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RESUMEN

El Sindrome del Feto Alcoholizado (Fetal Alcohol Syndrome —FAS-) presenta alteraciones
en el entorno craneofacial con defectos en las estructuras dentarias (dientes pequefos,
alteraciones en el esmalte y erupcion retrasada). Diversas glicorproteinas como la familia
EGF participan en la proliferacién y diferenciacion dental, por lo que los cambios en la
actividad de estas moléculas, se ha asociado a las anomalias observadas en el FAS.
Debido a la importancia de los glicoconjugados en el desarrollo dental, los cuales son
determinantes de la morfologia dental y la secrecion de matrices extracelulares, el
objetivo de este estudio fue evaluar el patron de expresion EGF-R y erbB-2, asi como de
estructuras sialiladas reconocidas por las lectinas derivadas de Sambucus nigra —SNA-,
Maackia amurensis —-MAA-, Machrobrachium rosenbergi —MRL- y Amaranthus
leucocarpus ~ALL- en gérmenes dentarios de fetos de ratdn expuestos a etanol durante la
gestacion. Los resultados obtenidos mostraron una reduccion significativa del peso y talla
de las crias a los 16.5 y 18.5 dias prenatal (p<0.01), especificamente en los grupos de
15%, 20% 25% de etanol. A estas mismas concentraciones se observaron alteraciones en
la diferenciacién celular, cambios degenerativos en los tejidos epiteliales dentales vy, talla
dental reducida (p<0.01). Se observé incremento en la inmunoreactividad de los factores
de crecimiento EGF-R and erbB-2 a partir del 15% de etanol. La membrana basal,
preameloblastos, preodontoblastos, epitelio dental interno y células subodontoblasticas de
los grupos tratados con etanol tuvierron cambios en la expresion de estructuras sialiladas.
Se observo reconocimiento intranuclear en el grupo control con la lectina SNA (especifica
para NeuS5Aca2,6Gal/GalNAc), sin embargo, éste se redujo en los grupos tratados. Las

células de la papila dental mostraron reconocimiento intranuclear con MAA (especifica
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para Neu5Aca2,3Gal) sélo en los grupos tratados. Se puede concluir que el consumo de
etanol provocod alteraciones en el crecimiento y desarrollo fetal, asi como retraso en la
morfogénesis dental y talla dental reducida, lo cual estuvo relacionado con alteraciones en
el patréon de expresion de receptores EGF-R y erbB-2. Asimismo, tomando en cuenta la
importante relacion de las estructuras sialiladas en el reconocimiento celular, en la
regulacion de las interacciones epitelio-mesenquimales y en el contacto célula-matriz
extracelular se puede concluir que las alteraciones en el patréon de sialilacion de los
gérmenes dentarios expuestos a etanol estuvieron relacionadas con las modificaciones en
la morfodiferenciaciéon dental observada. Debido al origen comun del érgano dentario con
_ las estructuras neurales afectadas por el FAS, representa un modelo util en el estudio de
las interacciones epitelio-mesenquimales que regulan la morfogénesis de diversos

érganos y tejidos después de exposicion a etanol in utero.
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INTRODUCCION

Una de las principales causas de defectos al nacimiento es el consumo materno de
alcohol (AAP, 2000). El Sindrome del Feto Alcoholizado (Fetal Alcohol Syndrome —FAS-)
fue el nombre dado al conjunto de alteraciones congénitas causadas por el consumo de
alcohol durante la gestaciéon (Lemoine et al., 1968). El diagndstico de este sindrome se
basa principalmente en el reconocimiento del retraso en el crecimiento, anormalidades del
sistema nervioso central y diversas alteraciones craneofaciales (Jones et al., 1973). La
prevalencia de FAS en el ambito mundial se estima entre un 0.5% y 3% por cada 1000
nacidos vivos en comunidades con alto consumo de alcohol (Stratton et al., 1996).
Sudafrica es actualmente considerado el pais con la mayor prevalencia de FAS con
46.4% por cada 1000 nacimientos (May et al., 2000).

Entre los diversos efectos del etanol provocados en los tejidos fetales, se encuentran las
alteraciones en la estructura y funcién de las membranas celulares (McCall et al., 1989),
el estrés oxidativo (Halliwell & Gutteridge, 1989), las alteraciones en la expresion de
factores de crecimiento y la restriccion en el abastecimiento de oxigeno a través de la
placenta (Horiguich et al., 1971). El etanol también altera el ADN y la sintesis de
proteinas, generando proliferacion celular reducida durante la organogénesis (Brown et
al., 1979; Weston et al., 1994). Durante el desarrollo embrionario, diversas proteinas tales
como los miembros de la familia EGF (Epidermal Growth Factor), junto con sus receptores
transmembranales estan implicadas en la regulacién del crecimiento en los diferéntes
estadios de desarrollo (Henderson et al., 1999). El reporte de los efectos del etanol sobre
el desarrollo maxilofacial ha permitido sugerir que los cambios metabélicos generados por

eéste, pueden alter vias de sefalizacién reguladas por factores de crecimiento como la
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familia EGF (Henderson et al., 1989b; Hernandez, 1990; Hernandez-Guerrero et al,,
1996).

El consumo de dosis altas y frecuentes de etanol durante el primer trimestre del embarazo
afecta principalmente las caracteristicas faciales y estructuras de origen neural (Little &
Wendt, 1991; Russel, 1991; Abel, 1995). La fetotoxicidad del etanol en el sistema nervioso
central se presenta con frecuencia en el cerebelo, hipocampo y corteza cerebral (Watts et
al., 2005). Debido a las alteraciones neurolégicas observadas en los nifios con FAS, se ha
analizado el papel de las células de la cresta neural en este sindrome, dado que en
presencia de etanol se puede alterar su patron de migraciéon y muerte celular (Cohen &
Shiota, 2002). Las células de la cresta neural dan origen a una gran variedad de células
entre las que se encuentran las que formaran parte de las estructuras faciales incluyendo
los 6rganos dentarios (Ten Cate, 1998).

La organogénesis dental involucra tres procesos fundamentales: determinacién de la
posicién interpretada como la informacion de donde debera situarse el futuro 6rgano
(iniciacion), Ié construccién de un esbozo de é6rgano (morfogénesis) y, la formacion de
estructuras especificas del 6rgano (diferenciacion) (Peters & Balling, 1999). El diente en
desarrollo del ratén ha sido utilizado como un modelo para investigar cada uno de estos
procesos. Los dientes son estructuras Unicas de los vertebrados, los cuales como otros
organos se desarrollan a través de diversas interacciones entre dos tejidos adyacentes:
un epitelio y un mesénquima.

Durante el desarrollo ocurren cambios importantes en la talla, forma, posicién y
composicion de todos los tejidos. Factores ambientales adversos pueden originar una
desviacion de la conformacion estructural y funcional normal, dando como resultado

defectos congénitos. Existen diversas teorias que intentan explicar el mecanismo
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teratogénico del alcohol en los diferentes 6rganos, por lo que el gérmen dentario nos
ofrece la posibilidad de ser un buen modelo para el estudio de la morfogénesis,
proliferacion y diferenciacion celular. -

Los organismos multicelulares poseen cientos de genes involucrados con la modificacion
traduccional de las moléculas de la superficie celular. Estas moléculas median las
interacciones célula-célula, célula-matriz extracelular, eventos de sefializacion, y forman
estructuras que son importantes para el desarrollo de los 6rganos y tejidos (Jurgen, 1987;
Hennet & Ellies, 1999; Miosge et al., 1998; Jiménez-Martinez et al., 2002).

La glicosilacion es un proceso co- y pos-traduccional de las proteinas que consiste en el
ensamble de estructuras glicosidicas a través de enzimas presentes en el reticulo
endoplasmico y aparato de Golgi (Lis & Sharon, 1993; Lis & Sharon, 1998; Yarema &
Bertozzi, 2001). Diversos cambios en las moléculas sacaridicas de los glicoconjugados
se presentan durante el desarrollo embrionario y fetal normal (Miosge et al., 1998; Gheri
et al., 2000). Los glicoconjugados varian su distribuciéon entre los diferentes tipos celulares
y estadios de desarrollo (Jurgen, 1987; Hennet & Ellies, 1999; Miosge et al., 1998;
Jiménez-Martinez et al., 2002). Estos cambios también han sido observados en las
estructuras craneofaciales y dentales (Johnston and Bronsky, 1995; Yamane et al., 1997,
Miettinen et al., 1999; Tanikawa & Bawden, 1999; Heymann et al., 2002; Wise et al., 2002;
Yamamoto, 2003) y se ha sugerido que la morfogénesis dental, el crecimiento, la
citodiferenciaciéon y la formacion de matriz de dentina y esmalte estan regulados por
diversos glicoconjugados (Partanen & Thesieff, 1987; Thesleff et al., 1995).

La sialilacion es un complejo proceso que se realiza a través sialiltransferasas presentes
en el aparato de Golgi (Harduin-Lepers et al., 2005). Los acidos sidlicos afectan las

funciones enzimaticas y receptoras en la célula durante la proliferacion y diferenciacion, lo
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que determina las ‘interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular. Esto ha
favorecido su utilizacion como marcadores en el grado de maduracion celular (Sierra et
al., 2001; Cerna et al., 2002) y en diversas enfermedades adquiridas o congénitas (Dennis
et al., 1999; Aebi et al., 2001; Guevara et al., 1998; Rudd et al., 2002; Jiménez-Martinez et
al., 2002; Martin-Rendon et al., 2003).

Se ha demostrado que el etanol afecta diversas glicoproteinas (Gottesfeld et al., 1990;
Vallés et al., 1994; Singh et al., 1996; Mifana et al., 2000; Climent et al., 2002; Moore et
al., 2004), algunas de ellas relacionadas con la maduracion de estructuras de origen
neural (incluyendo el gérmen dentario) (Noronha & Druse, 1982; Gnaedinger & Druse,
1984; Hernéndez—Gue_rrero et al., 1996; Jiménez-Farfan et al., 2005a; Jiménez-Farfan et

al., 2005b).

1"
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ANTECEDENTES

Organogénesis dental y factores de crecimiento

La cresta neural es una poblacion de células neuroepiteliales unica para vertebrados y
cordados superiores que comienza a reconocerse durante la neurulacién (Bronner-Fraser
1993; Stemple & Anderson, 1993). Las células de la cresta neural son esenciales para la
morfogénesis facial y dental (Sulik et al., 1981). Justo antes de que los pliegues neurales
se fusionen para formar el tubo neural (Ten Cate, 1998), las células del neuroectodermo
migran hacia la region facial donde formaran el esqueleto y tejido conectivo de la cara
(hueso, cartilago, vasos sanguineos, glandulas, musculo liso, tejido adiposo y todos los
tejidos dentales, excepto el esmalte) (Rottenberg, 1992; Verwoerd & Van Oostrom, 1978;
Johnston & Sulik, 1984; Cohen, 2002).

Aproximadamente en el dia 24 del desarrollo humano se forman los procesos maxilares y
mandibulares a partir del primer arco branquial (mandibular) (Cohen, 2002). A los 28 dias
se desarrollan engrosamientos localizados dentro del ectodermo de la prominencia frontal,
llamadas placodas nasales de las cuales se derivan los procesos nasales laterales y el
proceso nasal medio. Sobre el borde inferior del proceso maxilar, el borde superior del
arco mandibular y la porcién lateral del proceso nasal medio, el epitelio comienza a
proliferar y a formar un engrosamiento epitelial (epitelio odontogénico) (dia 12 y 13 en el
raténj (Hay 1961; Ten Cate, 1998).

El desarrollo de un diente se caracteriza por una serie de interacciones epitelio-
mesenquimales que conducen a la iniciacion del gérmen dentario, seguido de la
morfogénesis y la citodiferenciacion (Lumsden, 1988). Aunque los mecanismos

moleculares exactos involucrados en las interacciones tisulares que regulan el desarrolio
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dental no se conocen con exactitud, se sabe que las moléculas de la matriz extracelular y
los factores de crecimiento representan un papel central (Vaahtokari et al., 1991).

Hacia el dia 37 de gestacion en el humano (dia 13 y 14 en el ratén) (Hay, 1961) se genera
una invaginacion del epitelio hacia el mesénquima, formandose asi la lamina dentaria. El
inicio del estadio de brote corresponde al primer crecimiento epitelial que se hace dentro
del ectomesénquima de los maxilares durante el cual no hay cambios morfolégicos ni
funcionales en las células involucradas (Ten Cate, 1998).

Poco después inicia la proliferacion celular en el ectomesénquima, marcando el inicio del
estadio de capuchén o casquete (dia 15, 16 y 17 en el ratén) (Hay, 1961) A partir de este
momento el gérmen dentario comienza a definirse y pueden identificarse estructuras
como el érgano dental, la papila dental y el foliculo dental (Ten Cate, 1998).

El érgano epitelial dentario u 6érgano dental es avascular y de origen ectodérmico que en
estadios mas avanzados formara el esmalte. Asimismo, induce la morfologia de la corona,
inicia la formacion de dentina y establece la unién dentogingival. La papila dental formara
la pulpa dental y la dentina, mientras el foliculo dentario formara los tejidos de sostén
(cemento y ligamento periodontal). La forma del futuro diente se define a partir del
plegamiento del epitelio dental interno y la lamina dental que une el gérmen dental al
epitelio bucal (Ten Cate, 1998).

El estadio de campana (dia 18 del raton) (Hay, 1961) comprende la histodiferenciacion y
morfodiferenciacion del gérmen dentario (Ten Cate, 1998).

La inervacion inicia en el estadio de brote y casquete, primero en el foliculo dental donde
se ramifica y forma un plexo alrededor del gérmen dentario. Las fibras penetran la papila

hasta la dentinogénesis. La irrigacion se ubica alrededor del gérmen dental y foliculo
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dental y, posteriormente penetra la pulpa. La vascularizacion aumenta durante la
histodiferenciacion (Ten Cate, 1998).

La formacion de los tejidos duros corresponde al estadio de corona del desarrollo dentario
(dia 19 y 20 del raton) (Hay, 1961; Ten Cate, 1998). Durante los estadios posnatales en el
raton (alrededor del dia 35) todos los 6rganos dentarios ya han completado su formacion
y erupcion (Cohn, 1957). A diferencia del raton, el humano posee una denticion primaria
que es iniciada entre la sexta y octava semana de desarrollo embrionario, mientras la
denticién permanente comienza a formarse entre la vigésima semana gestacional y
décimo mes después del nacimiento (Ten Cate, 1998).

Durante el desarrollo embrionario craneofacial y dental, diversos factores de crecimiento
regulan de forma autdcrina, paracrina y endécrina los procesos de crecimiento,
diferenciacion, sintesis de matriz extracelular y sobrevivencia celular (Kaplowitz et al.,
1984; Erickson & Turley, 1987; Popliker et al., 1987; Mercola & Stiles 1988; Heath, 1993,
Luger & Shwarz 1994). En el caso especifico del Epidermal Growth Factor (EGF),
identificado por primera vez en glandulas submandibulares de ratén adulto, se establecioé
su importancia en la maduracién acelerada de diversos epitelios, en la apertura prematura
del parpado y en la erupcion temprana del incisivo en ratones neonatos (Cohen, 1960;
Levi-Montalcini & Cohen, 1960). La familia EGF-R son glicoproteinas integrales de
membrana con actividad tirosina cinasa, formada por cuatro miembros (EGF-R, erbB-2,
erbB-3 y erbB-4). Cada uno de estos receptores posee sus ligandos especificos (algunas
veces los comparten), excepto erbB-2 que carece del sitio extracelular de unién al ligando,
pero cuya presencia en los heterodimeros es determinante para el tipo de sefalizacion

intracelular (Van der Geer et al., 1994; Hynes & Lane, 2005).
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El EGF-R esta formado por 1186 aminoécidos (170 kDa), codificado en el cromosoma 7,
con un dominio extracelular (dominios ricos en cisteina y 12 sitios potenciales de N-
glicosilacién), uno transmembranal y uno citoplasmatico. Se considera que estos
oligosacaridos son una mezcla de estructuras biantenarias y multiantenarias
caracterizadas por una baja cantidad de acido sialico, manosa, cantidades importantes de
fucosa y residuos terminales GalNAc (Carpenter, 1987; Favoni & De Cupis, 2000). La
union del EGF a su ligando (EGF, TGFa, anfiregulina, betacelulina, HB-EGF) provoca la
dimerizacién de receptores, lo que activa los sitios de autofosforilacion sobre los residuos
de tirosina en la porcion intracelular del receptor. Esta interaccion inicia la sefalizacion y
tras ésta, el complejo receptor-ligando se internaliza en la célula para ser degradado por
los lisosomas o ser reciclado hacia la membrana celular (Hynes & Lane, 2005).

