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“ASPECTOS MORFOHISTOQUIMICOS DE LA INDUCCION
EPITELIO-MESENQUIMA EN LA ORGANOGENESIS
DENTAL.

Ferrarts, Maria Ersa G. pe *, Fonseca, MIGUEL Mario *°,
GenpELMAN, HficTor **°

RESUMEN

Se describen las secuencias cronolégicas de las caracteristicas morfo-his-
toquimicas de la organogénesis dentaria, previo a la etapa aposicional, que
fueron las siguientes:

1) positividad Aldehido Fucsina de la membrana basal (futura conexién
amelo-dentinaria);

9) aumento del nmimero de capas celulares-en el estrato intermedio, con
metacromasia y alcianofilia en el reticulo estrellado;

3) metacromasia y alcianofilia en la papila, con diferenciacién de odonto-
blastos baséfilos en su periferia;

4) depésito- dentinario alcianofilo y PAS -, con cambio de polaridad de
los ameloblastos baséfilos y posterior secrecién de matriz adamantina
ligeramente PAS . . .

La variante técnica de oxidacién con 4cido peryodico durante 10°, reac-
tivo de Schniff 15° y la posterior e inmediata aplicacién de metenamina plata
71 hora a 609C, permite identificar con nitidez sustancias peryodatos reactivas
como el glucégeno y los componentes reactivos de la membrana basal.

SUMMARY

Morphohistochemical aspects of epithelium-mesenchima induction in dental
crganogenesis '

Chronologic sequences of dental organogenesis morphohistochemical cha-
racteristica are described prior to appositional stage. They were the following:
1) Basal membrane Fuchsin Aldehyde positive (future amelo-dentinal junc-
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tion). 2) Increase of cellular layers-in intermediate stratum with metachroma-
sia and alciarophilia in stellate reticulum. 3) Metachromasia and alcianophilia
in papilla with differentiation of basophile odontoblasts on its periphery.
4) Alcianophile dentine deposit and PAS - with basophile ameloblasts polarity
change and posterior secretion of adamantine matrix sligtly PAS --. Technical
oxidation variation with periodic acid during 10°, Shiff reactive substance 15
and the posterior and inmmediate apphcatlon of methenamine silver 1 hour
at 600C allows to identify clearly reactive substances to periodic acid like
glucogene and basal membrane reactive components.

En la etapa embrionaria de los mamiferos la diferenciacién
desarrollo v crecimiento de -varios érganos incluido los dentarios,
depende de las influencias inductoras ejercidas por los tejidos entre

si (8-9-15).

Los conocimientos sobre la induccién epitelio-mesenquima (EM )
o interdependencia tisular en la organogénesis dentaria, sugieren que
el principal efecto inductor lo ejerce el epitelio interno del 6rgano
del esmalte sobre el mesénquima adyacente determinando la orga-
nizacién de la papila vy la postenor diferenciacién de los odontoblas-
tos en su superficie (18-23-26).

El depésito de la primera capa dentinaria por los odontoblas-
tos, da lugar al cambio de polaridad de los ameloblastos j6venes en
ameloblastos adultos (maduros o secretores). Se inicia asi la secre-
cién de la matriz organica del esmalte sobre el depésito de dentina.
Es decir, que el desarrollo y crecimiento del germen dentario
esth sujeto a la interaccién de los tejidos embrionarios: Organo de
esmalte (ectodermo) - papila dental (mesodermo) entre si, efecto
inductor observado tanto “in vivo” como “in vitro” (11-13-15-30-33).

Siendo el proceso inductivo muy complejo por las modificacio-
nes y cambios que se dan a nivel morfolégico y quimico, su meca-
nismo exacto se descorioce atin y ofrece aspectos a investigar en es-
pecial, aquellos que ocurren -antes o durante la diferenciacién de
las células principales (ameloblastos, odontoblastos) y en la etapa
de secrecién de sus respectivas matrices orgAnicas.

Asf mismo la membrana basal (MB) situada. entre. el epitelio
y conjuntivo es una estructura cuya constitucién y origen mo estd
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bien aclarada. Se acepta en general formada por dos capas bésicas:
1) la que estd en contacto con la'membrana plasmiética de las célu-
las del epitelio, constituida por finisimas fibrillas de coldgeno tipo

IV embebidas en una matriz intercelular de origen epitelial llamada

lamina basal y 2) la otra capa situada més profundamente formada
por fibras de reticulina de origen conjuntivo embebidas también en

.sustancia amorfa (10-19-23-32).

Esta membrana evidenciable histoquimicamente con el PAS
‘(glicoproteinas)' y con'los métodos argénticos (componente reticu-
lar) se encuentra presente en todos los lugares donde existe tejido

sgpitelial en relacién con el conjuntivo, ya sea en circunstancias nor-

males o patolégicas (5-6-10-20-22).

