla a presién en
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microondas a potencia mdxima (750 W) por 6
min., dejando enfriar a temperatura ambiente y
posteriormente se enjuago con agua destilada.
Las peroxidasas endégenas fueron bloqueadas
con peréxido de hidrégeno al 0.9% durante
5min., seguidos por lavados con agua destilada
y solucién salina amortiguada de fosfatos pH
7.4 (PBS). Se montaron las laminillas en placas
de cubiertas y se colocaron en bastidores para
la realizacién de inmunohistoquimica por ca-
pilaridad. Se incubaron los anticuerpos prima-
rios monoclonales contra MCM 4, 5, 6 (Leica
Biosystems, Newcastle, UK, dilucién 1:100)
por un periodo de 45 min. Posteriormente, los
cortes fueron incubados con el segundo anti-
cuerpo biotinilado anti-ratén/anti-conejo y con
el complejo streptavidina/peroxidasa (LSA-B +
Labeled streptavidin-biotin, Dako Corpora-
tion, Carpinteria CA, USA) por 30 min, cada
uno. Los productos de la reaccién fueron visua-
lizados con sustrato de 3,3’-diaminobenzidina-
H202 (Dako Corporation, Carpinteria, CA,
USA). Las secciones fueron contra tefiidas con
hematoxilina de Mayer. Se utilizé como testigos
preparados de ameloblastomas.

Se realiz6 el conteo de células positivas en el
epitelio externo, reticulo estrellado y estrato in-
termedio, asi como en los tercios cervical, me-
dio y apical del epitelio interno del 6rgano del
esmalte acorde al método descrito por Bologna
y colaboradores .

La evaluacién de la expresién de cada anticuerpo
fue realizada en dreas seleccionadas ricas en cé-
lulas epiteliales. Se tomaron 5 microfotografias
por caso, a 40x en cada campo, con un micros-
copio de Luz marca Olympus®. La imagen fue
convertida en archivo JPEG. Cada archivo fue
abierto con el uso del programa de Microsoft
Power Point y con el uso de la funcién tabla, se
cre6 una tabla de 10x10 que fue superpuesta en
la imagen de la microfotografia para facilitar el
conteo. El nimero de células positivas y nega-
tivas fueron contadas manualmente. Se realizé
una regla de tres (el total de células positivas

x100/el total de células). El porcentaje de cé-
lulas positivas fue calculado para cada campo.

Resultados

Una vez analizados los preparados se observé
que la distribucién de la positividad de las cé-
lulas en cada uno de los tercios del epitelio in-
terno del 6rgano del esmalte es uniforme para
todos los componentes del complejo MCM es-
tudiados (Fig.1).

Sin embargo, la expresién de estos marcadores
de proliferacién celular estd ausente en las célu-
las del epitelio externo del érgano del esmalte y
del reticulo estrellado, presentando un 100 %
de positividad en las células del estrato inter-
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Fig. 1 — En la imagen se observa la forma

en que fueron sistematizadas las 4reas del
epitelio interno (A). Porcentaje promedio de
células marcadas positivamente en cada uno
de los sectores del epitelio interno del érgano
del esmalte de los gérmenes estudiados para
MCM 4 (B), MCM 5 (C) y MCM 6 (D).

Aumento 10x.

La porcidn periférica de la papila dental presen-
ta una distribucién inversa para los tres marca-
dores, mostrando un gradiente de menor tasa
de proliferacién en la porcién cervical de la pa-
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pila, algo mayor en el tercio medio y una alta  Djscusion

tasa de positividad celular en el tercio incisal u
oclusal (Figs. 2 y 3). La inmunodeteccién de proteinas involucradas

en el proceso de proliferacion celular se realiza
de forma rutinaria utilizando biomarcadores
como Ki-67 que es considerado el Gold stan-
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celular no estudiados hasta ahora en gérmenes
dentarios, MCM4, 5 y 6. Una de las diferencias
de este complejo con la proteina Ki-67, entre
otras, radica en que la proteina Ki-67 no se ex-
presa en la etapa temprana de G1 sino que a
partir de G1 tardia, y contintia durante todo el
ciclo celular, exceptuando en células quiescen-
tes (GO). Las moléculas del complejo MCM se
expresan incluso en G1 temprana, siendo con-
sideradas mds sensibles en cuanto a su detec-
cién molecular 1719,

Estudios previos realizados por Muica et al.
2014 determinaron que la expresién de KI-
67 decrece con el avance de las etapas del de-
sarrollo dental en todos los tejidos y estratos
que componen al germen dental™. Kero et al.