El erbB-2 es una glicoproteina transmembranal de 1255 aminoacidos (185 kDa),
identificada por primera vez en un tumor de neuroectodermo de rata (codificado en el
cromosoma 17) (Shih et al., 1981; Coussens et al., 1985; Rubin & Yarden, 2001). Es
importante en el crecimiento y diferenciacién celular, ademas durante el desarrollo
embrionario se expresa en células epiteliales de rifion, pulmén, tracto gastrointestinal,
placenta y en menor grado en tejidos normales adultos (Stocklin et al., 1993; Rubin &
Yarden, 2001). Alteraciones durante el desarrollo embrionario pueden generar defectos
cardiacos y anormalidades neurales (Alroy & Yarden, 1997). Tiene 8 sitios potenciales de
N-glicosilacién, 5 de los cuales estan conservados con EGF-R (Coussens et al., 1985)

Las actividades de |la familia EGF durante el desarrollo dentario dependen del estadio y
tiempo de formacién dental, por lo que durante su maduracion los efectos variaran entre
las diferentes estructuras de origen epitelial o0 mesenguimatoso (Thesleff et al., 1983;

Partanen et al., 1985; Partanen & Thesleff, 1987: Snead et al.,, 1989; Edwards & Dow-
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Edwards, 1991). El EGF esta presente en extractos de tejido embrionario de raton desde
los dias 10 y 11, y la cantidad maxima se ha medido entre el dia 15 y 17 de gestacion.
Los EGF-R se han detectado en su maximo alrededor de los dias 13 y 14 embrionarios,
que es el estadio en el que hay una mayor respuesta del gérmen dentario al EGF
(Partanen et al., 1985).

La familia EGF participa en la proliferacion y diferenciacion de las células odontogénicas
(Steidler & Reade, 1981; Cam et al., 1990; vKronmiIIer 1991; Beeman, 1994), asi como en
la secrecion de matrices extracelulares (Hu et al.,, 1992; Steidler & Reade, 1981) En
estadios mas avanzados participa en la regulacion de la morfogénesis, diferenciacion y
maduracién ameloblastica (Martineau-Doizé et al., 1991; Zeichner-David et al., 1995).
Asimismo, afecta la sintesis de proteinas de esmalte y hueso, la resorcion 6sea (Rihtniemi
& Thesleff, 1987; Hu et al., 1992) y la erupcién dental (Wood & Turner, 1981; Lin & Wise,
1993). Los fibroblastos del ligamento periodontai y preosteoblastos también respoden

firmemente al EGF (Cho et al., 1988). El erbB-2 sélo ha sido reportado en ameloblastos

secretores y se desconoce su funcién (Casasco et al., 1994).

La glicosilacion duante el desarrollo dental

Las moléculas mas abundantes en la superficie celular son los glicoconjugados, los
cuales son proteinas o lipidos modificados con cadenas de azucares (oligosacaridos)
(Yarema & Bertozzi, 2001). Grandes variedades de glicoconjugados son sintetizados y
expresados especificamente en los diferentes tejidos embrionarios (Haltiwang, 2002). La
diversidad estructural de los glicanos en las células es muy amplia debido a las posibles
combinaciones de monosacaridos, uniones, ramificaciones y longitudes de las cadenas

sacaridicas. La glicosilacion terminal en el aparato de Golgi es la que determina la gran
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diversidad de los glicoconjugados que alcanzan la superficie celular. Cuando la
glicosilacién es inhibida, el efecto observado mas comun es la generacion de proteinas
mal plegadas y la agregacion de proteinas que fallan para alcanzar un estado funcional.
La importancia de la adicién de glicanos varia entre proteinas y depende del contexto
fisioloégico (Helenius & Aebi, 2001).

Los glicoconjugados se clasifican de acuerdo a su tipo de union. Cuando las porciones
amino de los residuos de Asp en secuencias especificas (Asn-X-Ser/T hr) se unen a los
radicales OH de la GIcNAc, forman un enlace de tipo N-glicosidico. La O-glicosilacion se
realiza con la unién de los radicales OH de aminoacidos como Ser o Thr con la GalNAc.
La hidroxilisina e hidroxiprolina tambén son receptores de GalNAc (Parekh, 1994; Dennis
et al., 1999).

Diversas proteinas son modificadas por O-glicosilacion como los componentes del
citoesqueleto, receptores hormonales, moléculas de sefializaciéon y cinasas, proteinas del
complejo de poro nuclear, oncogenes, factores de transcripcion, supresores tumolares y
proteinas virales (Vosseller et al.,, 2001). Defectos en la O-glicosilacion se asocian con
diversas enfermedades humanas de tipo degenerativo o proliferativo (Hanover, 2001).

Las macromoléculas de la superficie celular contienen carbohidratos que favorecen la
induccion de la diferenciacion celular y el reconocimiento célula-célula durante el
desarrollo embrionario (Schauer, 1982; Wilson & Wyatt, 1995; Gheri-Bryk et al., 1997;
Poirier & Kimber, 1997; Gheri et al., 2000; Quondamatteo et al., 2000; Griinewald et al.,
2002). En las estructuras dentarias embrionarias y maduras se han comenzado a analizar
los patrones de glicosilacion tanto en condiciones normales como anormales. Estas
modificaciones se han observado en estadios tempranos del desarrollo dental durante los

procesos inductivos, asi como en las etapas de morfodiferenciacion y secrecion de
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matrices de dentina y esmalte (Akita et al., 1992; Sasano et al., 1992; Lemus et al., 1997;
Yoshiba K, et al., 1998; Heyman et al., 2002).

El diente es un buen ejemplo de un 6rgano que liega a la morfodiferenciacion como
resuitado de las interacciones epitelio-mesenquimales, en las que células como los
odontoblastos y ameloblastos se diferencian como una respuesta a dichas interacciones.
Residuos de GalNAc, acido sialico, GIcNAc, manosa, glucosa y fucosa estan presentes en
la superficie de preameloblastos y preodontoblastos. La presencia de estas moléculas en
los glicoconjugados se sugiere que podria estar relacionada con la diferenciacion
temprana y funcionalidad de estas células secretoras para producir esmalte y dentina
(Lemus et al., 1996). Las lectinas que unen residuos de azucares especificos han sido
usados para evidenciar estructuras glicosidicas asociadas con las superficies celulares,

asi como con sus organelos citoplasmaticos (Hernandez-Diaz et al., 1999).

Factores de crecimiento y FAS

Durante el desarrollo embrionario los érganos y sistemas presentan diversos periodos de
vulnerabilidad de acuerdo a la naturaleza del dafio teratogénico, lo que estara
determinado a su vez por el estadio de sensibilidad, la relacion dosis-respuesta y la
variabilidad genetica de la madre y el feto (Kronick 1976; Beckman & Brent, 1984; Russo,
1992). La cantidad de alcohol necesaria para producir dafio significativo en el feto no ha
sido bien establecida. Sin embargo, se considera que el consumo semanal u ocasional de
siete 0 mas vasos de alcohol (3 onzas) durante el embarazo puede generar alteraciones
en la morfogénesis fetal, mortalidad prenatal y cambios en el crecimiento y diferenciacion

(Ouliete et al., 1977; Epstein & Sucheston, 1987; Burd, 2004).
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Entre las diversas alteraciones craneofacialeéen el FAS se encuentran frente protruyente,
hipoplasia maxilar, micrognatia, retrognatia, fisuras palpebrales cortas, pliegue epicantico,
bpuente nasal plano, nariz corta, filtrum largo y plano, borde bermellén y labio superior
estrechos (Oullete et al., 1977; Leichter, 1979; Word, 1981; Beckman, 1984; Braton, 1987,
Webb et al., 1988: Estes, 1989; Gir, 1989; Streisguth et al., 1991), microftalmia (Oullete et
al., 1977; Word, 1981; Webb, 1988; Gir, 1989), estrabismo, ptosis, miopia, coloboma
(Word, 1981; Webb, 1988; Gir, 1989), blefarofimosis, asimetria ocular, hipertelorismo,
hipotelorismo (Sulik et al., 1981), rotacién anémala de la oreja (Word, 1981; Estes, 1989),
labio fisurado, paladar hendido (Cohen, 2002), maloclusiones dentales, rugas palatinas
prominentes, dientes pequefios con fallas en el esmalte y arco palatino elevado. (Leichter
& Lee, 1979; Word, 1981; Gir, 1989; Stoler & Holmes, 2004).

Diversos factores de crecimiento, tales como NGF, IGF y EGF han sido implicados en las
patologias generadas por el consumo de alcohol materno (Henderson et al., 1989b;
Henderson et al., 1999; Gottesfeld et al., 1990; Vallés et al., 1994; Kim & Druse, 1996;
Singh et al., 1996; Climent et al., 2002; Moore et al., 2004). En hepatocitos fetales el
etanol es capaz de incrementar la expresiéon de receptores EGF de baja y alta afinidad,
efecto posiblemente asociado a alteraciones en la internalizacidén de los receptores
membranales ocupados (Henderson et al., 1989b). Esta respuesta de inhibiciéon de la
replicacién también puede ser generada por otros factores como TGFpB, (Baskin et al.,
1991). Algunas evidencias muestran que el etanol altera la fluidez y composicién de la
membrana celular. Esto a su vez ha permitido sugerir su relacién con alteraciones en la
conformacién alterada de las proteinas membranales, incluyendo a los receptores de
factores de crecimiento, enzimas y receptores neurohormonales (Henderson et al., 1989b;

Villacara et al., 1989).

19



C.D. Maria Dolores Jiméne;. Farfan
Tesis de Doctorado

Ha sido bien documentado que el embriéon y el feto son escencialmente sensibles al
estrés oxidativo, lo que puede provocar diversas respuestas desde malformaciones hasta
la muerte intrauterina (Jenkinson et al., 1986; Hiranruehgchok & Harris 1993; Martensson
et al., 1991). Los cambios resultantes del estrés oxidativo por el etanol podrian afectar el
crecimiento. Esto ultimo ha sido observado tanto con la exposicidbn a etanol como a
acetaldehido, lo que incluye alteraciones en el citoesqueleto (VanWinkle et al., 1994;
Smith et al., 1992), disfuncién mitocondrial (Kristal et al., 1994; Zhang et al., 1990; Decker
& Al 1988; Cunningham et al., 1990), y alteraciones de proteinas de la membrana celular
y subsecuentemente, en la traducciéon de sefiales (Hoek et al., 1992; Henderson et al.,
1989b).

Debido al importante papel de la familia EGF durante el desarrollo, es posible considerar
su relacion con el retraso reportado en el crecimiento maxilofacial caracteristico en los
ninos con FAS, especificamente respecto a los reportes clinicos dentales previamente
mencionados (Clarren & Smith, 1978). El presente estudio sugiere que la familia EGF
podria tener un papel importante en la mediacién de la toxicidad del etanol en el
desarrolio embrionario del diente de raton, y estos cambios podrian estar asociados a los
defectos en la mineralizacion previamente reportados (Hernandez, 1990). Asimismo, se
sugiere que alteraciones en la expresion de carbohidratos (especificamente estructuras
sialiladas) en los tejidos dentales embrionarios, podrian afectar las interacciones epitelio-
mesenquimales esenciales para la correcta histo-morfodiferenciacién de las células

dentarias hacia estructuras maduras.
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HIPOTESIS

El consumo de etanol durante la gestacién genera alteraciones morfolégicas del germen
dentario de primer molar inferior en crias de ratén de 16.5 y 18.5 dias prenatales y los
cambios estan relacionados con la expresion del factor de crecimiento epidérmico tipo |
(EGF-R) y el receptor del factor de crecimiento epidérmico tipo Il (erbB-2), asi como con

las alteraciones en el patron de moléculas sialiladas.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar la relacién entre las alteraciones en la expresion de los receptores EGF-R y

erbB-2, y las moléculas sialiladas, con la proliferacién y diferenciaciéon de las estructuras

dentales embrionarias murinas expuestas a etanol durante la gestacion.

Objetivos especificos

Evaluar los cambios en el patrén de expresion de receptores EGF (EGF-R y erbB-2)

durante la morfogénesis de gérmenes dentarios murinos expuestos a etanol in utero.

Evaluar los cambios en el patron de expresion de estructuras sialiladas durante la

morfogénesis de gérmenes dentarios murinos expuestos a etanol in utero.

22



C.D. Maria Dolores Jiménez Farfan
Tesis de Doctorado

METODOLOGIA

RATONES

Los ratones nubiles utilizados en el éstudio provenian de la cepa Balb/c obtenidos del
Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Durante la fase experimental, los ratones se
mantuvieron en el Bioterio de la Divisidon de Estudios de Posgrado e Investigacion,
Facultad de Odontologia, UNAM. Los ratones tuvieron condiciones controladas de
luz/oscuridad (12 horas/12 horas) y temperatura (20-22°C). La alimentacién durante todo
el experimento fue a base de una dieta comercial dura (Purina Chow) y agua ad libitum
(grupos control) y alcohol ad libitum en los grupos experimentales) (alcohol etilico
absoluto anhidro, Mallinckrodt Baker, México). A las ocho semanas de edad, se
seleccionaron sélo a los ratones con un peso entre 21 a 23 g. Las hembras fueron
asignadas aleatoriamente a los grupos de tratamiento experimental o control establecidos
como sigue: 5%, 10%, 15%, 20% y 25% de etanol (n= 50, 5 hembras para cada grupo de
tratamiento y edad gestacional) y grupos control (n=20, 10 hembras para cada grupo de

edad).

ADMINISTRACION DE ETANOL

Los grupos experimentales bebieron en forma inicial 1% de etanol, concentracion que
aumento cada tercer dia hasta alcanzar la concentracion asignada para cada grupo de
tratamiento. Todos los grupos consumieron los liquidos en botes de plastico de 150 ml
con puntas especiales metalicas para evitar la pérdida de liquidos y la evaporacion.
Durante todo el experimento se llevd a cabo el registro diario del peso de las hembras y

consumo de liquidos. Cuando se alcanz6 la concentracion de etanol designada, los

23



C.D. Marla Dolores Jiménez Farfan
Tesis de Doctorado

ratones se mantuvieron en ella durahte 13 semanas. Después de este tiempo, dos
hembras fueron colocadas con un macho por caja, registrando la hora y manteniéndolos
juntos hasta el siguiente dia, separandolos a la misma hora en que fueron reunidos. Se
verifico la presencia del tapéon vaginal como indicio de apareamiento. A partir de ese
‘momento se registré el dia de gestacion como 0.5 (Kaufman, 1995). Todos los dias
posteriores se tomo diariamente el registro de peso de las hembras, hasta el dia de su
sacrificio. Las hembras prefiadas fueron sacrificadas los dias 16.5 y 18.5 de gestacion de

acuerdo al grupo de tratamiento asignado.

PROCEDIMIENTO HISTOLOGICO

El sacrificio de animales y obtencion de fetos se realizé en condiciones asépticas bajo una
campana de flujo laminar (Lolten, Lamin Air). Las hembras de 16.5 y 18.5 dias de
gestacion se sacrificaron por dislocacion cervical, mientras las crias fueron sacrificadas
por decapitacion (Theiler, 1989). A todas las hembras experimentales y controles, se les
registr6 el nimero de crias vivas y muertas, asi como el peso y talla de cada cria. Las
crias fueron decapitadas y las cabezas obtenidas se fijaron inmediatamente en
paraformaldehido al 4% 0.1M PBS, pH 7.4 durante 24 h.

