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INTRODUCCION.

Los glicosaminoglicanos son cadenas de disacáridos que al unirse a proteínas 
forman los proteoglicanos. Estas moléculas de proteoglicanos se distribuyen en 
los tejidos conectivos y se sintetizan en sitios de calcificación, tales como: 
cáscaras de huevo, cartílagos, huesos, dentina, etc. por lo que se les ha 
propuesto un rol central en la mineralización.

La dentina, el tejido mineralizado que constituye la mayor parte del diente es 
sintetizada y secretada constantemente por los odontoblastos, proceso 
que persiste mientras se mantiene la vitalidad de l a s p i e z a s de n t a r i a s , e ste 
evento de s íntes i s de mat ri z extracelular y de calcificación presenta 
mecanismos bioquímicos que no comprendemos completamente.

A nivel dentario esto tiene una gran relevancia, ya que el conocimiento 
de los mecanismos fisiológicos y fisiopatológicos en una serie de patologías ha 
permitido cambiar la concepción de los tejidos dentarios. Es así que hoy se 
p i en s a en remi ne ra l i z a ci ón como alternativa a una destrucción menor del 
esmalte o de tratamientos biológicos de la pulpa .

A esto sólo se ha podido llegar a través del conocimiento profundo de estas 
estructuras y a la explosiva generación de conocimientos que se na producido en 
los últimos años tanto en biología como en bioquímica. Esto nos ha permitido 
abordar tejidos como la dentina en los que buscamos componentes de la matriz 
extracelular en un intento de describir, en una primera etapa su presencia 
y distribución en condiciones normales para más adelante abordar el 
estudio en condiciones patológicas. Lo anterior conllevará paulatinamente a 
mirar c on o t ra p e r s p e c t i va l a s a l t e rn a t i va s t e rap e út i ca s de e s t a s 
condiciones.



2. MARCO TEORICO.

Los glicosaminoglicanos (GAGs) son polisacáridos formados por unidades 
repetidas de disacáridos. Estos GAGs se unen por enlaces covalentes a 
troteínas formando los proteoglicanos (PG) (1). Los glicosaminoglicanos son 
polianiones, es decir moléculas con cargas eléctricas negativas. Esta 
paracterística los hace ser altamente hidrofílicos y les permite atraer agua y 
cationes (2).

El rol de los proteoglicanos en la mineralización biológica ha sido tema de 
gran controversia, y su estudio se ha dirigido fundamentalmente a cartílago 
(3), existiendo escasos reportes respecto a la dentina.

La mineralización en organismos vivos se define como el depósito de 
Componentes químicos inorgánicos bajo condiciones normales o patológicas. En 
mamíferos la mineralización es sinónimo de calcificación ya que la mayoría de 
los minerales inorgánicos depositados son compuestos de calcio (2). Esta 
calcificación biológica depende de la interacción de células y de la matriz 
extracelular que será calcificada.

En estudios en cartílago de crecimiento se ha observado que en la zona donde 
se iniciará la mineralización hay una síntesis de nueva matriz incluyendo 
proteoglicanos, colágeno y proteínas no colágenas (2). En esta misma zona se 
comienza a observar vesículas de la matriz, las que se desprenden de la 
membrana plasmática de los condrocitos. En estas vesículas se observa el 
primer signo de formación mineral en forma de cristales de hidroxiapatita (3). 
Estas vesículas de la matriz también se han observado asociadas a osteoblastos 
y odontoblastos, pero sólo en los inicios de la mineralización en la 
calcificación de novo (4).

Posteriormente a este desarrollo inicial, los primeros cristales sirven de 
nucleo de cristalización en torno a los cuales se produce aposición de más 
minerales, y ya no se observa vesículas de la matriz. Se cree que en la 
calcificación posterior participan concentraciones críticas de calcio, fosfato y 
macromoléculas como colágeno (excepto en esmalte) y proteínas polianiónicas no 
colágenas (NCPs) (2,4) tales como: osteonectina (5), proteínas ricas en 
gamacarboxiglutamato (proteínas Gla) (6), fosfoproteína (8,9) y 
proteoglicanos (PGs) (10,14).

Se ha postulado que las proteínas no colágenas polianiónicas como 
fosfoproteína altamente fosforilada ( PP-H) y proteoglicanos proveen sitios 
de nucleación los que inician la formación mineral en dentina y



hueso (10).

Linde y Lussi (10) proponen que las NCPs de hueso, dentina y conchas de molusco 
actúan como inductores de mineralización al estar inmovilizadas en un soporte 
estable y como inhibidores de mineralización cuando estan libres en solución. 
Al probar su hipótesis observan mediante microscopía electrónica de barrido que 
la capacidad inductora de mineralización de NCPs de dentina inmobilizadas ín 
vitro es mayor para la fosfoproteina altamente fosforilada, siguiéndole los PGs 
y por último las proteínas Gla (12). Al implantar, subcutáneamente en roedores, 
PGs y PP-H adosados a un soporte estable observan que la capacidad de inducir 
minerales de fosfato de calcio es mayor para los proteoglicanos (11).Lussi y 
Linde concluyen con estas experiencias que las macromoléculas como 
proteoglicanos y fosfoproteína altamente fosforilada pueden ser responsables de 
inducción mineral durante la calcificación de tejidos (11).

Shepard y Mitchell (12) observaron conglomerados de PGs, en forma de roseta, en 
los mismos lugares y en igual disposición que los focos de minerales 
encontrados antes de la desmineralización utilizando cartílago de crecimiento 
de ratas. Sin embargo, se ha reportado disminución de PGs en tejidos en fase de 
mineralización tanto en cartílago (14) como en dentina (14,15).

A nivel dentinario las células encargadas de sintetizar esta matriz calcificada 
son los odontoblastos, células de origen ectomesenquimático que sintetizan una 
matriz muy similar a la del tejido óseo (16).