La MB este sujeta continuamente a cambios (fenémenos de
polimerizacién y despolimerizacién) (22) v ‘se sugiere en los tra-
bajos de cultivos sobre inducciéon E.M., que constituye un factor im
portante para la diferenciacién celular y organogénesis dental (12-
13-14-30-33). ‘ '

Por ofro lado, histoquimicamente en relacién a cste préceso n-
ductivo, se ha descrito la deteccién de MPSA * o GAGS °* visibles
por metacromasia (ATO), glucdgeno y fosfatasa alcalina en las areas
préximas a los tejidos dentarios en formacién (3-4-16-18-34).

El contenidc de ARN se incrementa en las células ameloblésti-
cas y odontoblésticas concomitantes con su especializacién y orga-
nizacién celular {3-4-7).

Nuestro objetivo es ordenar cronolégicamente la secuencia de
datos morfohistoguimicos que acontecen en la histodiferenciacién
del 6rgano dental previos a la etapa aposicional, el papel que de-
sempefia la MB a nivel de microscopia dptica y los probables cam-
bios. en su caraclerizacién histoquimica, en velacién a los momeatos
del niecanismo inductivo. Estos datos podrian ser uilizados en el
estudio de los fendémenos de induccién, priucipalmente en la” pato-
logia neopldsica.

® MPSA: mucopolisacaridos acidos.
#® GAGS: glocosamifioglicanes.
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MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 12 cabezas de embriones humanos (de 6 a 12
semanas, obtenidos de abortos espontineos) y 15 cabezas de em-
briones de ratas Wistar de 14 a 20 dias de vida intrauterina segin
tabla de Farris v Griffith (2) sobre histogénesis dentaria en rata.
El material en este caso se obtuvo sacrificando el animal madre en
los Hiempos arriba establecidos.

La fijacién del material se realizé en Formol- Aleohol pH 7. Cinco
de las cabezas humanas se descalcificaron en Rossman. Se inclu-
yeron en parafina y la orientacion de los cortes se realizd en planos
frontales y sagitales. Se colorearon con Hematoxilina eosina y también
impregnacién argentina reticulina coldgena (20-21).

Reacciones histoquimicas: Acido Peryodico de Schiff (PAS).
Diastasa PAS (1-19-28), Acido Pervodico 20° metena:nina - plata 60’
en oscuridad (31), PAS metenamina plata (Acido perycdico 10°
Schiff 15" metenamina plata a 60°C 1 hora en oscuridad); Alcian
blue pH 1 y 2,5; Alcian blue previa digestién con hialuronidasa tes-
ticular ovina (18-28), Azul de toluidina pH7 y 3,5 con y sin deshi-
dratacién alcohélica, Azul de toluidina pH1 (1-19-28), Aldehido
Fucsina (Halmis) - Hialuronidasa Aldehido Fucsina (28).

Para control de las reacciones hlstoqmmlcas se us6 cartilago
'y mucosa bucal.

‘RESULTADOS

No encontramos diferencias histoquimicas notables entre el ma-
terial humano y de ratas. En los primeros estadios de brote y cas-
quete la mucosa bucal en el epitelio presenta abundznte glucodgeno
en el estrato mucoso, siendo escaso o nulo a nivel de las células ba-
sales, destacindose la MB PAS + que la separa del mesénquima
-embrionario. Esta membrana basal es rica en fibras de reticulina
y presenta indeniaciones que penetran entre las células epiteliales.

La lamina dental muestra un contenido de glucégeno (PAS -+
Diatasa labil) menor que el epitelio bucal y su MB es PAS y reticu-
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FIGURA 3. — Fotomlcrografla de un fohcu]o dentano humano PAS - metena-
mina plata. 40 X m: membrana basal. g: glucégeno.

lina positiva. Con la técnica de PAS - metenamina plata, se logra
una mejor visualizacién de las sustancias peryodatos reactivas (Fi-
guras 1, 2 y 3).

El casquete, futuro 6rgano del esmalte presenta material PAS +
en su zona central al comenzar la etapa de campana (que se iden-
tifica estructuralmente por la presencia del estrato intermedio). El
glucbgeno tiende a desparecer y solo es detectado en la zona de
fusién del epitelio externo con el saco dentario.

Sz identifican MP.S. 4cidos en el reticulo -estrellado y en el

cpitelio interno o Preamelobléstico. Este ltimo se caracteriza por su
basofilia en aumento con la diferenciacién y especializacién celular.
La MB futura conexién amelp dentinaria, presenta .cambios

histoquimicos previos al comienzo de la denhnogenesm por. los odon-
toblastos. Esta MB llamiada tambien - preformafiva; es” Aldehido
Fucsina + metacromatica al ATO a pH 7 y 3,5; v alciandfila a pH
2,5. (Fig. 4-5-6-7). |
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Ficura 4. — Fotomicrografia
de un foliculo dentario humano.
Aldehido-fucsina vy verde bri-
llante 60 X. m: membrana ba-
sal. e: epitelio interno.