Las muestras fijadas se procesaron para obtener bloques en parafina (Leica, Jung
Histokinette 2000). Se obtuvieron cortes seriados de 4um colocados en portaobjetos con
silano (Sigma‘ChemicaI Co., St. Louis, MO, USA). A todos los especimenes se les realizo
la técnica de tincién con hematoxilina y eosina. Se seleccionaron aleatoriamente 10
especimenes pertenecientes a cada grupo de alcoholizacién/edad para las técnicas de

inmunohistoquimica (deteccion de EGF-R y erbB-2), y doble tincién (para la colocalizacion
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de los receptores EGF-R o erbB-2 y, lectinas). El panel de lectinas utilizado se menciona
a continuacion.

LECTINA ~ ESPECIFICIDAD

SNA (Sambucus nigra)?

Neu5Aca2,6Gal/GalNAc
P.M 150 kDa

MAA (Maackia amurensis)?

Neu5Aca2,3Gal
P.M 140 kDa

MRL (Machrobrachium rosenbergii) °

Neu5,9Ac
P.M 19 kDa

ALL (Amaranthus leucocarpus)®

Neu5Ac/Galp1,3GalNAc-Ser/Thr
P.M 70 KDa

‘3E-Y Laboratories, Inc., San Mateo, CA, USA.

° Laboratorio de Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM.

EVALUACION HISTOLOGICA E INMUNOHISTOQUIMICA DE LOS RESULTADOS

Se consideraron los cambios morfolégicos del gérmen dentario, talla dental, asi como las
caracteristicas celulares. Se realizé un anadlisis semicuantitativo del patron de union anti-
EGF-R y anti-erbB-2, asi como el de lectinas (Jiménez et al., 2005a; Jiménez et al.,

2005b).

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de peso de las madres, nivel de alcohol en sangre materna (Blood Alcohol
Level —-BAL-), peso y talla de los fetos y talla dental se evaluaron por un analisis de f de
Student y analisis de varianza a través del paquete estadistico SPSS version 10.0.
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RESULTADOS

Efectos del consumo de etanol sobre las madres

El peso de las madres al inicio del experimento fue de 21.81 £ 0.169. Durante el periodo
pre-gestacional (antes del apareamiento) no se observaron cambios en el peso de las
madres entre los diferentes grupos de tratamiento (ver ANEXO, Fig. 1y Tabla 1).

El peso de las madres no representé diferencias significativas durante la primera semana
de gestacion. A partir del dia 11.5 prenatal se observaron diferencias en el peso de las
madres en los grupos de 10%, 15%, 20% y 25% de etanol (p<0.05). A partir del dia 15.5
todos los grupos experimentales mostraron diferencias significativas (p<0.05) respecto al
grupo control (ver ANEXO, Fig. 2). El peso de las madres al momento de obtencion de las
crias (16.5 y 18.5 dias prenatal) varié significativamente (p<0.01, excepto para el grupo de
16.5 dias prenatal al 5% de alcoholizacion, p<0.05) entre los diferentes grupos de

tratamiento y dia de gestacién (ver ANEXO, Tabla 2).

Niveles de alcohol en sangre materna (Blood Alcohol Level —BAL-)

El control de consumo de liquidos se realizo en los grupos control y experimentales. En la
Tabla 3 (ver ANEXQO) se muestran los valores promedio + SD. De acuerdo a los
resultados hubo una reduccion significativa (p<0.001) en el consumo de liquidos,
comparado con el grupo control. Sin embargo, el volumen y masa de alcohol consumidos
incrementaron proporcionalmente en los diferentes grupos conforme incrementaba la
concentracién de etanol en el liquido ingerido.

Los niveles de etanol en sangre fueron obtenidos al momento del sacrificio de las madres.
Los resultados se muestran en la Tabla 4 (ver ANEXQO). Conforme la concentraciéon de
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etanol incrementd en los grupos experimentales, hubo una cantidad mayor de éste
detectada en sangre (p<0.01 en los grupos de 10% y 15% vy, p<0.001 en ios grupos de

20% y 25%, respecto al grupo de etanol al 5%).

Efectos del consumo de etanol sobre las crias

E! numero total de crias obtenidas en ambas edades fue de 406 (de 50 hembras
gestantes), observandose una reduccion significativa en el niumero de crias del grupo
control respecto a los grupos experimentales 10%, 15% (p < 0.01), 20% y 25% de etanol
(p < 0.001) (ver ANEXOQ, Tabla 5). Se observaron reabsorciones fetales en ambas edades,
presentandose 30 reabsorciones (14.28%) en el grupo de 16.5 dias prenatal y, 21
(10.71%) en el dia 18.5 prenatal. En ambas edades las reabsorciones fetales se
observaron a partir del 15%, 20% y 25% de etanol. El grupo de 25% de etanol mostré
mayor frecuencia de reabsorciones fetales.

La talla corporal de las crias de 16.5 dias prenatal en los grupos tratados, mostro
diferencias significativas (p < 0.01) cuando se comparé con el grupo control (ver ANEXO,
Fig. 3). Las crias de 18.5 dias prenatal mostraron diferencias significativas entre los
grupos de 20% y 25% de etanol comparados con el grupo control (p < 0.05) (ver ANEXO,
Fig. 4).

El peso corporal de las crias de 16.5 y 18.5 dias prenatal mostré diferencias significativas
en todos los grupos de tratamiento comparados con el grupo control (p < 0.01 y p < 0.001,

respectivamente) (ver ANEXO, Fig. 5y 6).
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Efectos del consumo de etanol sobre los gérmenes dentarios

El analisis morfolégico de los gérmenes dentarios revelé una reduccion significativa (p <
0.01) de la talla dental en los grupos de 15%, 20% y 25%, tanto a los 16.5 como a los 18.5
de desarrollo prenatal (ver ANEXO, Fig. 7 y 8). Asimismo, se observo retraso en la
diferenciacién y cambios degenerativos en los tejidos epiteliales dentales, membrana
basal y células preodontoblasticas y subodontoblasticas en ambas edades (ver ANEXO,
Fig. 1y 2 en Jiménez-Farfan et al., 2005a).

Se observé incremento en la inmunoreactividad de EGF-R y erbB-2 en los grupos de
15%, 20% y 25% de etanol comparado con las dosis mas bajas y el grupo control en
ambas edades prenatales (ver ANEXO, Fig. 1y 2 y, Tabla 2 en Jiménez-Farfan et al.,
2005a y, Fig. 2 en Jiménez-Farfan et al., 2005b). El patréon de expresion de lectinas que
reconocen estructuras sialiladas mostré cambios a partir del grupo de 15% hasta el 25%

de etanol (ver ANEXO, Fig. 1y Tabla 1 en Jiménez-Farfan et al., 2005b).
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DISCUSION

Los efectos del etanol durante el desarrollo embrionario se han evaluado en diversos
modelos animales indicando que durante cualquier etapa del embarazo, los embriones
son suéceptibles de sufrir dafo (Streissguth et al., 1980, Sulik et al., 1981, Edwards &
Dow-Edwards 1991, Weston et al., 1994, Astley et al., 1999, Tran et al., 2000). Algunas
caracteristicas clinicas en el Sindrome del Feto Alcoholizado (Fetal Alcohol Syndrome —
FAS-) son retraso en el crecimiento, alteraciones del sistema nervioso central,
alteraciones cardiacas, anormalidades articulares, anomalias hepaticas, fallas en el
sistema inmunolégico, alteraciones del sistema musculoesquelético y, dismorfologias
craneales y faciales (talla craneal reducida, micrognatia, paladar hendido, defectos
oculares) (Jones & Smith 1973; Ouellette et al., 1977; Hanson et al. 1978; Kotch & Sulik
1982a; Kotch & Sulik 1982b; Sulik & Johnston 1983; Jacobson et al. 1994; Mattson et al.
1996; Habbick et al. 1998; Roebuck et al., 1998; Chan 1999; Su et al., 2001).

Una de las caracteristicas clinicas comunmente observadas en los hijos de mujeres
alcohdlicas es el peso y la talla bajos al nacer (Jones et al., 1973; Hanson et al., 1978;
Day et al., 1991; Habbick et al., 1998). Experimentalmente, esta caracteristica ha sido
comprobada también en estadios prenatales (Jun-Tze & Lee, 1975; Becker et al., 1987;
Desroches et al., 1987, Pullen et al., 1988; Hernandez, 1990). El bajo peso al nacer se
relaciona con una masa muscular y organica reducidas (por ejemplo, higado o cerebro)
(Chaudhuri 2000). La reduccion en la talla revela el efecto del etanol sobre el crecimiento
y desarrollo 6seo prenatal (incluyendo el macizo maxilofacial) (Giglio et al.,, 1987;
Hernandez, 1990; Edwards & Dow-Edwards, 1991; Hernandez-Guerrero et al., 1998;

Astley et al., 1999). En el presente estudio, la reduccion en el peso y la talla fue
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significativa en los estadios prenatales 16.5 y 18.5 dias de desarrollo del raton en los
diferentes grupos de tratamiento. Diversos estudios han evidenciado la recuperacion en el
peso y talla (denominado fenémeno “catch up”) de los nifios con FAS despues del
nacimiento (Habbick, 1998). Asi, los hijos de mujeres alcoholicas cuyo peso y talla fueron
bajos al nacer, con el tiempo van disimulando y reduciendo estas diferencias, no obstante
que éstos nunca llegan a ser completamente normales. En el caso de las estructuras
oseas afectadas con una reduccion en el crecimiento, es posible esperar que tras la
eliminacion del agente toxico (etanol) proveniente de la madre, las células 6seas y
cartilaginosas con altas capacidades para proliferar y diferenciarse durante la infancia
temprana puedan llevar al individuo a una normalidad en su talla y peso corporales y
craneofaciales. Sin embargo, en el caso de los gérmenes dentarios esta respuesta no
podria esperarse debido a que las etapas de proliferacion, diferenciacion, secrecion y
conformacidn de las estructuras duras se llevan a cabo antes del nacimiento (en el caso
de la denticion primaria) y, se ha iniciado la formacién de las estructuras de la denticion
secundaria en este mismo periodo (Ten Cate, 1998).

El desarrollo dental es un proceso compiejo que involucra diversas interacciones entre el
epitelio oral y las ceélulas mesenquimatosas derivadas de la cresta neural. Estas
interacciones epitelio-mesenquimales han sido investigadas en relacion a los mecanismos
regulados por factores transcripcionales, factores de crecimiento, moléculas de la matriz
extracelular y moléculas de adhesion (Ruch et al., 1995; Zeichner-David et al., 1995;
Thesleff & Nieminen, 1996; Thesleff & Sharpe, 1997; Peters & Balling, 1999). Las
interacciones de las moléculas de la matriz extracelular y sus receptores de la superficie
celular son importantes para mediar la morfogénesis dental y la citodiferenciacion. La

membrana (o ldamina) basal es requerida para la diferenciaciéon de los odontoblastos vy, la

30



C.D. Maria Dolores Jiménez Farfan
Tesis de Doctorado

desintegracion de ésta, favorece la diferenciacion terminal de los ameloblastos (Thesleff &
Hurrherinta, 1981; Ruch, 1995). Nuestros resultados mostraron alteraciones en los
derivados epiteliales y la membrana basal, mismos que se encuentran en intimo contacto
con el ectomesénquima de la papila dental. Los cambios morfolégicos fueron mas
evidentes en los grupos de mayor concentracion de etanol (15%, 20% y 25%). Teniendo
en cuenta lo anterior, podria considerarse que la alteracion o desaparicién temprana de la
membrana basal durante los procesos iniciales de la odontogénesis puede provocar
cambios importantes en las interacciones del epitelio dental interno-ectomesénquima y, en
etapas posteriores en las interacciones preameloblasto-preodontoblasto.

Los receptores del factor de crecimiento epidérmico tipo | (EGF-R, también llamado HER-
1) y tipo Il (erbB-2, también conocido como HER-2/Neu) tienen una distribucién amplia en
los tejidos en desarrollo normales, especiaimente los tejidos epiteliales y células de la
cresta neural (Erickson & Turley, 1987; Kokai et al., 1987; Mendley & Toback, 1988;
Mercola & Stiles, 1988; De Potter et al., 1989; Quirke et al., 1989; Carpinter & Cohen,
1990; Gassmann et al., 1995; Lee et al., 1995; Meyer & Birchmeier, 1995; Morris et al.,
1997; Lin et al., 2000). Estas glicoproteinas regulan el desarrollo craniofacial en los
mamiferos (Partanen et al., 1985, Partanen & Thesleff 1987: Cho et al., 1988, Snead et
al., 1989; Kronmiller et al, 1991; Hu et al, 1992) y diversos procesos dentales
relacionados con el crecimiento y la diferenciacion celular (Thesleff et al., 1983; Partanen
et al,, 1985; Topham et al., 1987; Hu et al., 1992), erupcién dental (Rithniemi & Thesleff
1987; Thesleff, 1987; Thesleff et al., 1987; Martineau-Doizé et al., 1991; Lin & Wise,
1993), y secrecion de matrices extracelulares como cartilago (Steidler & Reade, 1981),

hueso (Cho et al., 1988), esmalte y dentina (Martineu-Doizé et al., 1991; Casasco et al.,

1994; Tanikawa & Bawden, 1999).
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Los resultados clinicos dentales han evidenciado una talla reducida de los dientes con
alteraciones en el esmalte (Clarren & Smith, 1978). No obstante que estas “alteraciones”
no han sido claramente definidas (por ejemplo, como modificaciones en numero de
dientes, talla, morfologia o estructura dental), los estudios experimentales revelan que los
ratones expuestos a etanol in utero presentan retraso en el crecimiento mandibular,
alteraciones en la mineralizacién dental, dientes pequefios y retardo en la erupcion dental
(Hernandez, 1990), lo que ha sugerido el posible papel de la familia EGF (EGF) en estos
defectos, dado que la expresion de su ligando (EGF) se redujo en gérmenes dentarios
expuestos a etanol (Hernandez-Guerrero et al., 1996).