La primera dentina mineralizada formada periféricamente es la dentina del manto 
en cuya formación parecen participar vesículas de la matriz (4). Posteriormente 
se sintetiza la dentina circumpulpar, que forma gran parte de la dentina 
adulta, en ella no se observa vesículas de la matriz y su patrón de 
mineralización es a través de calcosferitas. En éstas el nuevo mineral formado 
se propaga radialmente desde un centro de crecimiento formando estructuras 
minerales globulares que coalescen con calcosferitas vecinas. Por lo tanto la 
interfase dentina-predentina se caracteriza generalmente por calcosferitas, con 
un límite ondulado, pero también puede ser más lineal (4).

Tanto en la dentina del manto como en la dentina circumpulpar puede observarse 
7 0% de materia inorgánica en forma de hidroxiapatita, 12% de agua y 18% de 
materia orgánica (17). La materia orgánica está constituida



por un alto contenido de colágeno tipo I y algo de colágeno tipo I trimer (18) y V 
(19), proteínas no colágenas como fosfoproteína, proteínas con ácido 
gamacarboxiglutámico o proteínas GLA y proteoglicanos (20,21,22).

Con técnicas bioquímicas se han identificado los GAGs presentes en dentina, 
siendo el condroitín 4 sulfato (C-4-S) el que se encuentra en mayor proporción en 
dentina humana (23), lo mismo se ha demostrado en perros (14) y ratas (24) . Los 
GAGs que siguen en concentraciones decrecientes son: condroitín 6 sulfato (C-6-S), 
hialuronato, dermatán sulfato y queratán sulfato (20). Recientemente, Brandford 
demostró la presencia de heparán sulfato en pequeñas cantidades (25) .

La distribución de estas moléculas en las distintas zonas de la matriz dentinaria 
sólo recientemente ha comenzado a aclararse gracias a los trabajos de Takagi y 
colaboradores (26).

En la dentina exi s ten vari a s z ona s dis tinguibl e s a mi cros copía electrónica 
de transmisión, estas son:

Dentina intertubular: es la zona más abundante y como su nombre lo indica se ubica 
entre túbulos dentinarios, presenta fibras colágenas tipo I perpendiculares al 
túbulo dentinario y cristales de hidroxiapatita en y entorno a las fibras (17).

Dentina peritubular: es aquella dentina que rodea cada túbulo o
conductillo, en ella el grado de calcificación es mayor que en la dentina 
intertubular y casi no se observan fibras colágenas (27).

Túbulo dentinario: normalmente no se encuentra mineralizado (28), en él se aloja 
o se aloj ó durante la dentinogénesis la prolongación odontoblástica cuya 
longitud a lo largo del túbulo es discutida (29,30,31). También se encuentran 
en su interior terminaciones nerviosas (32), colágeno tipo I (33) y fluido 
dentinario (34).

Lámina limitans: es una estructura controvertida que sólo se observa en dentina 
desmineralizada como una banda delgada por dentro del túbulo que rodea la 
prolongación odontoblástica (35).

Predentina: se localiza entre la dentina calcificada y los odontoblastos que la
secretan, se observa durante toda la vida fisiológica de la pieza dentaria. Esta 
matriz no se ha calcificado y difiere de la dentina mineralizada tanto en 
componentes inorgánicos como orgánicos (15).



Frente de mineralización: es la zona donde se comienza a ver cristales de 
hidroxiapatita dentro y alrededor de las fibras colágenas, corresponde al límite 
entre predentina y dentina (4).

En estas zonas de la dentina normal se ha estudiado la distribución de 
glicosaminoglicanos por diversas técnicas histoquímicas, empleando 
colorantes catiónicos con alta afinidad por grupos aniónicos (COOH y SO42), 
los que son abundantes en los GAGs (15).

Es así que, utilizando azul de cuprolina (36), se han observado pequeños 
conglomerados en forma de bastón o barra en dentina y predentina, los que se 
disponían en torno a las fibras colágenas. Con verde de malaquita se ha 
encontrado una malla de gránulos y filamentos en predentina, en los espacios 
entre las fibras colágenas y pequeños gránulos asociados con éstas siguiendo 
las estriaciones de estas fibras (37). Empleando triclorohexamina rutenio (38), 
ácido tánico (39) y glutaraldehido con cetilpiridinio (40) se han descrito 
hallazgos similares.

Con microscopía electrónica de transmisión, Ortega y Oyarzún (41), 
utilizando anaranjado de acridina observaron gránulos de diferentes tamaños 
en el túbulo dentinario. Los más pequeños formaban una fina red entre la 
prolongación odontoblástica y la dentina peritubular. Los de mayor tamaño se 
encontraban relacionados con la membrana plasmática del proceso odontoblástico. En 
la dentina intertubular se observó gránulos en menor cantidad los que se ubicaban 
alrededor de las fibras colágenas, siguiendo sus estriaciones.

Los PGs, presentan segun las evidencias de autoradiografía, la existencia de dos 
g rup os en la predent ina . Uno se cret ado j unto al frente de mineralización y 
otro secretado a la predentina próximo al cuerpo del odontoblasto (42). Se 
desconoce hasta ahora qué proteoglicanos componen cada grupo.

Como se dijo, los colorantes catiónicos se unen a grupos aniónicos que en dentina 
no sólo se presentan en los PGs, sino también en otras proteínas no colágenas 
como: fosfoproteínas y proteínas Gla (4).

Takagi y colaboradores (26) mediante reacciones inmunohistoquímicas 
localizaron en incisivos de rata adulta PGs de condroitín-4-sulfato (C4-5), 
queratán sul fato (KS), dermatán sulfato (DS), condroitín no sulfatado (CO-S) 
y condroitín-6-sulfato (C-6-S) en predentina, y en menor cantidad C-4-S y DS en el 
interior de los túbulos dentinarios. Estos au



tores postulan que los GAGs encontrados en el túbulo, posiblemente en el espacio 
periodontoblástico, podrían participar en la inhibición de la mineralización a 
este nivel.