apoyan estos resultados tras su estudio realizado

Fig. 2. Panordmica del germen dentario ) i
en el mismo ano, en donde determinan que el

en estado de campana. Se observa la

inmunoexpresién de MCM4, positiva en aumento de la proliferacién celular permite el
la regi6n interna del 6rgano del esmalte, y crecimiento del 6rgano del esmalte, mientras
negativa en la regién del epitelio externo. que su disminucién selectiva en los diferentes
Aumentol0x. componentes del germen conlleva a la desin-

»

‘. 'if < Y
V12 Lo

Fig. 3. Inmunoexpresién de MCMG en la regién interna del 6rgano del esmalte, donde
podemos observar los gradientes de positividad en el epitelio interno a nivel cervical (A), medio
(B) y caspideo (C). En los tres sectores existe casi un 100% de positividad a nivel de las células
del estrato intermedio (flecha). Aumento 40x.
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tegraciéon de determinadas estructuras denta-
les®. La caida del indice de proliferacién ce-
lular coincide con el inicio de la diferenciacién
de ameloblastos y odontoblastos®?. A su vez, se
distingue que cada capa celular que compone el
germen dental exhibe una actividad proliferati-
va especifica. El indice de proliferacién del epi-
telio interno del 6rgano del esmalte y la papila
dental marcan su pico médximo en la semana
14, cayendo en la semana 21 durante el estado
de campana tardia, coincidiendo con la apari-
cién del esmalte maduro en la regién coronal, o
diferenciacién ameloblastica-odontobldstica®.
Por otra parte, tanto el epitelio externo como el
reticulo estrellado mostraron una disminucién
constante en la actividad proliferativa a lo largo
de esta fase. La distribucién de las células pro-
liferantes se mostré mds uniformes a nivel de
la papilla dental en todas las etapas estudiadas,
comparado con el resto de las capas celulares®.
Comparando nuestros resultados con los estu-
dios citados, observamos que en nuestro estu-
dio hay una disminucién gradual del porcentaje
de MCM4, 5 y 6 en el epitelio interno del 6r-
gano del esmalte, lo cual podria estar marcando
un descenso en la proliferacién para favorecer
la desintegracién selectiva dentaria, permitien-
do pasar a un estado mds maduro del tejido,
coincidiendo con la diferenciacién de los ame-
loblastos y odontoblastos. Esto se acompana
de igual forma con la expresién negativa de los
marcadores a nivel del epitelio externo y el reti-
culo estrellado.

Tomando en cuenta que a pesar de que los mar-
cadores MCM son mids sensibles en determina-
dos tejidos comparados con la accién de Ki-67
(1718 consideramos que estos estudios son com-
parables con nuestros resultados.

Estudios basados en los patrones de invagina-
cién de la vaina radicular epitelial de Hertwig
y la formacién radicular mesial asi como la for-
macién de la bifurcacién dental, determinan
que estas regiones se correlacionan con la con-
densacién de células mesenquimales altamente
proliferativas, observando a nivel de molares

que el porcentaje de Ki-67 era el doble com-
parando las zonas de raiz mesial con la bifur-
cacién, sugiriendo que la proliferacién pulpar
induce la migracién epitelial en esta etapa®2?.
Por lo tanto, basindonos en nuestros resulta-
dos, en donde la positividad de expresién de
estas tres proteinas del complejo MCM decre-
ce, siendo 100% a nivel incisal, pasando por
47-56% a nivel medio y llegando a valores de
1,33-4,33% a nivel cervical en la etapa de cam-
pana, nos conlleva a pensar que a medida que
avanzan las fases de la odontogenesis conjun-
tamente con la diferenciacién celular, los dife-
rentes estratos de formacién dentaria expresan
sus niveles de proliferacién celular de manera
diferencial, con una induccién epitelio-mesen-
quimal, para concluir con el desarrollo normal
de las piezas dentales.

Conclusiones

De acuerdo con los datos obtenidos podemos
considerar a las proteinas del complejo MCM
4,5y 6 como indicadoras de la actividad proli-
ferativa en el proceso de Odontogénesis. Nues-
tros hallazgos permiten evidenciar un gradiente
de concentraciones de estas moléculas con di-
ferencias marcadas entre las regiones cervical,
medio y cuspidea del epitelio interno del 6rga-
no del esmalte, lo cual se condice con la acti-
vidad celular descripta por diversos autores en
la bibliografia. Dicha evidencia se constata a si
mismo en las células de la papila dental donde
debemos continuar profundizando en el estu-
dio de la misma.
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