Se ha demostrado que el EGF participa activamente durante la erupcion dental (Cohen
1962; Wise, 2002) y puede afectar la proliferacion de las células odontogénicas (Steidler &
Reade, 1981). Asimismo, puede afectar la formacion de las cuspides de molar de raton
(Hu et al., 1992) y generar inhibicién de la proliferacion en las células del ectomesénquima
dental (Thesleff et al., 1983; Partanen et al., 1985). La inhibicién o expresion baja de EGF
en estadios tempranos del desarrollo dental puede provocar anodoncia, mientras que en
estadios posteriores provoca hipodoncia con retraso en la morfogénesis y diferenciacion
ameloblastica (Zeichner-David et al., 1995). La respuesta de los tejidos dentales murinos
y humanos al EGF se relaciona con la etapa de desarrollo, tipo celular y, cantidad y
distribucion de los receptores EGF en el érgano dentario (Partanen & Thesleff, 1987).
Debido a la intensa inmunoreactividad a EGF-R y erbB-2 en las células
subodontoblasticas y ameloblastos en proliferacion y diferenciacion se ha sugerido la
posible participacion de estos receptores en la formacion del esmalte y la dentina

(Martineu-Doizé et al., 1991; Casasco et al., 1994).
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Durante los dias 16.5 y 18.5 prenatal del desarrollo dental del raton, se presentan eventos
celulares de proliferacion y diferenciacion (Ten Cate, 1998). En el presente estudio, los
grupos de alcoholizacion al 15%, 20% y 25% de 16.5 y 18.5 dias de desarrolio prenatal
incrementaron la expresién de receptores EGF cuando se compararon con las dosis mas
bajas y grupos control. A los 16.5 de desarrollo prenatal, el epitelio dental interno, epitelio
dental externo y papila dental fueron las estructuras histolégicamente mas afectadas y
con un incremento en la inmunoexpresion de receptores EGF en condiciones
experimentales. La inmunoreactividad de EGF-R y erbB-2 fue diferente a los 18.5 dias de
desarrollo prenatal. El erbB-2 fue escasamente reconocido en los grupos experimentales
al 2% y 5% sobre el epitelio dental interno y preodontoblastos, mientras que el EGF-R no
mostré cambios comparado con el grupo control. Sin embargo en los grupos
experimentales de 15%, 20% y 25% de etanol, ambos receptores mostraron una
inmunoreactividad incrementada especificamente sobre estructuras de origen epitelial
(epitelio dental interno, epitelio dental externo, preameloblastos, células del estrato
intermedio). Aunadas a estas modificaciones también observamos que en ambos grupos
de edad, a partir del 15%, 20% y 25% de alcoholizacion se presentaron severos cambios
histologicos, tales como talla dental reducida, ausencia de morfologia dental, sin
diferenciacién celular y retraso en el desarrolio dental. Estos resultados se relacionan con
otros estudios utilizando EGF, donde éste pudo estimular el crecimiento celular de los
molares, pero tuvo efectos inhibitorios a elevadas concentraciones, asi como provocé la
reduccién del volumen dental, alterando irreversiblemente la formacion de las cuispides en
el raton (Thesleff et al.,, 1983; Partanen et al., 1985; Hu et al., 1992). En el presente
estudio es evidente que las mas altas concentraciones de alcohol alteraron la morfologia

dental y la presencia de receptores EGF, generando cambios en la proliferacion y
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diferenciacion celular del gérmen dental del ratéon. La inmunoreactividad incrementada
podria estar relacionada con alteraciones en el proceso de internalizacion/degradacion de
los receptores EGF-R ocupados, como ha sido sefialado en hepatocitos fetales de rata
expuestos a etanol (Henderson et al., 1989b). Es interesante considerar que diversos
glicoconjugados, incluyendo los factores de crecimiento situados sobre las membranas
celulares actiian como moléculas receptoras que median mecanismos de sefializacion.
Los efectos sincronicos o antagénicos entre los diversos factores de crecimiento permiten
suponer que los cambios generédos en una via de sefalizacién a través de un factor
tréfico pueden afectar otros factores de crecimiento y vias de sefializacion. Un ejemplo es
el TGFB, que es capaz de etimular la transcripcion del ARNm de EGF-R e incrementar el
numero de dichos receptores en la membrana citoplasmatica de células dentales (Lin &
Wise, 1993). Asimismo, el NGF puede inducir la transcripcion de TGFp (Mitsiadis &
Luukko, 1995). Particularmente, el TGFB y sus receptores se encuentran en forma
abundante durante el desarrollo embrionario en las matrices extracelulares dseas,
cartilaginosas y dentales, estimulando a su vez mas sintesis de matriz (Vaahtokari et al.,
1991). Por tanto, si existiera una falla en la bioquimica extracelular ocasionada por
agentes toxicos como el etanol, las estructuras dentarias (especificamente durante los
estadios secretores) podrian verse afectadas (Matthiessen & Romert, 1988),
traduciéndose en una estructura de esmaite y dentina alteradas.

Durante el desarrollo craneofacial y dental se producen cambios en la expresién de
ciertos carbohidratos (Partanen and Thesleff, 1987; Tanikawa and Bawden, 1999; Wise et
al., 2002; Yamamoto, 2003). Las estructuras dentales presentan acido sialico, GIcNAc,
GalNac, manosa y gIchosa en la membrana basal, odontoblastos y ameloblastos durante

la diferenciacién (Meyer et al., 1981; Jowett et al., 1994; Lemus et al., 1996; Lemus et al.,
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1997), asi como durante estadios posnatales (formacion radicular y secrecion de
cemento) (Sasano et al., 1992). Alteraciones en los procesos de glicosilacion durante
estadios embrionarios pueden provocar modificaciones que afectan el entorno
craneofacial (Wilson & Wyatt 1995; Gheri et al., 1997; Quondamatteo et al., 2000; Miosge
et al., 1998; Grinewald et al., 2002). Las alteraciones en los procesos de glicosilacion
afectan las interacciones epitelio-mesenquimales y las interacciones de receptores y
ligandos en la superficie celular (Vallejo et al., 2000). En el caso de las células del epitelio
dental interno (que se diferenciaran hacia ameloblastos) y sus células adyacentes del
ectomesénquima de la papila dental (que formaran a los odontoblastos) necesitan
interactuar activamente para lograr este proceso y, finalmente formar el esmalte y la
dentina (Ten Cate, 1998).

Debido a que los principales cambios observados en este estudio estuvieron asociados a
aquellas estructuras encargadas de producir en etapas posteriores esmalte y dentina, y al
sugerido papel de los acidos sialicos en las interacciones célula-célula, asi como en su
funcion potencial como receptores de diversas moléculas de reconocimiento celular en la
superficie de diversas estructuras embrionarias durante la proliferacion y la diferenciacion
(Fazel et al., 1989), utilizamos lectinas que reconocen moiéculas sialiladas del tipo
NeuSAca2,3Gal/GalNAc, NeuSAca2,6Gal/GalNAc, Neu5,7,9Ac y Neu5Ac;/GaIB1,3GaINAc.
Observamos que las lectinas SNA, MAA, MRL y ALL reconocieron estructuras del epitelio
dental interno, preameloblastos, preodontoblastos y membrana basal en los grupos
control. Esta distribucion varié entre el citoplasma y el nlcleo, y estuvo relacionada al
estadio de diferenciacién celular. Asimismo, la bapila dental (de origen
ectomesenquimatoso) marcé escasamente con la lectina derivada de Maackia aurensis

-MAA- que reconoce NeuSAca2,3Gal/GalNAc. Estos resultados sugieren que la
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expression de Neu5Aca-2,6Gal/GalNAc (reconocido por Sambucus nigra —SNA-) podria
estar involucrada en la diferenciacion celular de los gérmenes dentales mas que
Neu5Aca2,3Gal/GalNAc, como ha sido reportado en otros tipos celulares (Dall'Olio et al.,
1996) y en diversos tejidos humanos y de rata (Kaneko et al., 1995). En el caso de los
preameloblastos y preodontoblastos del grupo control se pudo notar que el
reconocimiento de la lectina derivada de Machrobrachium rosenbergii, MRL (que presenta
una sustitucion en el acido sidlico de tipo 9-O-acetil) (Vazquez et al., 1993) fue
significativamente reducido en el epitelio dental interno y papila dental de los grupos
experimentales respecto al cotrol. No obstante, la lectina derivada del Amaranthus
leucocarpus —ALL-, la cual reconoce glicanos sialilados con uniones O-glicosidicas
(Neu5Ac/GalpB1,3GalNAc-Ser/Thr) (Zenteno et al., 1992) mostrd una reducida marca en el
epitelio dental interno y en algunas areas de la papila dental (zona subodontoblastica
cuspidea) en condiciones experimentales. Estos resultados sugieren que sélc algunos
acidos sialicos podrian ser importantes para el adecuado funcionamiento del mesénquima
y epitelio dental interno, pero la eficiente expresién de estos azlcares es necesaria en
aquellas células con el potencial para ser diferenciadas a odontoblastos y ameloblastos.
Los resultados mostraron que los preodontoblastos y preameloblastos fueron afectados
especialmente en aquellas areas asociados a las cuspides (Jiménez et al., 2005a). Los
sitios donde ocurre la primera diferenciacion celular sobre el epitelio dental interno,
representa el sitio de las futuras cuspides (Ten Cate, 1998). En este estudio, las células
sin las caracteristicas asociadas a los preodontoblastos y los preameloblastos (Ten Cate,
1998) estuvieron relacionadas con las areas de pérdida de la membrana basal y retraso
en el desarrollo cuspideo. Estos cambios estuvieron también asociados a una expresion

reducida de acidos sidlicos y GalNAc. Esta distribucion sugiere que los acidos sialicos
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reconocidos por las lectinas SNA, MAA, MRL y ALL podrian estar mediando algunas
interacciones epitelio-mesenquimales durante los diferentes estadios del desarrolio dental
normal. Por ofra parte, nuestros resultados mostraron que los acidos sialicos tienen una
funcidn normal también dentro del nucleo de las células dentales, pero que en
condiciones experimentales su presencia se alter6 (Jiménez et al., 2005b). Se sabe que
algunos factores de transcripcion son estructuras sialiladas del tipo O-GIcNAc (Vosseller
et al., 2001). Por tanto, los cambios observados podrian también estar asociados no solo
a la expresién de factores troficos como la familia EGF, sino a cambios a otros niveles en
las vias de sefalizacioén, incluso a nivel nuclear.

La membrana basal es una matriz extracelular especializada compuesta de diversos
glicoconjugados (Garbarsch et al., 1994; Engvall, 1995). La membrana basal participa en
el alineamiento, polarizacion y diferenciacion de las células de la papila dental hacia
células odontoblasticas. Asimismo, la desaparicion de esta membrana favorece la
diferenciacion terminal de los ameloblastos (Thesleff and Hurmerinta, 1981; Ruch, 1995).
Los resultados de este estudio muestran que en condiciones experimentales existié un
retraso en la diferenciacién del epitelio dental interno y papila dental, el cual no
correspondi6 con el estadio de desarrollo dental (Theiler, 1989; Ten Cate, 1998). En este
sentido es importante considerar la importancia de las moléculas de la membrana basal y
los recepores de la superficie celular durante el desarrollo dental, debido a que cualquier
modificacion en estas interacciones puede alterar considerablemente la morfogénesis y
citodiferencaicon del gérmen dentario (Ruch, 1987). De acuerdo a esto, parece que el
etanol puede afectar a las células precursoras de los ameloblastos y odontoblastos,
incluso en etapas tempranas cuando estan adquiriendo las caracteristicas de células

secretoras (Ten Cate, 1998). En este sentido, las alteraciones observadas podrian
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explicar la apariencia anémala del esmalte en los hijos de mujeres alcohdlicas (Clarren
and Smith, 1978), la secrecion alterada de los ameloblastos de fetos de cobayos
expuestos a etanol (Matthiessen and Romert, 1988) y los resultados preliminares de
nuestro laboratorio, que muestran que a los 3 dias de desarrollo posnatal, la expresion de
acidos sidlicos se altera considerablemente en relacién a la cantidad de matriz de dentina
y esmalte depositadas en condiciones experimentales al 15% de etanol comparada con el
grupo control.

Debido a los efectos cooperadores o sinérgicos de los factores de crecimiento con otras
glicoproteinas presentes en las matrices extracelulares (para favorecer el crecimiento y la
morfogénesis) y con las observaciones obtenidas del presente estudio, parece que mas
de una molécula podria ser afectada y como consecuencia alterar la forma en que éstas
son presentadas y reconocidas sobre la membrana de las células dentales. Algunos
estudios mencionan que el etanol afecta la integridad de la membrana celular (alterando
la sintesis proteica y lipidica) y su transporte (McCall D et al., 1989; Renau-Piqueras et al.,
1997). Asimismo, el etanol puede inducir la retencién de proteinas nacientes (Larkin et al.,
1996). Estos cambios podrian alterar la permanencia de las glicoproteinas localizadas
dentro o cerca de la membrana plasmatica. De acuerdo a nuestros resultados,
conjuntamente con el incremento en la expresion de los receptores EGF-R en los
gérmenes dentario expuestos a etanol, también se observaron alteraciones en la
expresion de estructuras sialiladas. Estas modificaciones podrian afectar tanto la
capacidad de reconocimiento y/o unién de los receptores con sus ligandos, la forma en
que estos receptores son presentados sobre la membrana plasmatica (Henderson et al.,

1989b), asi como el reconocimiento de otras moléculas a nivel intra o extracelular.
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La glicosilacion es un proceso complejo en el cual interactian diversos organelos, vias de
sefalizacién y enzimas. Esta actividad coordinada permite el control y deteccion de
moléculas deficientemente formadas (tanto en su estructura proteica como glicana),
evitando asi su secrecion. Organelos como la mitocondria (Matthiessen and Romert,
1988; Xu et al., 2005), el citoesqueleto (Azorin et al., 2001), el reticulo endoplasmico
(Romert and Matthiessen, 1983) y el aparato de Golgi, asi como las enzimas asociadas a
la glicosilacion son alteradas por exposicion a etanol durante el desarrollo (Guasch et al.,
1992; Estrada et al., 1996; Renau-Piqueras et al., 1987; Renau-Piqueras et al., 1997).
Reportes previos han demostrado alteraciones en algunas glicoproteinas en fetos de
ratdbn expuestos a etanol (Henderson et al., 1989b). Asimismo, el etanol puede
incrementar (Gottesfeld et al., 1990; Vallés et al., 1994; Moore et al., 2004) o disminuir la
expresion de glicoproteinas (Hernandez-Guerrero et al., 1996; Kim and Druse 1996; Singh
et al., 1996; Climent et al., 2002) o, inducir la acumulacion intracelular de glicoconjugados
(Vallés et al., 1994). De acuerdo a nuestros resultados mientras se observaron areas de
colocalizacién, parece que la diferencia en la distribuciéon de las lectinas estuvo asociada
con mas de una glicoproteina en el gérmen dentario. En este estudio se mostré el patron
de sialilacién del gérmen dentario en condiciones normales y como éste cambié cuando el
etanol estuvo presente. Nuestros resultados coinciden con reportes previos (Sierra et al.,
2001; Cerna et al., 2002), en donde los cambios en la expresion de acidos sialicos
durante la diferenciacion celular fueron buenos marcadores para determinar el grado de
maduracién celular. Los resultados sugieren que cambios en el patrén de sialilacion
podrian ser el resultado de una alteracion en la maquinaria celular involucrada en la
glicosilacién, incluyendo organelos, moléculas adaptadoras y enzimas (tales como, las

sialiltransferasas) (Harduin-Lepers A et al., 2005).
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CONCLUSIONES

La alteracién del perfil de sialilacion en el gérmen dentario, como resultado de Ia
exposicion a etanol durante el desarrollo embrionario, puede modificar la funcién de
diversos glicoconjugados relacionados con el entorno dental, incluyendo factores de
crecimiento (como los receptores EGF-R y erbB-2), mismos que son determinantes para
un adecuado reconocimiento célula-célula y célula-matriz extracelular. La falla en alguna
de estas interacciones puede afectar los procesos de proliferacion, morfodiferenciacion y
secrecion en las diferentes estructuras de los érganos dentarios expuestos a etanol. La
suma de estas alteraciones genera un retraso en el desarrollo evidenciado por una

morfologia afectada y talla dental reducidas.
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PERSPECTIVAS

Debido al origen comun del germen dentario con diversas estructuras afectadas por el
FAS, el modelo dental representa un modelo Util para el estudio de los mecanismos
celulares y moleculares, asi como de las interacciones epitelio-mesenquimales que
regulan la morfogénesis de diversos 6rganos y tejidos después de la exposicion a etanol.
De esta manera, dado que el etanol puede afectar las estructuras duras craneofaciales y
dentales, se sugiere el estudio de factores de crecimiento como la familia TGFp y NGF,
esenciales para los procesos de secrecion y mineralizacion en los ameloblastos
secretores y cartilago de Meckel (asociado a eventos de crecimiento y diferenciacién en la
mandibula, tanto como EGF) (Kronmiller et al., 1991; Chai et al., 1994). El estudio de los
cambios en los mecanismos moleculares de los factores tréficos involucrados en eventos
de biomineralizaciéon auxiliara en la comprensién de las alteraciones provocadas por el
etanol sobre las estructuras 6seas maxilofaciales y dentales (retraso en el crecimiento
mandibular, retrognatia y matriz adamantina alterada) reportadas en los nifios con FAS.
Asimismo, el estudio de factores de crecimiento como la familia EGF y TGF, importantes
para la regulacion de eventos apoptéticos en condiciones normales durante el desarrolio
dentario (D'Souza et al., 1990), nos guiara en el entendimiento del papel que tienen los
cambios en el microambiente local dental de factores de crecimiento respecto al retraso
en el desarrollo dentario y mandibular previamente reportado.