Por otra parte, Ten Cate (19), postula una inhibición de la 
mineralización intratubular por macromoléculas orgánicas tales como
transferrina. Aun cuando Takagi y Ten Cate han estudiado la presencia de estas 
sustancias en túbulos normales no han demostrado su ausencia en túbulos 
esclerosados.

Durante la dentinogénesis, que comienza con la formación de la dentina del manto 
y termina junto con la vida fisiológica de la pieza dentaria, se produce en la 
dentina una serie de cambios tanto en su composición bioquímica como en su 
morfología (43).

Morfológicamente ocurren procesos como la obliteración de los túbulos dentinarios 
con material calcificado, fenómeno denominado esclerosis dentInaria o dentina 
transparente por su apariencia a ojo desnudo (44). Esta esclerosis se observa en 
la dentina radicular humana progresivamente con la edad (45), fenómeno que se 
emplea en áreas como la odontología forense para determinación de la edad. La 
dentina transparente se presenta también a nivel coronario asociada a 
atrisión (46), en la dentina cervical expuesta por recesión gingival (47), en 
molares de rata en las zonas cuspídeas libres de esmalte (48), etc.

El siguiente trabajo se realizó para conocer en condiciones de normalidad la 
distribución de los GAGs en dentina de rata y su posible relación con variaciones 
morfológicas durante la dentinogénesis, para a futuro estudiar estos fenómenos 
en condiciones patológicas.



PROBLEMA

¿Cuál es la expresión y localización de los GAGs de C6-S, C4-S, DS y KS en
dentina en distintas etapas del desarrollo?

HIPOTESIS

La expresión y localización de GAGs varía espacial y temporalmente en relación 
con lo s cambios morfol ógi cos que ocurren durante la dentinogénesis del 
diente.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar la distribución de los GAGs de C6-S, C4-S, DS y KS en distintas etapas de 
la dentinogénesis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer la distribución de estos GAGs en las distintas zonas de la dentina 
(Predentina proximal y distal, dentina intertubular y túbulos dentinarios).

Relacionar la distribución de estos GAGs con los cambios morfológicos que ocurren 
durante la dentinogénesis.

Comparar la presencia de estos GAGs en dentina coronaria y radicular de 

molares adultos y senecentes.



3. MATERIAL Y METODO

Para el estudio propuesto se procesó 12 gérmenes dentarios de molares superiores 
de rata Sprague-Dawley de 3 a 7 días de edad, 12 molares de ratas de 4 semanas de 
edad y 12 molares de ratas de 130 semanas de la misma especie. Los animales 
fueron decapitados y se obtuvieron los segmentos de maxilar con los tres molares 
o gérmenes dentarios en un solo bloque.

El material obtenido se fijó en Karnovsky (4% paraformaldehido y 0,5% 
glutaraldehido en 0,1 M buffer cacodilato pH 7,4) por 12 hrs a 4°C. Lavado en 
buffer cacodilato pH 7,4 a 4°C. Desmineralizado en etilen diaminotetraacético 
(EDTA) 10% pH 7,4 por 3 semanas a 4°C. La desmineralización se controló 
radiográficamente. Lavado en buffer cacodilato. Cubiertas con un medio de 
seminclusión para cortes de tejido congelado (Compuesto Tissue-Tek O.C.T. 
Miles, Inc. Elkhart, IN) y congeladas con aire líquido. El corte de las 
muestras se realizó en crióstato en sentido mesiodistal (sagital) y fueron 
colectadas en portaobj etos cubiertos con gelatina, secados al aire por 15 
min a temperatura ambiente y almacenados a -70°C.

Anticuerpos utilizados: 

3-B-3: Es una IgM de ratón que reconoce el C6-S (disacárido terminal 
insaturado) después de la digestión con condroitinasa ABC o AC-II (Seikagatu 
Kogyo, Tokyo). (49). Se usó una concentración de 1:100.

2-B-6: Esta IgG de ratón se une a disacáridos insaturados producidos por digestión 
con condroitinasa de dermatán sulfato o condroitín 4 sulfato. Después de usar la 
condroitinasa ABC, tanto el DS como el C4-S son reconocidos; después de la 
digestión con condroitinasa AC-II el C4-S es trincipalmente reconocido aunque no 
exclusivamente, porque la enzima puede degradar los residuos de ácido 
glucurónico de las cadenas de DS debido a su leve actividad endoglicosídica 
(49). Se empleó en una dilución de 1:50.

5-D-4: Esta IgG de ratón reconoce hexasacáridos hipersulfatados de queratán 
sulfato (50). Se utilizó en una dilución de 1:50.

Los tres anticuerpos empleados fueron aislados y caracterizados por Caterson y 
col. (49,50).



Reacciones Inmunohistoquímicas:

Los cortes se llevaron a temperatura ambiente y se rehidrataron en Buffer fosfato 
salino (PBS). Cuando fue necesario los cortes se sometieron a digestión con 150 pl de 
condroitinasa ABC o ACII a 0,1U/ml en PBS por una hora a 37°C y lavadas en PBS. Todas 
las secciones se bloquearon con albúmina de suero bovino (BSA) al 3% en PBS (BSA/PBS) 
por 5 min, para disminuir uniones no inmunológicas del anticuerpo. Fueron luego 
incubadas en el anticuerpo primario por 30 min. a 1 hora, 5 minutos cada una. 
Bloqueadas Incubadas en el Ac secundario diluído en 1% BSA/PBS por 1 hora a 22°C y 
lavadas en PBS 2 nuevamente con 3% BSA/PBS. 1% BSA/PBS por 1 hora. Tanto para los 
anticuerpos primarios de IgG como de IgM el Ac secundario utilizado fue de cabra 
antiratón conjugado con fluoresceína isotiocianato (GamFITC).

nuevamente con 3% BSA/PBS. 1% BSA/PBS por 1 hora. Tanto
para los anticuerpos primarios de IgG como de IgM el Ac secundario utilizado 
fue de cabra antiratón conjugado con fluoresceína isotiocianato (GamFITC). 
Posteriormente los cortes se cubrieron con medio de montaje fluoromount B.