Debido a la importancia de los glicoconjugados durante el desarrollo embrionario en el
entorno craneofacial, sera importante evaluar los cambios en tiempo y espacio, tanto de
las moleculas terminadas, asi como de la maquinaria relacionada con la glicosilacién

(como organelos y enzimas), y su relacion con las vias de sefalizacion mediadas por

41



C.D. Maria Dolores Jiménez Farfan
Tesis de Doctorado

factores de crecimiento. El analisis de la expresiéon de glicosiltransferasas durante el
desarrolio dental en condiciones de alcoholizacién materna y el empleo de inhibidores de
la glicosilacion nos guiara en la comprension de los mecanismos moleculares asociados a
este fenomeno.

En este sentido, sera importante el andlisis de etapas ulteriores del desarrollo dental
relacionadas con la mineralizacion dental, el crecimiento radicular y la erupcion dental,
con el fin de determinar si la exposicion a etanol materno afecta también estructuras como
el ligamento periodontal, cemento radicular y hueso alvelolar, y sus relacion con la

susceptibilidad para el desarrollo de procesos patolégicos comunes como caries dental y

enfermedad periodontal.
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ANEXO

Fig. 1 Pesos de las madres durante el periodo pregestacional
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Fig. 3 Talla corporal de los fetos de 16.5 dias prenatal
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Fig. 5 Peso corporal de los fetos de 16.5 dias prenatal
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Fig. 7 Talla dental de primer molar inferior de fetos de 16.5 dias
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Tabla 1. Peso de las madres durante el periodo de alcoholizacion pregestacional

C.D. Maria Dolores Jiménez Farfan
Tesis de Doctorado

grupo de tratamiento
control
5% de etanol
10% de etanol
15% de etanol
20% de etanol
25% de etanol

peso (g} °
22.02 + 0.46

21.75+0.38
21.61+0.30
2164 £ 0.40
21.91+£0.35
21.93+0.37

@ Representa el promedio + SD de las 13 semanas previas a la fertilizacion.

ANOVA, F=0.1599 (no significativo)

Tabla 2. Peso de las madres al momento de obtencion de las crias

grupo de tratamiento

control
5% de etanol
10% de etanol
15% de etanol
20% de etanol
25% de etanol

® gramos (promedio + SD)
+p <0.05
#x p < 0.01

dia 16.5 de gestacion®

dia 18.5 de gestacion®

30.51 +3.32
29.85+241°
28.10+1.60™
2750+ 363"
27.35+389"
26.95+2.04 "

37.0+13
330+19™
312+14"
301£21™
286+23™
275+19"
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C.D. Maria Dolores Jiménez Farfan
Tesis de Doctorado

Tabla 3. Consumo de alcohol durante la gestacion por dia

grupo de consumo de
liquido volumen de alcohol masa de alcohol

tratamiento q (ml) (mg)

control (agua) 5.81+0.75 ' - -
5% 40+ 0.5 xx 0.081 £ 0.010 63+ 8.3
10% 3.2+ 14 %% 0.168 + 0.078 133 + 61
15% 2.7 +0.4 % 0.273 = 0.047 215+ 35
20% 38+0.2= 0.587 + 0.037 465 + 33
25% 3.3+ 1.8 #x 0.799 + 0.451 630+ 35.3

* p <0.01
*+ p < 0.001

Tabla 4. Nivel de alcohol materno en sangre (Blood Alcohol Level —BAL-)

grupo' de alcoholizacién concentracion de etanol (mg) /100 m/ de plasma
- 5% T TT430+008
10% 63.0 +0.30 *
15% 56.6 + 0.81 =
20% 273.1 + 1.74x%
25% 346.8 + 3.6 **
+p=0.01

#x p < 0.001

67



C.D. Maria Dolores Jiménez Farfan
Tesis de Doctorado

Tabla 5. Total de crias por grupo de tratamiento

grupo de tratamiento namero de crias

control 7.3 +£0.98
5% 7.2+0.78
10% 6.2+ 0.79°
15% ' 48+ 1.23
20% 4.2+ 1557
25°/_o 3.6+164
*p <0.01
#x p < 0.001
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EGF-R and erbB-2 in Murine Tooth Development after
Ethanol Exposure
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BACKGROUND: Alcohol consumption during pregnancy can frequently lead to a congenital disorder known as
fetal alcohol syndrome (FAS); however, not all children born to alcoholic women develop FAS. Alcohol consumption
may affect diverse organs and systems during embryonic development, including craniofacial structures. Small
teeth, enamel alterations, and delayed eruption have been observed after ethanol exposure. Epidermal growth factor
receptors (EGF-Rs) participate in dental proliferation and differentiation, and changes in these receptors were
considered here to be a likely mechanism associated to the dental anomalies observed in this syndrome. Epidermal
growth factor receptor type 1 (EGF-R) and epidermal growth factor receptor type 2 (erbB-2) immunoexpression
during the lower first molar morphogenesis was investigated in mouse fetuses exposcd to ethanol during gestation.
METHODS: Pregnant female mice were divided into groups, consuming either 5, 10, 15, 20, or 25% ethanol
solutions, or water (control group). Heads were obtained from 16.5- and 18.5-day fetuses. Immunohistochemistry
was applied to EGF-R and erbB-2. RESULTS: At days 16.5 and 18.5, fetuses from 15%, 20%, and 25% ethanol groups
showed delayed differentiation, degenerative changes in dental epithelial tissues and reduced dental size; addition-
ally, they displayed an enhanced immunoreactivity to ECF-R and erbB-2. CONCLUSIONS: Our results suggest that
ethanol consumption during pregnancy affects the expression of EGF receptors and induces a delay in murine fetal
dental morphogenesis. Dental development is a process that involves a number of growth factors; hence we consider
that further research is required to show whether the changes in glycosylation and growth-factor signaling pathways
observed in other cells are also involved in the alterations observed in this study.  Birth Defects Research (Part A) 73:
65-71, 2005, © 2005 Wiley-Liss, Inc.

Key words: ethanol; EGF-R; erbB-2; odontogenesis; mice

INTRODUCTION

Fetal alcohol syndrome (FAS) groups a number of phys-
ical alterations that occur in children of women who have
consumed ethanol during pregnancy. These alterations in-
clude a dystunctional central nervous system, growth im-

erbB-2, as well as neural crest cells, are widely distributed
in normal developing epithelial tissues (Kokai et al., 1987;
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nuamber: G3R390N; Grant sponsor. Progrini de Investigacion Estrateégica <

pairment, and a number of facial anomalies (Jones et al.,
1973). To date, the mechanisms behind the effect of prena-
tal ethanol exposure on dental growth and development
have not been identified. Clinical dentotacial analyses have
revealed a reduced tooth size and faulty enamnel in FAS
children (Clarren and Smith, 1978). Growth factors partic-
ipate during craniofacial and dental development (Par-
tanen and Theslett, 1987), and specific receptors for growth
factors, such as epidermal growth factor (EGF)-R and
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Mercola and Stiles, 1988; De Potter et al., 1989; Quirke et
al., 1989). Dental processes, such as mitogenesis, cellular
differentiation (Topham et al., 1987), dental eruption
(Thesleff et al., 1987), and enamel and dentine-matrix se-
cretion (Tanikawa and Bawden, 1999), have all been re-
lated to the EGF-R family. Delayed calcification and dental
eruption in mice have been reported in offspring exposed
to ethanol in utero (Herndandez, 1990).

Since mice exposed to ethanol display a reduced EGF
expression in the tooth germ, a potential role of the EGF
family in these disorders has been suggested (Herndndez-
Guerrero et al,, 1996). Tooth germ represents a suitable
model to study the cellular and molecular mechanisims of
epithelial-mesenchymal interactions regulating the mor-
phogenesis of many organs and tissues after prenatal eth-
anol exposure. During 16.5 and 18.5 days of prenatal mu-
rine  dental development, diverse cellular  events
specifically related to proliferation and differentiation take
place. Dental marphogenesis, cytodifferentiation, and den-
tin and enamef-matrix formation are all mechanisims reg-
ulated by growth factors. Many organs, including the tooth
germ, are known to increase their EGF-binding sites in
stages with a higher proliferative activity (Partanen and
Thesleff, 1987; Thesleff et al., 1995).

We investigated the effect of ethanol on growth factors
during dental development in mice. Through immunohisto-
chemistry, we demonstrate the distribution pattern of EGF-R
and crbB-2 in the Jower first molar of 16.5- and 18.5-day
prenatal mice exposed to ethanol during development.

MATERIALS AND METHODS

Approval to conduct this study was granted by the
Facultad de Odontologia’s Ethics Committee at Univer-
sidad Nacional Autonoma de México. The maximum tol-
erated dose in this study was confirmed in a preliminary
experiment using incremental dosing in tive nonpregnant,
female Balb/c mice for two consecutive weeks. Neverthe-
less, mice that refused to consume ethanol during the
course of the experiment were excluded.

A total of 35 eight-weck-old (21-23 gm) female BALB/c
mice were randomly assigned to five groups that con-
sumed ethanol at different concentrations (n = 25), plus a
control group of mice that consumed water (0 = 10) ad
libitum. Animals were fed standard laboratory food under
controlled temperature and 12-hr/12-hr light'/clm"l\ cycles
during the experiment. Ethanol concentrations in water
used in this experiment were 5, 10, 13, 20, and 25% (abso-
lute anhyvdrous ethyl alcohol; Mallinckrodt Baker, Estado
de Mexico, Mexico). In all groups, ethanol and water were
administered in 150-ml plastic bottles provided with a tip
to minimize leakage and evaporation. Experimental fe-
males were gradually introduced to ethanol tlwough a
daily increase in concentration until reaching the assigned
level. From this moment, 13 wecks were counted for each
treatment group. Afterward, female mice were allowed to
mate for 24 lir, and the presence of a vaginal plug was
considered as prenatal day 0.5 (Kaufman, 1995). Ethanol
conswnption continued during pregnancy until fetuscs
were removed. Pregnant mice were weighed and observed
daily throughout the experiment to monitor toxicity.

Tooth-Germ Samples

Pregnant BALB/c mice were euthanized by cthylic ether
inhalation and sacrificed by cervical dislocation. Fetuses

Birth Detects Research (Part A) 73:65-71 (2005)

were removed and killed by decapitation. Prenatal day
16.5 and 1.85 fetuses were processed from each treatment
group. Taking into account that each litter has an overall
average of six offspring, we obtained 12 heads from cach
treatment group and age to analyze the ethanol etfects.
Heads were fixed in 4% paraformaldehvde added with 0.1
N PBS, pH 7.4, for 24 hr. Heads were dehydrated, cleared,
and embedded in paraffin. Four-micrometer-thick sections
were sliced and stained with hematoxylin-eosin, as well as
with immunochistochemical technigues.

Immunohistochemical Staining

Four-micrometer-thick histological sections were depar-
affinized and rehydrated. Slides were treated with 3%
H,O,, washed twice in 0.1 M PBS, pH 7.4, followed by the
addition of 2% BSA. Sections were incubated overnight at
4°C along with rabbit polyclonal EGF-R antibody (s¢-03,
1:300 dilution) and monoclonal erbB-2 antibody (s¢-7301,
1:200 dilution) obtained from Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA). Goat anti-rabbit conjugated 1g(G-peroxi-
dase (A0345, 1:100 dilution; Sigima, St. Louis, MO) and
horse anti-mouse 1gG peroxidase (PI-2000, 1:100 dilution;
Vector Laboratories, Burlingame, CA) were added as sec-
ondary antibodies for 1 hr. 3,3'-diaminobenzidine tetrahy-
drochloride (DAB) was used as chromogen. Negative con-
trols were prepared by excluding the primary antibody or
secondary antibody. To secure the adequate blocking of
peroxidase endogen activity, we treated slides with 3%
F,O, and DAB was added. To demonstrate the antibody
specificity of EGF-R and erbB-2, we used blocking peptides
ECE-R (sc-03 P) and Neu (sc-7301 P) obtained from Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Sections were dehy-
drated and mounted for analysis in a DMLS Leica Micro-
scope with an IM1000 system (lLeica, Cheerburg, Ger-
many). A semiquantitative method to describe the staining
was used. Four levels for staining were considered as
follows: — (negative staining), + (light staining), + -+ (me-
dium staining), and ++ + (heavy staining). We also com-
pared differences in tooth size from control and experi-
mental groups. Data were analyzed by Student’s t-test and
ANOVA (p < 0.05) from SPSS Version 9.0 (PSS, Chicago,
IL).

RESULTS
Histology of Prenatal Day 16.5 Lower First Molar

The control group of mice consuming water without
ethanol showed an incipient cusped pattern with enlarge-
ment of the basement membrane. Inner-enamel epithelial
cclls appeared well organized and differentiated (Fig. 1A).
Dental papilla showed cellular proliferation and a begin-
ning of cellular organization that would later constitute the
preodontoblastic layer. Well-defined cubic cells consti-
tuted the outer-enamel epithelium (Fig. 1B8). Areas of the
inner-enamel epithelium showed discontinuity and a loss
of the basement membrane in the 5% ethanol group. The
10% ethanol group showed a disorganized inner-enamel
epithelium, with vacuolization in the basement membrane
and cells displaying pycnotic nuclei. Different levels of
nuclear polarity and a cellular disarrangement in the inner-
enamel epitheliwun and dental papilla, as well as vacuol-
ization and loss of the basement membrane, were observed
in the 15% and 20°% ethanol groups (Fig. 1C and D). The
25% ethanol group showed an inner-enamel epithelium



Figure 1. A,C,E: Prenatal day 16.5. EGI-R imununoreactivity. A: Contral group. Organized iee (arrow) and well-defined bm {double arrow).
Light and homogeneous staining of iee and dp. C: 15% ethanol group. Cellular disarrangement on iee {arrow) and dp (double arrow).
Increased staining of iee, si, and dp. E: 25"% ethanol group. Loss of cellular limits and absence of cell differentiation of ice (arrow) and dp
(double arrow). bm was not abserved. Stronger reactivity in iee, dp, and sr. B,D.F: Prenatal day 16.5. erbB-2 immunoreactivity. B: Control
group. iee appeared well organized and differentiated (arrow). dp showed celtular proliferation and a beginning of cellular organization
(cells adjoining to iee) (double arrow). Well-defined cubic cells constituted the oce (arrowhead). sr, iee, si, and dp displayed mild and
homogeneous staining. D: 15% ethanol group. Loss of cellular limits of ice (arrow) and dp (double arrow) with loss of bm (arrowhead).
Increased staining of iee, si, dp, and oee. I: 25% ethanol group. Cells with undefined and fragmented nucleus (arrowhead) and loss of the
bm (arrow) were also observed. No signs of cellular differentiation in the fulure preodontoblastic layer were evident (double arrow). sr
reduced and disaggregated (arrowhead). Heavier staining of iee, dp, and sr. bim = basement membrane; df = dental follicle; dp = dental
papilla; iee = inner-enamel epithelium; si = stratum intermedium; sr = stellate reliculum; ove == outer-enamel epithelium. Large scale bar =
50 wm. Short scale bar = 10 pwm.
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Table 1
Tooth Size of Fetuses from Alcoholized Female Mice

Prenatal 16.5-day Prenatal 18.5-day

Treatment group (m) (pm)
Control 1840.82 = 37.66 2414.04 = 5325
5% 1837.74 = 37.79° 2406.80 = 55.61"
10% 1807.15 £ 37.75° 2368.33 = 33.89"
15% 1612.83 £ 50.91" 2027.22 % 106.67"
20t 135298 + 62.36" 173355 2 135.43"
25'% 1261.25 £ 75.16° 7117 = §1.71"

Values are expressed as mean % SD.

“Not significant differences compared with the control group.

bSignificantly different (p < 0.05) by Student’s t-test and
ANQVA.

with variable nuclear polarity and loss of cellular limits.
Dental papilla showed cells with undefined and frag-
mented nuclei (Fig. 1E). No signs of cellular differentiation
in the future preodontoblastic layer were evident. Cellular
liquefaction and loss vf the basement membrane were also
observed (Fig. 1F). Tooth size was smaller in experimental
groups consuming 15%, 20%, and 25% ethanol (p < 0.05)
compared to experhmental mice consuming 5-10% ethanol
and the control group (Table 1).