Como controles se realizó incubación sin Ac primario, incubación con suero no 
inmune de ratón en lugar del Ac primario y para los Acs 3B3 y 236 tratamiento sin 
digestión con condroitinasa.

CUADRO RESUMEN DE LOS TRATAMIENTOS EMPLEADOS
ANTICUERPO TRATAMIENTO ANTIGENO
-------------- Enzimático--------------
2-B-6 ABC DS, C-4-S
2-B-6 AC-II C-4-S
3-B-3 ABC
5-D-4

C-6-S
KS

Tinción de Von Kossa:

En los gérmenes dentarios se realizó una tinción argéntica para identificar 
depósitos de calcio a través de microscopía óptica. Para esto las muestras se 
fijaron en Karnovs ky y se sometieron a técnica histológica corriente sin 
descalcificar. Una vez realizados los cortes, las muestras se sometieron a 
tinción con una solución de nitrato de plata al 1% en agua, con luz de día.



Microscopía Electrónica de Barrido

Con el objeto de relacionar los cambios morfológicos de la dentina con los 
cambios histoquímicos, se observó dentina de molares homólogos de las mismas ratas 
Sprague-Dawley empleada para inmunohistoquímica. Estos molares se observaron 
sin decalcificar mediante microscopía electrónica de barrido (Zeiss DSM 940). 
Para esto las muestras se fijaron en Karnovsky por 12 hrs a 4°c. Se 
fracturaron en sentido sagital, se lavaron y se deshidrataron en acetonas 
ascendentes, se secaron a temperatura ambiente y se sombrearon con oro.



4. RESULTADOS

Se observaron molares de rata de 3 días de edad (molar en estado de campana), de 
4 semanas de edad (molar adulto en oclusión reciente) y de 130 semanas de edad 
(molar senescente). Estas muestras se observaron a microscopia óptica con 
técnica de inmunohistoquímica para GAGs de condroitín 4 sulfato, dermatán 
sulfato, condroitín 6 sulfato y queratán sulfato y con tinción de Von Kossa 
solamente los gérmenes dentarios. Los molares homólogos de las ratas en las tres 
etapas de la dentinogénesis se examinaron con microscopía electrónica de 
barrido.

GERMEN DENTARIO
Tinción de Von Kossa:

Estos gérmenes en estado de campana avanzada presentaban odontoblastos 
diferenciados que ya habían comenzado a sintetizar dentina calcificada en la 
zona cuspídea (fig. 1), lo que se corroboró a través de una tinción de Von Kossa 
(fig. 2) . Esta técnica que permite identificar depositos de calcio, mostró que 
en esta etapa la dentina mineralizada formaba una delgada capa que rodeaba gran 
parte de la pulpa (fig. 2). Los ameloblastos también habían iniciado la síntesis 
de preesmalte. Estos gérmenes presentaban dentina del manto calcificada con un 
grosor máximo en el vértice cuspideo, decreciendo en grosor hacia los bordes 
laterales (fig. 1), hacia la zona cervical continuaba la disminución de grosor 
hasta perderse completamente, ya que en esta etapa no comenzaba aun la formación 
de dentina radicular.

Microscopia Electrónica de Barrido:

A nivel coronario se observó desde afuera hacia adentro sólo parte del órgano 
del esmalte (estrato intermedio y ameloblastos), preesmalte, límite
amelodentinario, dentina, predentina y cámara pulpar (fig. 1A). Los ameloblastos 
presentaron su típica disposición en empalizada en estrecha relación con las 
células del estrato intermedio (fig. 1B). En la predentina se observó claramente 
la trama colágena y los túbulos dentinarios tanto en predentina como en dentina 
(fig. 1D y 1E).



Inmunohistoquímica:
C-4-S, DS. Se observó igual marcación al realizar digestión previa con 
condro iti nasa ABC o condroitinasa AC-II, por lo que la
inmunofluorescencia positiva indica presencia de C-4-S y DS. El Condroitín
4 sulfa to y o de rma tán sul fato fuer on lo s únic o s GAG s observados en estado de 
campana avanzada. Estos GAGs se distribuyeron en peredentina donde la fluorescencia
observada fue más evidente en torno a los túbulos dentinarios que en el resto de la 
futura dentina; se observó también marcación positiva en la dentina pero solamente 
en los túbulos dentinarios (fig. 3A 3B). El resto de los tejidos, órgano del 
esmalte y cestos de la papila dentaria resultaron negativos para este anticuerpo 
Tabla I.

C-6-S . El anticuerpo 3-B-3 anti epitopos de C-6-S dió resultados
negativos en los gérmenes dentarios en estado de campana avanzada (fig. 3C y 3D). 
Tabla I.

KS. Al emplear el anticuerpo 5-D-4 para pesquizar la presencia de queratán 
sulfato en gérmenes dentarios en estado de campana avanzada no se observó 
marcación positiva en ninguno de los tejidos (fig. 3E y 3F). Todos los tejidos 
restantes: órgano del esmalte, papila dental, etc. no presentaron 
inmunofluorescencia para ninguno de los GAGs estudiados .

MOLARES ADULTOS

Estos molares presentaron formación completa de la corona. El primer molar 
tenía formación radicular bastante avanzada pero sin cierre apical. El tercer 
molar se encontraba iniciando su erupción.

Microscopía Electrónica de Barrido:

Fue evidente en todos los molares la presencia de túbulos dentinarios a lo largo 
de toda la dentina, estos conductillos presentaban su lumen abierto (fig. 4A y 
4B). En las cúspides en la zona libre de esmalte los túbulos dentinarios se 
observaban abiertos en la zona más superficial y aoroximadamente a 6 um de 
profundidad presentaban una obliteración carcial (fig. 4D).

Inmunohistiquímica

C-4-S, DS : Se distribuyó en predentina en forma homogenea y en las paredes 
de los túbulos dentinarios (fig. 5A y 5B). La marcación en predentina se 
observó tanto en la predentina coronaria como la radicular,



lo mismo ocurrió con los túbulos dentinarios que evidenciaron la presencia 
de C-4-S, DS en toda la dentina con intensa fluorescencia (Tabla I) . Al 
comparar los tres molares de un mismo maxilar la fluorescencia de los 
túbulos dentinarios fue decreciendo ordenadamente desde el primer molar hasta el 
tercer molar.

C-6-S : Este GAG se observó exclusivamente en predentina, teniendo en la predentina 
coronaria una marcación más intensa hacia el cuerpo del edenzoblasto y menor 
fluorescencia hacia la zona más próxima a dentina, (fig. 6A y 6B) . Esta 
diferencia entre dentina proximal y distal observada a nivel coronario, fue casi 
inadvertida a nivel radicular.

K-S : Se demostró su presencia en predentina coronaria y radicular (fig. 7A), y 
sólo en algunos túbulos de los bordes laterales de las cúspides (fic. 7B) y en 
algunos túbulos de las raices.

MOLARES SENESCENTES

Estos molares presentaron sus cúspides totalmente atrisionadas 
presentando una superficie oclusal plana, la cámara pulpar se encontraba de 
tamaño y la dentina reaccional formaba gran parte de la superficie oclusal

Microscopía Electrónica de Barrido:

A nivel coronario estos presentaban gran parte de los túbulos dentinarios 
obliterados y aquellos conductillos no obliterados presentaban el lumen con su 
diámetro muy disminuido (fig. 8A).

Inmunohistoquímica

C-4-S : DS Se observó en predentina qué, como se indicó antes presentaba un grosor
bastante disminuido y en escasos tubulillos dentinarios (fig. SK y 9B), a 
diferencia de los molares adultos donde el C-4-S, DS se presentó en 
prácticamente todos los tubulillos dentinarios y con una fluorescencia muy 
marcada. No fue posible determinar si aquellos tubul i l l o s que 
presentaron marcación positiva para C-4-S, DS correspondían con los que 
se observaron abiertos con microscopía electrónica de barrido. Tabla I.

C-6-S: Este GAG en molares de 130 semanas dió marcación positiva 
nivel de predentina, esta inmunofluorescencia observada en la 

pero suave a



predentina fue homogénea (fig. 10A y10B).

KS : La inmunofluorescencia observada se limitó a la predentina, donde no alcanzó 
gran intensidad (fig. 11A y 11B).

En la figura 12 se propone la distribución de los glicosaminoglicanos de 
condroitin cuatro sulfato, dermatán sulfato, condroitín seis sulfato y de queratán 
sulfato en las tres etapas de la dentinogénesis estudiadas en molares de rata.

TABLA I

Distribución de Glicosaminoglicanos en dentina en tres etapas de la dentinogénesis.

Edad Anticuerpo Antigeno
DENTINA

Coronaria Radicular
PDPROX PDDET TUBULO PDPROX PDDIST TUBULO

3 días
2- B-6
3- B-3
5-D-4

C-4-S +-H- +++ 4-H- A A A
C-6-S - - - A A A

K-S — - A A A

4 sem.
2- B-6
3- B-3
5-D-4

C-4-S -H* -H- -H-r + + +
C-6-S ■1 | + - + + -

K-S ++ ++ + — + -

130 sem.
2- B-6
3- B-3
5-D-4

C-4-S + + + — + + -
C-6-S + + — + + -

K-S + + - -I- + -

PDPROX = Predentina próxima!
PDDET = Predentina dista!
TUBULO = Túbulos Dentinarios
A = Ausente en esta etapa del desarrollo

Las cruces representan una estimación de la intensidad relativa de fluorescencia en sitios vecinos y 
comparándose siempre entre un mismo anticuerpo.



FIG 1' Germen dentario en estado de campana avanzada cortado en sentido sagital observado con 
eicroscopia electrónica de barrido. A: Cúspide de un molar en que se observa los ameloblastos (a) 
desprendidos del preesmalte, dentina (d), predentina (*), y cámara pulpar (cp). B: a mayor aumento 
se observa los ameloblastos junto al estrato intermedio, el resto délas estructuras se ha 
desprendido. C: interfase preesmalte-dentina (*) y cámara pulpar (cp>. D: Vértice de una cúspide en 
que se observa preesmalte y predentina. E: Zona media de la corona, nótese los esbozos de tubulos 
dentinarios en la predentina (pd). F: predentina en la que se distinguen las fibras colágenas 
(flechas) formando una trama.
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Fig. 2: Germen dentario (campana avanzada) sin descalcificar, con tinción Von Kossa se observa en 
negro la dentina (d) mineralizada, se observan también ameloblastos (a), retículo estrellado (re), 
odontoblastos (o) junto a la predentina (puntas de flecha) y la papila dentaria (p). Aumentos fig. 
A x10, fig. B x40, fig. C y D x60.
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Fig. 3: Germen dentario en estado de campana avanzada descalcificado. En las figuras A y B se observa 
marcación positiva para condroitín 4 sulfato y dermatán sulfato en predentina (punta de flecha) y 
túbulos dentinarios (flecha), ameloblastos (a). En las figuras C, 0, E y F se observa 
inmunofluorescencia negativa para estas estructuras. Predentina (flechas), Papila dentaria (p). Figs. 
del lado izquierdo x10, fig. lado derecho x40.
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«9