Histology of Prenatal Day 18.5 Lower First Molar

Control mice showed well-developed cusps with abun-
dant mitotic cells in the inner-enamel epitheliunm and nu-
clear polarization of preameloblasts and preodontoblasts
(Fig. 2A and B). The stellate reticulum was well developed
and vascularized (Fig. 2A). Enlargement of the basement
membrane was observed on cusped areas (Fig. 2B). A
disorganized outer-enamel epithelium was observed in
mice consuming 5% ethanol. The 10% cthanol group
showed shorter cusps compared to the control group, as
well as cellular degeneration in the inner-enamel epithe-
lium, cellular vacuolization in the basement membrane,
altered cellular polarization in preameloblasts and pre-
odontoblasts, and a discontinuous outer-enamel epithe-
lium. More marked changes were observed in the 13% and
20% ethanol groups compared to the lower-ethanol groups
(Fig. 2C and D). The 25% ethanol group showed delayed
dental development, evidenced by a shorter tooth germ
lacking cellular differentiation and an altered dental
cusped pattern, compared to the control group. Numerous
short cells with small nuclei were observed in the inner-
enamel epithelium and dental papilla, along with frag-
mented cells (Fig. 2E and F). Stellate reticulum was re-
duced and disaggregated (Fig. 2F). No histological
evidence was found of outer-enamel epithelium and dental
follicle. Additionally, the same disordered undifferentiated
cell pattern was observed in the lower second molar and
the lawer incisor. Similar to the 16.5-day fetuses, tooth size
was smaller in the experimental groups consuming 13%,
20%, and 25% ethanol (p < 0.03) than in mice consuming
3-10% ethanol and the contro] group (Table 1).

Prenatal Day 16.5 EGF-R Immunostaining

As evidenced in Table 2, the control group showed light
and homogencous EGF-R staining by anti-EGF-R antibod-

tes in the inner-enamel epithelium, outer-enamel epithe-
lium, and dental papilla (Fig. 1A). Experimental mice con-

Birth Detects Research (Part A) 73:65-71 (2005)

suming 5% ethanol showed a similar reactivity compared
to the control group. The 10% and 15% ethanol groups
showed an increased staining of the inner-enamel epithe-
fium, outer-enamel epithelium, and dental papilla. The
15% and 20% ethanol groups also displayed an increased
staining of the stellate reticulum and dental follicle (Fig.
1C). The 25% ethanol group showed a more intense stain-
ing of the inner-enamel epithelium, outer-enamel epithe-
ltum, dental papilla, and stellate reticulum (Fig. 1E) com-
pared to the other experimental and control groups.

Prenatal Day 18.5 EGF-R Immunostaining

The control group presented a light staining of preamelo-
blasts, preodontoblasts, iiner-enamel epithelium, and dental
papilla (Fig. 2A; Table 3). The 5% ethanol group showed
nonsignificant differences compared to the control group;
however, the 10% and 153% ethanol groups showed an in-
creased staining, of preameloblast, dental papilla, stratum
wntermedium, and outer-enamcl epithelium. An ncreased
reactivity in dental follicle and a light reactivity in preodon-
toblasts and stellate reticulum were also observed in the 10%
ethanol group. The 15% and 20% ethanol groups showed an

Table 2
EGF-R and erbB-2 Immunoexpression in Prenatal
16.5-Day Fetuses from Alcoholized Female Mice

Group Structure EGF-R erbB-2
Control Dental papilla + +
Outer-enamel epithelium + ++
Inner-enamel epithelium + ++
Stratum intermedium r ++
Stellate reticulum - +
Dental follicle - +++
3% Dental papilla -+ ++
Outer-enamel epithelium ! 4
Inner-enamel epithelium + ++
Stratum intermedium + ++
Stellate reticulum - +
Dental follicle - +++
10%, Dental papilla + -+ ++
Quter-enamel epithelium ++ ++
Inner-enamel epithelivm ++
Stratum intermedium + ++
Stellate reticuluni - +
Dental foliicle - +++
15% Deutal papilla ++ +++
Quter-ename! epithelium ++ +++
Inner-enamel epithelium ++ ++
Stratun intermedium l L
Stellate reticulum ++ ++
Dental follicle + ++-+
20 Dental papiila ++ +++
Outer-enamel cpithelium -+ + +++
Inner-enamel epithelium [ +
Stratum intermedium + ot
Stellate reticulum ++ +
PDental follicle + +++
25% Dental papilla s +++
Outer-enamel cpithelium —+ +++
Inner-enamel epithelium ++ - +++
Stratwm intermedium Lokt bt
Stellate reticulum — B
Dental follicle + & +++

—, negative staining; |, light staining; t 1+, medium staining;
4 heavy staining.
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Figure 2. A,CE: Prenatal day 18.5. EGF-R immunoreactivity. A: Control group. Polarized po (arrow) and pa (arrowhead). sr well developed
(double arrow). Cusp well-developed (asterisk). Light stainng in iee, pa. po, dp, and si. C: 15% ethanol group. Absence of po (arrow) and
pa differentiation (arrosvhead). Loss of bm (double arrow ). Shorler cusps compared to the control group (asterisk). Increased staining of
iee, oee, and dp. E: 25% ethanol group. Delaved dental development, evidenced by absence of histological differentiation, cellular
vacuolation, hyperchromic, and pycnotic nuclei (arrow). Structures resembling ice (double arrow) and dp were observed (arrowhead).
Overall strong imimunoreactivity. B,D,F: Prenatal day 18.5. erbB-2 immunoreactivity. B: Control group. Well-preserved bm {arrow).
Polarized po (double arrow) and pa (arrowhead). Cusp well-developed (asterisk). Mild staining of pa and po. si and sr with light staining.
D: 15% ethanol group. Absence of po (arrow) and pa (arrowhead) differentiation. Shorter cusps compared to the control group (asterisk).
si, iee, and dp with increased staining. T: 25% ethanol group. Structures resembling sr (asterisk), ice (double arrow) and dp (arrowhead)
were observed. Nuraerous short cells with small nuclei were observed in the lee and dp, along with fragmented cells (arrow). Overall heavy
staining. bm = basement membrane; df = dental follicle; dp = dental papilla; iee = inner-enamel epithelium; pa = preameloblast; pu =
preodontoblast; si = stratum intermedium; sr = stellate reticulum. Large scale bar = 50 pm. Short scale bar = 10 pm.
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Table 3
EGF-R and erbB-2 Immunoexpression in Prenatal
18.5-Day Fetuses from Alcoholized Female

Group Structure FGE-R erbB3-2
Control Dental papilla + +
Quter-enamel epithelium + +
[nner-enamel epitheliaum + +
Stratam intermedium + +
’reameloblast + ot
Preadontoblast + + -+
Stellate reticulum - !
Dental follicle + +
5% Dental papilla + 4
Outer-enamel epithelium + +
Inner-enamel epithelium + +
Slratum intermedium + +
Preameloblast + Aok
Preodontoblast + ++
Stellate reticulum - +
Dental follicle i |
10% Dental papilla -+ 4
Quter-enamel epithelium -+ +
Inner-enamel epithelium - ++
Stratum intermedium ++
Preameloblast i +
Preodontoblast -+ +
Stellate reticalam + +
Dental follicte +++ ++
15% Dental papilla ++ ++
Quter-enamel epithelium + 4 k-
lnner-enamel epithelium ++ +++
Stratum intermedium + +++
Preameloblast ++ +
Preodontoblast ++ I
Stellate reticulum + ++
Dental follicle +++ +++
20%, Dental papilla 1+ + ++
Outer-enamel epithelium ++ ++
Inner-enamel epithelum ++ 49k
Stratum intermedium -+ ++
Preameloblast -+ +
Preodontoblast -+ +
Stellate reticulum + +
Dental follicle +++ ++ +
254 Dental papilla +++ +++
Quter-enamel epithelium * *
Inner-enamel epithelium +++ +++
Stratum intermedium +++ ++
I’reameloblast * *
Preodontoblast * *

Stellate reticulum +++ -
Dentate follicle + P

*, lacking histological evidence; -, negative staining; +, light
staining; ++, medium staining; + = 1, heavy staining.

increased staining of preodontoblasts and dental papilla (Fig,
2C). The 25% ethanol group showed an intense and homo-
geneous staining of anti-EGF-R antibodies in all cellular ele-
ments observed (Fig. 2E).

Prenatal Day 16.5 erbB-2 Immunostaining
The control group showed light staining of the inner-
enamel epithelium, outer-enamel epithelium, and dental
papilla, as well as an intense staining of dental follicle (Fig.
1B; Table 2). The 5%, 10%, and 15'% ethanol groups showed
a more intense staining of dental papilla, stratum interme-
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dium, outer-cnamel epithelium, dental follicle, and inner-
enamel epithelium (Fig. 1D). An increased reactivity in the
inner-enamel epithelium and dental papilla (cells adjoin-
ing the inner-enamel epithelium) was observed in the 20%
and 25"% ethanol groups (Fig. 1F).

Prenatal Day 18.5 erbB-2 Immunostaining

The control group showed light staining i the outer-
enamel epithelium, dental papilla, stratum intermedium,
preameloblasts, and preodontoblasts (Fig. 2B; Table 3). The
5% ethanol group showed nonsignificant differences com-
pared to the control group. An increased reactivity was
observed in the inner-enamel epithelium, stratum interme-
dium, and dental follicle in the 10% and 15% ethanol
groups. The latter showed an increased staining of dental
papilta (Fig. 2D). Cell immunoreactivity in the 20% and
25% ethanol groups was increased considerably (Fig. 2F).

DISCUSSION

This study showed the EGF-R and erbB-2 distribution pat-
terns during the morphogencsis of the lower first molar in
16.5- and 18.5-day prenatal mice of mothers who consumed
ethanol during pregnancy. Increased ethanol concentrations
were observed to interfere with normal dental development
in mouse fetuses. The 15%, 20%, and 25% ethanol groups ot
16.5- and 18.5-day prenatal mice displayed an increased im-
munoexpression of epidermal growth factor receptors when
compared with the lower doses and control groups.

Ethanol has been recognized as a teratogenic substance
(Jones et al., 1973), and its fetotoxicity has been demonstrated
in several animal maodels as a result ot effects similar to those
in humans (Streissguth et al., 1980; Astley et al, 1999).
Chronic ethanol consumption during pregnancy leads to a
number of congenital malformations. Clinical evidence of
FAS include prenatal growth retardation, cranial and facial
dysmorphogenesis, mental retardation, cardiac defects, he-
patic anomalies, and skeletal system abnormalities (Jones et
al., 1973; Habbick et al., 1998; Roebuck et al., 1998).

EGF-R and erbB-2 are transmembrane glycoproteins of
170 and 185 kDa, respectively (Lupu et al, 1992). These
molecules belong to the FGF-R family, a group ot receptars
located on the cell membrane that initiate specific intracel-
lular signaling pathways in response to binding to extra-
cellular growth factors. These factors are known to play
important roles in regulating mitogenesis, cell death, an-
giogenesis, and cell differentiation (Christensen et al.,
2001). EGF-Rs consist of a cysteine-rich extracellular ligand
binding site, a transmembrane lipophilic segment, an in-
tracellular domain with tyrosine-kinase catalytic activity,
and a terininal carboxyl autophosphorylation segment re-
sponsible for translating activation signals into physiolog-
ical actions (Rubin and Yarden, 2001).

Proliferation, differentiation, and cellular death are indis-
pensable biological events in the morphogenesis of diverse
organs including the tooth germ (Baratella et al., 1999). Due to
the essential role of EGF-Rs in craniotacial development,
there is a likely relationship between them and the reported
delay in maxillofacial growth, a characteristic of FAS specif-
jcally in children, as inferred from clinical reports about a
reduced tooth size and faulty enamel (Clarren and Smith,
1978). Dental effects in mice exposed to ethanol in utero
(delayed calcification, retarded dental eruption, and reduced
immunoreactivity to EGF) have also been reported (Hernan-
dez, 1990; Hernandez-Guerrero et al., 1996).
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Our results revealed that immunoreactivity to EGF-R
and erbB-2 was affected by ethanol concentration. We ob-
served that dental structures of epithelial origin (irmer- and
outer-enamel epithelium, stratum intermedium, preodon-
toblasts, and preameloblasts) were mainly affected in 16.5-
and 18.5-day prenatal fetuses from females consuming
15-25% ethanol, showing a reduced tooth size, absence of
dental morphology, and no cellular differentiation. Thus,
the 15%, 20%, and 25% ethanol groups of both ages
showed increased EGF-R and erbB-2 immunoreactivity
compared to the other experimental and control groups.
Our results support previous findings indicating that an
increased EGF is related to a reduced dental volume, and
irreversibly altered cusp formation in mice molar (Thesleff
et al., 1983; Partanen et al., 1985; Hu et al,, 1992). Further-
more, immunostaining of the outer dental epithelium, den-
tal papillar cells, and even mature ameloblasts have sug-
gested a direct role of EGF-Rs in dental formation
(Martineau-Doizé et al,, 1991; Casasco et al., 1994). The
increased immunoreactivity to both receptors used in our
experimental conditions supports the hypothesis of an im-
paired internalization/degradation of bound EGF recep-
tors, as suggested in fetal mouse hepatocytes exposed to
ethanol (Henderson et al., 1989).

Considering the common origin of the tooth germ and
many other structures affected by FAS, the former represents
a suitable model to study the cellular and molecular mecha-
nisms of epithelial-mesenchymal interactions regulating the
morphogenesis of many organs and tissues after ethanol
exposure. Our results suggest that higher ethanol concentra-
tions affect dental morphology and the presence of ECF
receptors and that these concentrations could be associated
with changes in tooth-germ cellular proliferation and differ-
entiation in mice. Further studies are needed to show
whether the increased immunoreactivity observed in our ex-
periments is related to any interactions between ethanol and
EGF-Rs, and whether these changes interfere either with the
binding capacity of these receptors or in the way they occur
on the cytoplasmic membrane. Dental development is a com-
plex process that involves the interactions of diverse growth
factors, hence we consider that further research is necessary
to show whether some changes in glycosylation (Renau-Pich-
eras et al., 1997) and changes in some molecules participating
in growth-factor signaling pathways (Zhang et al., 1996;
Zhang and Farrell, 1999), which have been observed in other
cells, are also involved in the alterations observed in this
study. Our preliminary histochemical results show changes
in the pattern expression of some glycoconjugates. Our re-
sults suggest that the EGF-R family could play a role in the
mediation of ethanol effects in mouse embryonic teeth during
prenatal ethanol exposure.
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BACKGROUND: Ethanol consumption during pregnancy leads to changes in murine dental morphogenesis,
dental size, cellular differentiation, enamel mineralization, and delayed eruption. It has been proposed that
glycoproteins play a role during embryonic dental development that may determine the dental morphological
pattern and extracellular matrix secretion. O-glycosylation and sialylation appear to actively participate in the
differentiation and maturation processes. Because glycosylation may be affected by teratogens that can alter the
maturation of several organisms, in this work we describe the main modifications of the sialylation pattern in
prenatal day (PD) 18.5 murine tooth germs exposed to ethanol. METHODS: Pregnant female mice were divided
into groups that were given 15% or 20% ethanol solutions, or water as a control. The histochemistry of tooth
germs from PD 18.5 fetuses was revealed with lectins specific for sialic acid (Neu5Ac), such as Sambucus nigra
(SNA), Maackia amurensis (MAA), and Machrobrachium rosenbergii (MRL), and for sialylated-O-glycosidically
linked glycans, such as Amaranthus leucocarpus (ALL). RESULTS: The basement membrane, preameloblasts,
inner-enamel epithelium, preodontoblasts, and subodontoblastic cells of the test groups showed changes in
labeling according to the 4 lectins used. Intranuclear staining was observed with SNA (specific for
Neu5Aca2,6Gal/GalNAC) in the control group, but this was reduced in the test groups. The nuclei of dental
papillary cells under the experimental conditions were stained with MAA (Neu5Aca2,3Gal). CONCLUSIONS:
Dental development involves different types of sialylated O-glycosidically linked glycans that are likely to
regulate cell-to-cell and cell-to-matrix interactions. Our results suggest that ethanol consumption during
pregnancy alters the sialylation pattern during murine dental morphogenesis. Birth Defects Researcl (Part A) 73:
000-000, 2005. © 2005 Wiley-Liss, Inc.