Fig. 4: Molar adulto sin descalcificar observado con A: corte sagital de dos molares en que 
se observa la dentina (d). B y C: a mayor aumento se observa una gran cantidad de túbulos dentinarios 
(puntas de flecha) con su lumen abierto. D: superficie de la dentina de la zona libre de esmalte. E: 
se observa la trama colágena (flechas) de la predentina, pulpa (p).
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:: Microscopía óptica de molar adulto desmineralizado y tratado con anticuerpo anti C-4-S seguido 
ce segundo anticuerpo conjugado a FITC. A: nótese la marcación positiva para condroitín 4 sulfato y 
ce-.T.atán sulfato a nivel de predentina (*) y túbulos dentinarios (flechas), pulpa (p). x10. E: 
Acercamiento de la dentina en que se ve con mayor claridad la inmunofluorescencia positiva en los 
túbulos dentinarios. x60.
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Fig. 6: Microscopía óptica de molar adulto desmineralizado y tratado con anticuerpo 3-B-3 y segundo 
anticuerpo conjugado a FXTC. A: el glicosaminoglicano de C-6-S sólo se observó en predentina (*), 
teniendo mayor intensidad en la predentina proximal (punta de flecha) que en la predentina distal, 
x20. B: aumento de la misma área, nótese la ausencia de inmunofluorescencia en los conductillos, x40.



21

Fig. 7:Molar adulto desmineralizado y tratado con anticuerpo 5-0-4 y seguido de segundo anticuerpo 
conjugado a FITC. A: se observa inmunofluorescencia positiva para queratán sulfato en predentina (*) 
y solamente en los túbulos dentinarios (flechas) de los bordes Laterales de las cúspides, x10. 
B: la misma zona a mayor aumento permite ver túbulos dentinarios individualmente, x40.



Fig. 8: Molar senescente sin descalcificar fracturado a través de la dentina, y observado con 
nicroscopia electrónica de barrido. Fig. A y B nótese la escasa cantidad de túbulos con su lumen 
abierto (puntas de flecha).dentina intertubular (di).
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Fig. 9: Microscopía óptica de molar senescente descalcificado y tratado con inmunofluorescencia. A: 
se observa marcación positiva para C-4-S y DS en predentina (*) la que se encuentra de menor grosor 
x40. El mismo antigeno se presenta además en escasos túbulos dentinarios (flechas). La pulpa (p) ha 
disminuido de tamaño en relación a las etapas previas a expensas de la dentina (d) que ha aumentado 
su extensión. B: el mismo antigeno se presenta además en escasos túbulos dentinarios (flechas) x60.
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Fig. 10: Microscopía óptica de molar senescente desmineralizado y tratado con anticuerpo 3-B-3, 
seguido de segundo anticuerpo conjugado a FITC. A: se observa C-6-S en predentina (*) distribuida en 
forma homogénea y marcación de menor intensidad en la pulpa dentaria. Nótese la atrisión cuspidea, 
x10. B: a mayor aumento se observa la predentina (*) con inmunofluorescencia positiva, x40.
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Fig. 11: Microscopía óptica de molar senescente desmineralizado y tratado con inmunofluorescencia. 
A: Nótese la inmuno-fluorescencia positiva del glicosaminoglicano de queratán sulfato en pulpa (p) y 
predentina (*) x40. B: mayor aumento de la zona cuspidea x60.



Fig. 12: Propuesta de distribución de glicosaminoglicanos en dentina en tres etapas de la 
dentinogénesis. En color verde se indica la inmuno-fluorescencia positiva para los antigenos 
correspondientes. En la primera columna se esquematizaron los gérmenes dentarios en estado de campana 
avanzada, en la segunda columna se perfilaron los molares adultos y en la tercera los molares 
senescentes. El C-4-S y OS se observó principalmente en predentina y túbulos dentinarios tanto en 
germen dentario como en molar adulto, en molar senescente se observó en predentina y en escasos 
conductillos dentinarios. El C-6-S se ubicó en predentina en molares adultos y senescentes, no siendo 
observado en los gérmenes dentarios. El KS se encontró también en predentina y túbulos dentinarios 
de molares adultos y senescentes, sin observarse en gérmenes dentarios.



5. DISCUSION

Las diferencias en la distribución de GAGs en tejidos mineralizados ha sido 
reportada en tejidos tales como hueso (56), cartílago (3), cáscara de huevo 
(54), los que tienen en común la presencia de colágeno.

A nivel óseo, el cual podría considerarse uno de los tejidos 
calcificados, no dentarios, más similares a la dentina, Hishikawa (55) en un 
estudio inmunocitoquimico observó C-4-S, C-6-S y KS en la matriz de hueso aun no 
calcificada de ratas; estos GAGs se encontraron sobre y entre las fibras 
colágenas. Estos GAGs disminuían progresivamente hacia el frente de 
mineralización hasta desaparecer en el hueso mineralizado. Esta observación es 
compatible con lo nuestro, ya que nosotros observamos estos mismos GAGs en 
predentina y su desaparición en la dentina mineralizada.

Kagami (56), empleando el anticuerpo 9-A-2 anti C-4-S y DS en hueso de ratas 
observó que este se distribuía en las paredes de las lagunas óseas, pero no en los 
canalículos. Nosotros también observamos el C-4-S y DS en los túbulos dentinarios. 
Concordamos con estos autores en que estos GAGs probablemente juegan un rol 
importante en la mineralización.

En tejidos dentarios, Takagi y colaboradores (26) estudiando incisivos de rata 
adulta obtuvieron resultados similares a los de nuestros animales adultos.

La distribución de C-4-S, DS observada por nosotros en los gérmenes dentarios 
en la predentina y túbulos dentinarios de la escasa dentina formada, es un 
hallazgo no reportado previamente.