Key words: sialylation; ethanol; odontogenesis; lectin histochemistry

INTRODUCTION

The cell surface is covered with glycoproteins and gly-
colipids that vary significantly among cell types and dif-
ferent stages of mammalian development, and contribute
to homeostasis in an organism (Miosge et al.,, 1998; Jimé-
nez-Martinez et al., 2002). Glycosylation is a co- and post-
translational modification of proteins that consists of
carbohydrates being assembled through diverse glycosyl-
transferases that are present in the endoplasmic reticulum
and the Golgi apparatus (Yarema and Bertozzi, 2001). Be-
cause of their specificity for well defined saccharidic struc-
tures, lectins have been used to identify modifications in
glycosylation (Lis and Sharon, 1998; Peumans and Van
Damme, 1998; Nilsson, 2003). Changes in sugar moieties
occur during normal embryonic and fetal development

(Miosge et al., 1998; Gheri et al., 2000). These changes have
also been observed during cranjofacial and dental devel-
opment (Tanikawa and Bawden, 1999; Wise et al.,, 2002;
Yamamoto et al., 2003). It has been suggested that dental
morphogenesis, growth, cytodifferentiation, and dentin
and enamel-matrix formation arc all regulated by diverse

Grint sponsor: Peocter & Gambie Cos Grant number 2004057 G sponsor:
Conscjo Nacional de Cienclr v Teenologin (CONACYTY. Grant numbey
G3BIOON.

“Correspondence 1w Juan Carlos Herniandez Guerrero, Liborsnorio de nm-
nologia, NDEPcl. Facnlad de Odontologia, Univessidad Nacional Autonoma de
Mexicn, Cirenito Institutos s/n, Ciudud Universitamin, Meéxico DF. CPo 00510,
E-mail: jeartoshérsenvidor wnnm.mx

Lublished online iy Wiley InterScience (www.interscience . wiley.com).
DOL 10.1002/hdr, 20198

Birth Defects Research (Part A): Clinicat and Molecular Teraiology 73:000-000 (2005)

AQ:2



AQ:3

AQ:4

AQ:S

AQ:6

tapraids/zb5-bdra/zb5-bdra/zb501205/2050426d05a | royed | S=7 [ 9/26/05 | 13:28 | Art: 05-0056 | Input-DCT-msh |

2 JIMENEZ-FARFAN ET AL.

glycoconjugates of the tooth germ (Partanen and Thesleff,
1987; Thesleff et al., 1995).

Sialylation is a complex process that is regulated by
Golgi type II transmembrane glycosyltransferases. These
enzymes have been identified in both human and murine
genomes (Harduin-Lepers et al., in press). Sialic acids in-
fluence the cellular enzymatic and receptor functions dur-
ing tissue proliferation and differentiation. This recogni-
tion determines the intercellular communication and cell-
to-extracellular matrix interactions. Changes in the
expression of specific sialic acids during differentiation
may be useful markers for the degree of cell maturation
(Sierra et al,, 2001; Cerna et al., 2002). Changes in glyco-
sylation have been observed in some congenital diseases
(Aebi and Hennet, 2001; Martin-Rendon and Blake, 2003)
and pathological processes, such as Alzheimer disease
(Guevara et al., 1998), prion protein disease (Rudd et al.,
2002), and cancer (Dennis et al., 1999).

Some glycoproteins have been shown to be affected by
prenatal ethanol exposure (Gottesfeld et al., 1990; Vallés et
al., 1994; Singh et al., 1996; Mifiana et al., 2000; Climent et
al,, 2002; Moore et al., 2004). Furthermore, ethanol is likely
to affect the maturation of neural structures (Noronha and
Druse, 1982; Gnaedinger and Druse, 1984). Gestational
exposure to ethanol is associated with various physical
alterations, such as a dysfunctional central nervous system,
growth impairment, and a number of facial anomalies
known as fetal alcohol syndrome (FAS) (Jones et al., 1973;
Gir et al,, 1989). Clinical dentofacial analyses showed re-
duced tooth size and poor enamel development in children
with FAS (Clarren and Smith, 1978). Delayed calcification
and dental eruption in mice have been reported in off-
spring exposed to ethanol in utero (Herndndez, 1990). Ad-
ditionally, ethanol has been shown to significantly affect
the size and morphology of the tooth germ (Matthiessen
and Romert, 1988; Herndndez, 1990) and to trigger changes
in the expression of some dental glycoproteins (Hernandez
et al., 1996, Jiménez-Farfan et al., 2005).

In this study we use lectins with well known sugar
specificity to identify differences in the sialylation pattern
in tooth germs of prenatal day (PD) 18.5 mice in an effort
to understand the dysmorphogenesis and tissular dental
changes observed in mice exposed to ethanol.

MATERIALS AND METHODS

This study was approved by the Ethics Committee of the
Facultad de Odontologfa, Universidad Nacional Au-
ténoma de México. The maximum tolerated dose in this
study was 20% ethanol. Mice that refused to consume
ethanol during the course of the experiment were ex-
cluded.

Fifteen 8-week-old (21-23 g) virgin female Balb/c mice
were randomly assigned to 2 groups that consumed etha-
nol at different concentrations (11 = 10; 5 mice in each test
group), plus a control group of mice that consumed water
(7 = 5) ad libitum. Animals were fed with standard labo-
ratory food and kept at controlled temperature and 12-hr
light/12-hr dark cycles during the experiment. Ethanol
concentrations in water used in this experiment were 15%
and 20% (absolute anhydrous ethyl alcohol; Mallinckrodt
Baker, Mexico City, Mexico). In all groups, ethanol and
water were administered in 150-ml plastic bottles provided
with a tip to minimize leakage and evaporation. Experi-
mental females were gradually introduced to ethanol

Birth Defects Research (Part A) 73:000-000 (2005)

through a daily increase in concentration until the assigned
level was reached. Then from that point on, 13 weeks were
counted for each treatment group. Afterwards, female
mice were allowed to mate during a 24-hr period, and the
presence of a vaginal plug was considered as embryonic
day (ED) 0.5 (Kaufman, 1995). Ethanol consumption con-
tinued during pregnancy until the fetuses were removed.
Pregnant mice were weighed and observed daily through-
out the experiment to monitor toxicity.

Tooth-Germ Samples

Pregnant Balb/c mice were euthanized by ethylic ether
inhalation and killed by cervical dislocation. The fetuses
were removed and killed by decapitation. PD 18.5 fetuses
were processed from each treatment group. We obtained
the heads from each treatment group to analyze dental
ethanol effects. The heads were fixed in 4% paraformalde-
hyde added with 0.1 M PBS, pH 7.4, for 24 hr. They were
then dehydrated, cleared, and embedded in paraffin. Sec-
tions (4 pm thick) were sliced for histochemistry assays.

Histochemistry

Binding to Sambucus nigra agglutinin (SNA, specific for
NeuS5Aca2,6Gal/GalNAc), Maackia amurensis agglutinin
(MAA, specific for NeuS5Aca2,3Gal) (both from E-Y Labo-
ratories, San Mateo, CA), Macrobrachium rosenbergii lectin
(MRL, specific for Neu5,9Ac) (Vazquez et al., 1993), and
Amaranthus leucocarpus lectin (ALL, specific for NeuSAc/
Galp1,3GalNAc-Ser/Thr) (Zenteno et al., 1992) was done
using the sections previously sliced for histochemistry.
Sections were washed twice in 0.1 M PBS-Ca, pH 7.4 for 5
min, and lectins diluted in 0.1 M PBS-Ca, pH 74 (50
ng/ml) were applied for 2 hr at 37°C. The sections were
thoroughly rinsed with PBS-Ca before they were incubated
for 1 hr at 37°C in ExtrAvidin-FITC (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO; dilution 1:100) followed by 2 5-mun rinses in
0.1 M PBS, pH 7.4. Finally, the samples were mounted with
Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA). The
specificity of the lectin staining was confirmed through
negative labeling using lectins previously incubated with
200 mM of each lectin-specific sugar.

Double Labeling

A trophic factor (EGF-R antibody) was used as a control
to show that differences in the lectin pattern were associ-
ated with changes in a glycoprotein that is important for
dental development, as previously reported (Jiménez-
Farfan et al., 2005). To avoid recognition of the growth-
factor receptor antibody by lectins, the samples were first
incubated with lectins as described above. After incubation
for 1 hr at 37°C in ExtrAvidin-FITC (dilution 1:100), some
samples were incubated overnight at 4°C with the rabbit
polyclonal EGF-R antibody (sc-03, 1:300 dilution) obtained
from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA). The
samples were washed in 0.1 M PBS, pH 7.4, for 5 min.
Lissamine-rhodamine conjugated-affinity purified goat
anti-rabbit IgG (Jackson ImmunoResearch Laboratories,
Canada) was applied for 1 hr at room temperature as a
secondary antibody to EGF-R. The samples were mounted
with Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA). A
semiquantitative method to describe lectin staining was
used. Scores were assigned by microscopic inspection, and
labeling levels were denoted as follows: * (some cells with
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labeling), + (slight labeling), ++ (moderate labeling), and
+++ (intense labeling).

Immunofluorescence Analysis

Single-labeled slides were analyzed with a Leica DMLS
microscope (Leica, Bensheim, Germany) equipped with a
fluorescence illumination system. Using 20X and 100X
oil-immersion objective lenses, images were captured us-
ing the Leica IM1000 program (FITC A = 492; E = 520).

Confocal Analysis

Double-labeled slides were analyzed with an inverted
Nikon microscope equipped with epi-illumination and a
Bio-Rad (Bio-Rad, Mexico City, Mexico) laser confocal sys-
tem. Images were collected with a 40X objective lens.
Images were captured in 2 channels (green for FITC and
red for Lissamine-rhodamine). Images were merged using
the Confocal Assistant 4.02. In the merged image, a yellow
color was interpreted as a colocalization between the 2
markers.

RESULTS

Table 1 shows the mean labeling observed for the 4
lectins used in our study. Reactivity to the lectins in the
control group was observed as follows: The control group
showed reactivity with Sambucus nigra lectin (SNA, specific
for Neu5Aca2,6Gal/GalNAC) in the preameloblasts (apical
cytoplasm) and preodontoblasts, especially in the cusped
areas (Figs. 1A and 2A). Cells of dental papilla (subodon-
toblastic layer), stratum intermedium, stellate reticulum,
and basement membrane were also labeled with SNA
(Figs. 1A and 2A). The dental papilla also showed intranu-
clear labeling, and some papillary cells, subodontoblastic
cells, and preodontoblasts showed colocalization to SNA
and EGF-R (Fig. 2A). The preodontoblasts showed stron-
ger reactivity to Maackia amurensis lectin (MAA, specific for
Neu5Aca2,3Gal) compared to SNA in the control group
(Fig. 1A and Q). Although dental papilla showed slight
MAA labeling, some subodontoblastic cells displayed
stronger reactivity compared to the other cells of dental
papilla (Fig. 1C). Colocalization to MAA and EGF-R was
observed in some preameloblasts, preodontoblasts, and
dental papilla in the control group (Fig. 2C). The control
group showed intense cytoplasmic labeling in the
preameloblasts when Machrobrachium rosenbergii (MRL,
specific for Neu5,9Ac) was applied (Figs. 1E and 2E). The
preodontoblastic cells showed moderate MRL staining
(Figs. 1E and 2E). Amaranthus leucocarpus lectin (ALL, spe-
cific for Neu5Ac/Galp1,3GalNAc-Ser/Thr) was observed
in the inner-enamel epithelium, basement membrane, and
preameloblastic cells (Fig. 1G). Also, dental papilla showed
numerous positive cells and increased labeling in the sub-
odontoblastic layer (specifically in areas of cusp growth;
Fig. 1G). The stellate reticulum, outer-enamel epithelium,
and dental papilla showed colocalization to EGF-R and
ALL (Fig. 2G).

The 15%-~ and 20%-ethanol groups showed similar lectin
patterns (Table 1). Thus, the lectin pattern described here
corresponds to both test groups, as follows: SNA staining
was obscrved in the basal area of the inner-enamel epithe-
lium. The basement membrane showed slight labeling
with SNA (Fig. 1B). The subodontoblastic cells showed
slighter SNA staining compared to the control group (Fig.

Table 1
Lectin Labeling of Dental Structures of 18.5-d§1};
Fetuses from Alcohol-Exposed Pregnant Female Mice

15% 20%
Control ethanol ethanol
group group group
SNA (Sambucus nigra)
Dental papilla ++ + +
Outer-enamel epithelium + * *
Inner-enamel epithelium ++ ++ ++
Stratum intermedium ++ ++ ++
Preameloblast +++ + +
Preodontoblast ++ + +
Basement membrane +++ + +
Stellate reticutum ++ + *
MAA (Maackin amurensis)
Dental papilla + + +
Outer-enamel epithelium +++ ++ ++
Inner-enamel epithelium ++ + +
Stratum intermedium ++ + +
Preameloblast +++ + +
Preodontoblast ++ + +
Basement membrane + + +
Stellate reticulum + + +
MRL (Machrobrachium rosenbergii)
Dental papilla ++ + +
Outer-enamel epithelium ++ + +
Inner-enamel epithelium ++ + +
Stratum intermedium ++ + +
Preameloblast +++ + +
Preodontoblast ++ * +
Basement membrane ++ * +
Stellate reticulum * + +
ALL (Amaranthus leucocarpus)
Dental papilla ++ +++ +++
Outer-enamel epithelium + + +
Inner-enamel epithelium ++ + +
Stratum intermedium + ++ ++
Preameloblast +++ + +
Preodontoblast ++ * +
Basement membrane ++ * +
Stellate reticulum + + +
+, only some cells showed labeling; +, slight labeling; ++,

moderate labeling; +++, intense labeling.

1A and B). Cells of the stratum intermedium associated
with the cusped area displayed SNA staining (Fig. 1B and
2B). The stellate reticulum was scarce and showed poorer
reactivity to SNA compared to the control group (Fig. 1A
and B). Colocalization to SNA and EGF-R was observed in
the preameloblasts, dental papilla, inner-enamel epithe-
lium, and stratum intermedium (Fig. 2B). Nevertheless, all
dental structures showed increased EGF-R staining com-
pared to that of the control group (Fig. 2A and B). The
preodontoblasts showed reduced MAA labeling compared
to that of the control group (Fig. 1C and D). The stratum
intermedium and stellate reticulum showed some cells
positive for EGF-R and MAA (Fig. 2D). The dental papilla
showed EGF-R staining in the cytoplasm and labeling to
MAA in the nucleus (Fig. 2D). The inner-enamel epithe-
lium showed labeling to MAA and EGF (Fig. 2D). A light
reduction of MRL labeling was observed in dental papilla
compared to the control group, and colocalization was
observed in the test groups (Fig. 2F). The inner-enamel
epithclium and subodontoblastic cells showed slight and
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homogeneous MRL staining (Fig. 1F). However, some in-
ner-enamel epithelial cells displayed the strongest MRL
staining in the test groups (Fig. 1F). The outer-enamet
epithelium showed slight staining compared to the control
group (Fig. 1E and F). All dental structures showed label-
ing to EGF-R and MRL in the test groups (Fig. 2F). A lower
number of inner-enamel epithelial cells were labeled with
ALL compared to the control group (Fig. 1G and H). The
stratum intermedium showed some cells with a moderate
reactivity to ALL (Fig. 1H). Cells of the dental papilla
showed an increased staining to ALL compared to the
control group (Fig. 1H and 2H). Diverse areas of ALL and
EGEF-R reactivity were observed in all dental structures,
especially in the inner-enamel epithelium, stratum inter-
medium, stellate reticulum, outer-enamel epithelium, and
dental papilla (Fig. 2H).

DISCUSSION

In this study we used lectins to describe the distribution
of sialic acid and sialylated O-glycosidic sialic acids

Figure 1. A and B: Smnbuicus nigra (SNA: NeuSAca2,6Gal/GalNAc-).
A: Control group. Moderate and intense labeling was observed in
preodontoblasts (po, double arrow) and preameloblasts (pa, white
arrow), respectively. Stronger reactivity was associated with pre-
odontoblasts and preameloblasts in the cusped area (*). Cells of
the dental papilla (dp) were moderately stained (yellow arrows).
Also, the basement membrane (bm) (arrowhead) was intensely
stained. B: 20% ethanol group. Reduced labeling was observed in
preodontoblasts (po, double arrow), preameloblasts (white ar-
row), and the basement membrane (arrowhead). Poor reactivity
and scarce stellate reticulum (sr) were evident. C and D: Maackin
amurensis (MAA: NeuSAca2,3Gal-). C: Control group. Intense
and moderate labeling is seen in the preameloblasts (pa, white
arrow) and preodontoblasts, (po, double arrow), respectively.
Light labeling was observed in the dental papilla (dp). Cells of the
dental papilla close to the preodontoblasts (subodontoblastic
layer, yellow arrow) showed stronger reactivity than the other
cells of the dental papilla. D: 20% ethanol group. Slight labeling
was observed in the inner-enamel epithelium (iee, white arrow).
Reduced reactivity in the inner-enamel epithelium was evident
where the basement membrane was lost (yellow arrow). Cells of
the dental papilla adjoining the inner-enamel epithelium were
poorly stained (double arrow). E and F: Machrobrachium rosenbergii
(MRL: Neu5,9Ac—). E: Control group. Preameloblasts (pa, white
arrow) showed strong staining; the inner-enamel epithelium (iee)
and the preodontoblasts (po, double arrow) showed moderate
staining. The outer-enamel epithelium (oee) showed moderate
reactivity (yellow arrow). F: 20% ethanol group. Poor labeling is
seen in the basement membrane (bm) where membrane integrity
was lost (arrowhead). Some of the inner-enamel epithelial cells
stained more strongly than others (white arrow). Somewhat re-
duced staining was observed in the outer-enamel epithelium (yel-
low arrow) than in the control group, in which more positive cells
were seen. G and H: Amarantlus lencocarpus (ALL: NeuSAc/
Galp1,3GalNAc-Ser/Thr—). G: Control group. The preameloblasts
(pa, white arrow) showed more reactivity specifically on cusped
areas (asterisk). Similar staining was observed in cells of the dental
papilla (dp, arrowhead) and the preodontoblasts (po, double ar-
row). Also, increased labeling in areas closed to the preodonto-
blasts (subodontoblastic layer) (yellow arrow) was cvident. H:
20% ethanol group. Some of the inner-enamel cpithelial cells (iee)
showed slight labeling (white arrow). The stratum intermedium
(si, yellow arrow) had cells with increased staining compared to
the control group. Some cells of the dental papilla showed stron-
ger reactivity compared to the other papillary cells (asterisk).
Large scale bar = 50 wm. Short scale bar = 10 pm.

(NeuSAca2,3Gal/GalNAc, NeuSAca2,6Gal/GalNAc, and
Neu5,7,9Ac) and NeuS5Ac/Galpl,3GalNAc, expressed in
the morphogenesis of the lower first molar in PD 18.5 mice
of mothers that consumed ethanol during pregnancy. Pre-
vious studies of dental structures that used lectin histo-
chemistry showed increased sialic acids, acetyl-glu-
cosamine, a-D-mannose, and a-D-glucose in the basement
membrane, odontoblasts, and ameloblasts during the dif-
ferentiation process (Meyer et al., 1981; Jowett et al., 1994;
Lemus et al., 1996, 1997), as well as during postnatal stages
(radicular formation and secretion of cementum) (Sasano
et al., 1992).

Glycosylation of proteins is an enzymatic co- and post-
translational process that takes place mainly in the endo-
plasmic reticulum and Golgi apparatus (Lis and Sharon,
1993). Glycoconjugates (glycoproteins or glycolipids) par-
ticipate in important cellular functions associated with nor-
mal development, growth, communication, and survival
(Jiirgen, 1987; Hennet and Ellies, 1999). Abnormalities in
the expression of O-glycans are related to a number of
biological functions that become altered in certain disor-
ders, such as neurodegenerative diseases, immunological
responses, and neoplasms (Guevara et al., 1998; Jiménez-
Martinez et al., 2002).

Glycoconjugates that contain sialic acids have been of
particular interest in development studies. Sialic acid be-
longs to a family of 9-carbon carboxylated sugars that are
usually found at the outermost portions of vertebrate oli-
gosaccharides. The most common sialic acid is Neu5Ac,
which may be considered the precursor of all other sialic
acids. Diversity in sialic acids is generated by the glyco-
sidic linkage at carbon 2, which results in most animals in
NeuSAca2,3 or 2,6 linkages of hydroxyl groups of galac-
tose, or the 6-hydroxyl group of GlcNAc or GallNAc resi-
dues (Schauer, 1982). Because of their terminal position in
the oligosaccharidic side chain, a likely role has been sug-
gested for them in cell-to-cell interactions, as well as a
potential role as receptors of various recognition molecules
in the surface of several different embryonic cells (Fazel et
al., 1989).

Our study shows that the inner-enamel epithelium,
preameloblasts, preodontoblasts, and basement membrane
were labeled with SNA, MAA, MRL, and ALL in the
control group. Their distribution varied between the cyto-
plasm and the nucleus, and was also related to the cell
differentiation stage. Therefore, dental papilla (mesenchy-
mal origin) was poorly reactive to MAA, which recognizes
Neub5Aca2,3Gal/GalNAc. These findings suggest that the
NeuSAca-2,6Gal/GalNAc expression may be more in-
volved in cell differentiation than Neu5Aca2,3Gal/Gal-
NAc, as previously shown in studies of colon carcinoma
(Dall’'Olio et al., 1996) and various human and rat tissues
(Kaneko et al., 1995). In the control group, areas that had
stronger labeling in relation to the different lectins were
preameloblasts, preodontoblasts, and cells close to the
basement membrane (subodontoblastic layer) or associ-
ated with the cusped areas. An interesting substitution of a
sialic acid (9-0-acetyl sialic acid) that is identified by the
lectin from freshwater prawn Macrobrachium rosenbergii
(Vazquez et al., 1993) was observed mainly in preamelo-
blasts and preodontoblasts in the control group. The pres-
ence of this residue was reduced significantly in the inner-
enamel epithelium and dental papilla of test groups.
Nevertheless, the lectin ALL, which recognizes sialylated
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Figure 2. Lectins were marked with FITC
green) and EGF-R with Lissamine-rhodamine
(red). Colocalization is shown in yellow. A and
B: SNA/EGF-R. A: Control group. Colocaliza-
Hon was observed in some cells of the dental
papilla (dp, double arrow) and preodontoblasts
(po, red arrow). The preameloblasts (pa, white
arrow) and basement membrane (bm, arrow-
head) showed the strongest labeling. B: 20%
ethanol group. The dental papilla (dp, double
arrow), inner-enamel epithelium (iee, white ar-
row) and preodontoblasts, (po, red arrow)
showed numerous cells with colocalization. La-
beling with EGF-R was increased in the dental
papilla, inner-enamel epithelium, and stratum
intermedium (si). C and D: MAA/EGF-R. C
Contro] group. Cells of the dental papilla (dp,
double arrow) and preodontoblasts (po, red ar-
row) showed colocalization. Also, the
preameloblasts (pa, white arrow) showed colo-
calization and specific zones recognized by
EGF-R. D: 20% ethanol group. Colocalization
was observed in the inner-enamel epithelium
(iee, white arrow). The dental papilla showed
cytoplasmic and nuclear staining to EGF-R and
MAA, respectively, The basement membrane,
(arrowhead), stratum intermedium, and stellate
reticulum (red arrow) showed strong labeling,
to EGF-R. E and F: MRL/EGF-R. E: Control
group. Lectin labeling was predominant in this
group. Preodontoblasts (po, red arrow) and
dental papilla (dp, double arrow) showed mod-
crate stamning. The preamceloblasts (pa, white
arrow) showed strong labeling to MRILF: 207,
cthanol group. Colocalization was observed in
vuter-cname! epithelium (oce, arrowhead), in-
ner-enamel epithelium (iee, white arrow), den-
tal papilla (dp, double arrow), and some pre-
odontoblasts (po, red arrow). Also, the inner-
enamel epithelium, stellate reticulum (sr), and
stratum (s1) showed arcas with increased stain-
ing to EGI-R. G and H: ALL/EGF-R. G: Con-
trol group. Predominant fectin staining was ob-
served. Colocalization was observed in some
cells of the stellate reticulum (sr, red arrow),
dental papilla (dp, double arrow), and outer-
enamel epithelium (oee, arrowhead). H: 20%
ethanol group. Colocalization was observed in
the dental papilla (double arrow), the inner-
enamel epithelium (iee, red arrow), basement
membrane (bm, arrowhead), and outer-enamel
epithelium (white arrow).
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O-glycosidically linked glycans (NeubAc/GalB1,3GalNAc-
Ser/Thr) in specific protein backbones (Zenteno et al,
1992), showed reduced labeling in the inner-enamel epi-
thelial cells and areas with increased reactivity in the den-
tal papilla under the experimental conditions. These re-
sults suggest that only some sialic acids are necessary for
adequate functioning of dental papilla and inner-enamel
epithelium, but the efficient expression of these sugar
types is necessary in cells with the potential to differentiate
into preodontoblasts or preameloblasts. Our experiments
showed that preodontoblasts and preameloblasts associ-
ated with the cuspids were principally affected, as previ-
ously reported (Jiménez-Farfan et al., 2005). The point at
which the internal-enamel epithelial cell maturation first
occurs represents the site of future cusp development, or
the growth center (Ten Cate, 1998). Thus, the cells without
characteristics associated with preodontoblasts and
preameloblasts (Ten Cate, 1998) were also related to areas
with loss of basement membrane and delayed cusped de-
velopment. These changes were also linked to reduced
expression of sialic acids and GalNAc. This distribution
suggests that sialic acids recognized by SNA, MAA, and
MRL, and GalNAc recognized by ALL may mediate some
epithelial-mesenchymal interactions during the bell stage
of normal dental development. The basement membrane is
a specialized extracellular matrix composed of diverse gly-
coconjugates (Garbarsch et al., 1994; Engvall, 1995). It has
been shown that tissue-specific regulation of the basement
membrane is necessary for alignment, polarization, and
differentiation of the papillary dental cells resulting in
odontoblasts, and that the disintegration of this membrane
triggers the terminal differentiation of ameloblasts
(Thesleff and Hurmerinta, 1981; Ruch et al., 1995). Qur
results show that the experimental groups had delayed
differentiation of the inner-enamel epithelium and dental
papilla that did not correspond to their age and dental
development stage (Theiler, 1989; Ten Cate, 1998). Taking
into account the important role of the molecules of the
basement membrane and receptors in the cell surface for
dental development, it is likely that if any change occurred
in these interactions, the morphogenesis and cytodifferen-
tiation of tooth germs would in turn be affected (Ruch,
1987).

Several glycoproteins play an essential role in craniofa-
cial development (Johnston and Bronsky, 1995; Yamane et
al.,, 1997; Miettinen et al., 1999; Heymann et al., 2002).
Glycoproteins of the EGF family are associated with dental
size, cusp formation (Thesleff et al., 1983; Partanen et al.,
1985; Hu et al.,, 1992), and the maintenance of epithelial
dental structures, dental papilla, and ameloblasts (Martin-
eau-Doizé et al.,, 1991; Casasco et al., 1994; Tanikawa and
Bawden, 1999). Dental effects in mice exposed to ethanol in
utero (delayed calcification, retarded dental eruption, re-
duced tooth size, disturbed morphogenesis, and altered
expression of EGF members) were previously reported
(Herndndez, 1990; Hernandez et al., 1996; Jiménez-Farfan
et al., 2005). Previous results suggested that higher ethanol
concentrations affect dental morphology and the presence
of EGF receptors, and may be associated with changes in
tooth-germ cellular proliferation and differentiation of the
cells that lead to the production of cnamel and deatin
(Jiménez-Farfan et al, 2005). Our study demonstrates
changes in carbohydrate recognition in those cells associ-
ated with the production of enamel and dentin at later

stages. Our. results suggest that ethanol may affect
preameloblasts and preodontoblasts early in development,
when these cells are acquiring the specific characteristics of
secretory cells (Ten Cate, 1998). These alterations may de-
termine the clinical enamel appearance previously ob-
served in children of alcoholic mothers (Clarren and Smith,
1978), and explain the altered secretion reported in amelo-
blasts of minipig fetuses exposed to ethanol (Matthiessen
and Romert, 1988).

Diverse growth factors have cooperative or antagonistic
effects with other glycoproteins present in the extracellular
matrices to enable growth, morphology, and function. We
observed that more than 1 moiety could be altered and
affect the way in which these glycans were presented or
recognized at the cell membrane. Some studies have re-
ported that prenatal ethanol exposure affects the integrity
of the cell membrane (through an effect in protein synthe-
sis and lipids) and its transport (McCall et al., 1989; Renau-
Piqueras et al., 1997). Also, ethanol may induce the reten-
tion of nascent proteins (Larkin et al., 1996). Our results
agree with those of a previous study in which the histo-
logical dental pattern was affected (Jiménez-Farfan et al.,
2005). These changes may alter the permanence of glyco-
proteins located inside or close to the cytoplasmic mem-
brane.

Glycosylation is a complex process in which diverse
organelles, signaling pathways, and enzymes interact. This
coordinated activity allows some deficiencies to be con-
trolled during the formation of glycosylated moieties,
avoiding their secretion. In this respect, it appears that
while some sialic acids have a normal function inside the
nucleus of dental cells, their presence is altered under
experimental conditions. The mitochondria (Matthiessen
and Romert, 1988; Xu et al,, 2005), cytoskeleton (Azorin et
al., 2001), endoplasmic reticulum (Matthiessen and Ro-
mert, 1983), and Golgi apparatus, as well as the enzymes
associated with glycosylation, are altered by ethanol expo-
sure during development (Renau-Piqueras et al., 1987,
1997; Guasch et al., 1992; Estrada et al., 1996). Previous
reports demonstrated that some glycoproteins may be af-
fected in fetal mice exposed to ethanol (Henderson et al.,
1989). Also, ethanol can increase glycoprotein expression
(Gottesfeld et al., 1990; Valiés et al., 1994; Moore et al.,
2004), decrease glycoprotein expression (Hernandez et al.,
1996; Kim and Druse, 1996; Singh et al., 1996; Climent et al.,
2002), or induce intracellular accumulation (Vallés et al.,
1994). According to the present study, in which areas of
colocalization were observed, it appears that differences in
lectin distribution are associated with >1 glycoprotein in
the tooth germ. In this study we showed the sialylation
pattern of normal tooth germ and how it changed when
ethanol was present in the dental environment. These re-
sults suggest that changes in the sialylation pattern prob-
ably occur as a result of an alteration of the regulated
expression of different sialyltransferases (Harduin-Lepers
ct al, in press). These observations also suggest the rele-
vance of the interactions between an adequate sialylation
process and growth-factor signaling.

Changes in sugar moicties occur during normal embry-
onic craniofacial and dental development (Partanen and
Thesleff, 1987; Tanikawa and Bawden, 1999; Wise et al.,
2002; Yamamoto et al., 2003). Sialic acids influence cellular
enzymatic and receptor functions during tissue prolifera-
tion and differentiation. This recognition determines the
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inter- and extracellular interactions. Our results agree with
previous studies (Sierra et al.,, 2001; Cerna et al., 2002) in
which changes in the expression of specific stalic acids
during cellular differentiation were shown to be good
markers for determining the degree of cell maturation. Our
results suggest that higher ethanol concentrations affect
the sialylation pattern, and that these concentrations may
be associated with changes in tooth-germ cellular prolifer-
ation and differentiation in mice. It remains to be deter-
mined whether changes in the glycosylation machinery
(ie., organelles, enzymes, and adaptors) and the expres-
sion of other growth factors present during dental devel-
opment are related to the loss of differentiation observed
under our experimental conditions.
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