En ratas adultas la distribución de C-4-S, DS fue similar a la observada en 
gérmenes dentarios, esta ubicación de C-4-S, DS en predentina y paredes de 
túbulos dentinarios es la misma observada por Takagi y col (26) en incisivos de 
ratas. Paralelamente hemos encontrado en dentina radicular humana C-4-S, DS en 
la misma ubicación antes descrita (58).

En ratas senescentes la determinación de C-4-S, DS nos mostró que estos se 
distribuía en predentina y en escasos túbulos dentinarios, aún cuando no 
podemos afirmar que aquellos conductillos que presentaron fluorescencia 
positiva con el anticuerpo 2-B-6 correspondan con aquellos que se observaron con 
su lumen abierto al MEB. Esta posibilidad parece muy



sugerente si consideramos que en el estudio antes señalado (58) realizado con 
dentina radicular de personas de la tercera edad el C-4-S y o DS se observó en 
predentina y sólo en túbulos dentinarios de zonas opacas, es decir en dentina con 
túbulillos no calcificados, y en aquellas zonas de dentina transparente debido 
a la cal ci fi cación de l os túbul os dentinarios, no se observó fluorescencia.

La presencia de C-4-S, DS en los túbulos dentinarios ya en la etapa de campana 
avanzada, su persistencia en molares adultos que mantienen sus conductillos con 
el lumen abierto y su desaparición casi completa en molares senectos, nos lleva 
a coincidir con Takagi y colaboradores (26), en que el C-4-S y/o DS podría 
estar jugando un rol inhibidor de la mineralización dentro de los conductillos 
dentinarios. Si esto fuese así, el determinar si solamente la ausencia de C-4-S, 
DS o la intervención de otros factores se requieren para la calcificación de 
estos túbulos sería de gran importancia en el conocimiento y tratamiento de una 
serie de patologías que afectan la dentina tales como la caries dental, 
hipersensibilidad dentinaria, etc.

En el caso de la hipersensibilidad dentinaria en la que se ha descrito 
conductillos dentinarios abiertos hacia la superficie externa del diente (57), la 
determinación de los mecani smos que parti cipan en la obliteración de 
estos túbulos dentinarios traería grandes avances en el tratamiento de esta 
condición.

Los estudios in vitro de Bouvier y cols (59) quienes observaron 
mineralización de una matriz de colágeno con C-4-S y células de pulpa dentaria 
humana se contraponen a lo observado por nosotros, que sugerimos un rol inhibidor 
de la mineralización al C-4-S. La mineralización observada por estos autores 
en los cultivos de células de pulpa dentaria podría haber sido inducida por otro 
estímulo no identificado.

El C-6-S no fue observado en gérmenes dentarios en estado de campana avanzada, 
sin embargo en el trabajo de Nieminen y cols. (52) quienes emplearon un 
anticuerpo que ellos purificaron y que ll amaron 7C5 observaron marcación 
positiva para C-6-S en pulpas de molares de ratones erupcionados y sin erupcionar, 
sin especificar exactamente la etapa de la dentinogénesis. Esta diferencia con 
nuestro trabajo la atribuimos fundamentalmente al anticuerpo empleado, ya que 
el anticuerpo 3-B-3 utilizado por nosotros requiere de digestión previa con 
condroitinasa, no asi el anticuerpo 7C5 lo que podría determinar diferencias de 
reactividad entre ambos anticuerpos. Tambi én podría deberse aunque con 
menor 



probabilidad a que los molares estudiados por este autor no son de la misma 
especie estudiada por nosotros.

En ratas adultas, el C-6-S se ubicó en predentina y pulpa lo que también coincidió 
con lo reportado por Takagi (26) y Nieminen (52). Sin embargo, nosotros observamos 
que la intensidad de la marcación a nivel coronario fue mayor en la mitad de la 
predentina más próxima a los odontoblastos, hecho no reportado en el trabajo de 
Takagi y cols (26). Lo cual podría deberse a diferencias en el modelo dentario 
empleado (los incisivos de rata son de erupción continua y los molares de estos 
mismos animales no).

En experiencias realizadas en dentina radicular humana (58) también observamos 
distinta intensidad de marcación en la predentina proximal y distal al estudiar el 
C-6-S. Esto concuerda con lo expresado por Goldberg y cols. (39) quienes proponen 
que los proteoglicanos se secretan en dos frentes a nivel de predentina y que 
pudi eran ser reabsorbido s o degradados en un frente más distal.

El C-6-S en la predentina radicular de las ratas adultas no expresó una diferente 
intensidad como lo observado a nivel coronario, tampoco detectamos este 
hecho en la predentina de las ratas senectas, en las cuales la marcación de 
la predentina fue tenue y homogénea. Esta diferente modalidad de expresión 
del C-6-S en predentina radicular y coronaria podría deberse a diferente 
velocidad de mineralización y formación de dentina entre la zona coronaria y 
radicular en esta etapa específica.

El rol preciso del C-6-S es difícil de conocer y explicar con estos datos, 
Nieminen y col (52) le atribuyen un rol en la diferenciación de odontoblastos. 
Nosotros pensamos que la diferente expresión del C-6-S en predentina podría indicar 
un rol en la organización del colágeno y matriz que se va a mineralizar. Esto 
debido a que se observó que solo está presente en matrices con colágeno que 
van hacia la mineralización. El C-6-S no se observó en túbulos dentinarios en 
ninguna de las etapas del desarrollo estudiado, y estos túbulos dentinarios pueden 
eventualmente calcificarse sin una trama colágena como la presente en la 
dentina intertubular. Aún cuando se ha descrito la presencia de fibras colágenas 
a lo largo de los túbulos dentinarios en aproximadamente un 60% de ellos (33) no 
se sabe si estos túbulos con fibras colágenas son más susceptibles de 
calcificarse o si este colágeno dispuesto a lo largo de los túbulos dentinarios 
juega algún rol estructural o de otro tipo en la dentina.



Esto nos lleva a pensar que el C-6-S podría participar en la organización de la 
matriz colágena que va a calcificarse. Según Goldberg y col. (40) a nivel de 
predentina los productos sintetizados por el odontoblasto al ser secretados 
hacia la predentina crean corrientes que empujan a las fibrillas colágenas hacia 
el límite predentina-dentina y esto contribuye a su disposición paralela al 
frente de mineralización.

La ausencia de KS en los gérmenes dentarios y su presencia en predentina de 
molares adultos y senectos es un dato que se correlaciona con lo descrito para 
el KS en cartílago, donde Mason y Wisteman (61) describen que entre el nacimiento 
y los 60 años de edad aproximadamente un 30% del condroitín sulfato es reemplazado 
por queratán sulfato. Aún cuando no se conoce el significado funcional Roberts y 
Paré (51) suponen que este cambio de GAGs implica una disminución de la densidad 
de las cargas en el tejido lo que traería una leve disminución de la resiliencia 
entre los primeros años de vida y la edad adulta. Desconocemos por ahora si esta 
disminución progresiva del C-4-S implicaría una disminución de la 
resiliencia de la dentina.

En otros modelos, tales como la cáscara de huevo y estatoconios de gallina el 
KS se ha descrito en zonas que comienzan a mineralizarse (54, 60). El KS observado 
en predentina de molares adultos y senectos presenta igual distribución a la 
descrita por Takagi y col. (26) en incisivos de rata. Sin embargo nosotros 
también observamos este GAG en algunos túbulos del tercio medio de las cúspides 
de ratas adultas, y en escasos túbulos de dentina radicular humana de adultos.

Esto nos sugiere que el KS favorecería la precipitación de sales en los escasos 
túbulos en que esta presente, sin embargo su ausencia en los gérmenes dentarios 
donde ya se había iniciado la mineralización de la dentina no s indicaría que 
en caso de que parti cipe a favor de la mineralización dentinaria, este GAG no 
sería un factor crucial, si no más bien un coadyuvante o un componente que al 
desbalancearse en relación a otros podría permitir la precipitación de sales a 
nivel intratubular.

Es evidente a partir de este trabajo que los GAGs de C-4-S, DS, C-6-S y KS se 
distribuyen de manera diferente en las distintas zonas de la dentina y que 
esta localización cambia durante el desarrollo del diente.

La re soluci ón de e s to s p robl ema s no s pa re ce fundamental para una 
comprensión más acabada de la serie de fenómenos de mineralización que 
ocurren en las piezas dentarias tanto en condiciones fisiológicas como 



patológicas a través de la odontogénesis. Esto podría reflejarse a futuro en 
nuevas terapias para estas patologías.



6. CONCLUSIONES

La distribución de glicosaminoglicanos de condroitín cuatro sulfato (C-4-S)- 
dermatán sulfato (DS), condroitín seis sulfato (C-6-S) y
queratán sulfato (KS) varía espacial y temporalmente durante la dentinogénesis 
en la rata.

Los glicosaminoglicanos de C-4-S y/o DS se presentan en predentina y túbulos 
dentinarios con su lumen abierto en la etapa de campana avanzada y en molares 
adultos, mientras que en molares senescentes se observa en predentina y en 
escasos túbulos dentinarios estando en esta etapa la mayoría de los túbulos 
dentinarios con su lumen obliterado.

El C-6-S se observa en molares adultos y senescentes solamente en predentina 
y en los molares adultos a nivel coronario presenta una distribución 
diferenciada siendo mayor su presencia en la predentina proximal que en la 
predentina distal.

El KS se distribuye en predentina en molares adultos y senescentes y solamente
en escasos túbulos dentinarios en estas dos etapas.



RESUMEN

Para conocer la distribución de glicosaminoglicanos (GAGs) de condroitín cuatro 
sulfato (C-4-S), dermatán sulfato (DS), condroitín seis sulfato (C-6-S) y 
queratán sulfato (KS) y su relación con los cambios morfológicos que 
ocurren durante la dentinogénesis, se empleó dientes de rata Sprague-Dawley en 
tres estadios de la dentinogénesis.

Los mola res empleado se encontraban en estado de campana avanz ada mo lares 
recientemente erupcionado y molares senescentes los que fueron tratados de la 
siguiente forma: se fijaron en una solución con paraformaldehido y 
glutaraldehido, se descalcificaron en EDTA al 10%, se cortaron en crióstato y se 
les aplicó una técnica inmunohistoquímica con los anticuerpos 2-B-6, 3-B-3 y 5- 
D-4 contra antígenos de C-4-S, DS, C-6-S y KS respectivamente. Molares 
homólogos sin descalcificar se observaron a microscopía electrónica de barrido 
para relacionar los cambios morfológicos con la presencia de los GAGs en 
estudio.

En estado de campana avanzada los únicos GAGs observados fueron el C-4-S y/o DS en 
predentina y túbulos dentinarios. En molares adultos se observó los tres antígenos 
en estudio en la predentina y los GAGs de C-4-S y/o DS se encontraron además en 
dentina en los túbulos dentinarios que en esta etapa presentaban su lumen 
abierto. Los molares senescentes presentaron los tres GAGs en estudio en 
predentina y C-4-S y/o DS solamente en escasos túbulos dentinarios, observándose 
a microscopio electrónico de b ar ri do que la gran mayo ría de lo s túbulo s 
dentinarios es taban obliterados en esta etapa.

Se concluyó que la distribución de los glicos aminoglicanos en estudio varía 
espacial y temporalmente y que estos cambios se relacionan con los cambios 
morfológicos que sufre la dentina.
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