« e
3 ‘u; f:"v o Pl

Ficura 5. — Fotomicrografia en detalle de la figura anterior. 100 X. m: mem-
brana basal. e: epitelio interno. :
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-2 i R ol R

Ficura 6. — Aldehido fucsina. 100 X. m: membrana basal positiva. e: epi-
telio interno.

Ficura 7. — PAS - Hematoxilina - 200 X. a: ameloblastos. b: predentina.
c: odontoblastos. d: reticulo estrellado. e: estrato intermedio.
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Su metacromasia es parcialmente 14bil al alcohol etilico.

Con la hialuronidasa  (testicular ovina) desaparece la alciano-
filia y la reaccién positiva al Aldehido Fucsina de la MB. Se in-
terpretarfa como que en esta etapa aparecen 4cido hialurénico y
condrointinsulfatos de tipo 4-6. Es PAS + diastasa resistente (gli-
coproteica). Al método reticulina coligeno presenta escasa canti-
dad de fibras. En relacién con la MB y en la periferia de la papila
observamos una estrecha zona alcianéfila y metacromatica, previa
al depésito de la dentina, los odontoblastos son fuertemente ba-
séfilos.

Sc resumen los hallazgos en 12 tabla L.

DISCUSION

En el desarrollo dentario se han postulado las siguientes posi-
bilidades de interaccién: a) por contacto directo de célula a célula;
b) a distancia por difusién de sustancias; c) interaccién mediante
material intercelular rico en coldgeno, GAGS y glicoproteinas. Pero
la histodiferenciacién tanto “in vivo” como “in vitro” depende de la
proximidad de los tejidos epitelial y mesenquima (13-15-29-30-33).

En nuestras observaciones con la reaccién de PAS e impregna-
ciones argenticas, la MB estd presente desde el estadio de brote y
su nitidez se hizo mas evidente en la etapa de campana, coinci-
diende con el avmento de células del Estralo Intermedio y la dife-
renciacion odontoblastica en la periferia de la papila. Con el empleo
del Aldehido Fucsina (Halmis) se identifica facilmente en esta eta-
pa su positividad por el contenido en 4cido hialurénico y condroitin-
sulfato 4-6; dificiles de visualizar y valorar con el Alcian blue y por
metacromasia, (pudiendo influir en este ‘aspecto la descalcifica-
cién).

En un trabajo anterior (4) no observamos cambios a nivel de
la MB ya que la metodologia empleada no incluia el Aldehido Fuc-
sina. Estos componentes quimicos de la membrana jugarian un pa-
pel importante en la iniciacién de la dentinogénesis.
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TABLA 1

'ETAPAS

PAS

CALCIAN BLUE

- TASA: :
BROTE Y CASQUETE-"V' . ‘ gzlf\z;:‘g ,?AS‘ ' D”'-\Psilx;\ i MET. AG. [PH 1 ] PH 25 PH 1 ?ZU!;_:H T305L UmllNA PH 7 ALDEH‘ FUCSINA
MUCOSA BUCAL + — -+ -l =|=1]|=—]o}lololo - -
MEMBRANA BASAL - (vB) -+ “+ + + —|—-|=-|—-1]o0o]lo}lo o - -
LAMINA  DENTAL ‘ + - + — il -]l =10 1lalolo - —
M.BASAL + + + + —{ = =-{—]o oo |o - -
ETAPA DE CAMPANA :
ER EXTERNO + + Tl-l=]=]=]o]olo]o _ _
RETICULO ESTRELLADO + -+ + 4+l + = Imlimlim|m - -
ESTRATD INTERMEDIO - - - - — === % e ” -
EPITELIO INTERNO O AMEL. + ] ] 2 -] -]-]=-]0o]o|o]o - -
M. BASAL + + + + — {4+ =] =M MM |M + -
MATRIZ ADAMANTINA + ot + — =11 -1lolololo _ _
PAPILA ‘ e -+ + — -+ _ — | M M — —
MATRIZ DENTINARIA + ¥+ +7 o+ =+ == + -
' HL DA DA | HL
0: ORTOCROMASIA M: METACROMASIA DA i DESHIDRATACION ALC. HL : HIALURONIDASA




REVISTA DE LA FACULTAD DE ODONTOLOGIA

" Con las técnicas de plata (el componente reticular) se destaca
especialmente en la primera zona de diférenciacién del epitelio in-
terno (nivel de futura cispide o borde incisal), caracteristica que
se thantiene hasta el comienzo de la dentinogénesis, aunque en este
momento mostré un menor contenido fibrilar.

No pudimos corroborar que la membrana preformativa o amelo
dentinaria presenta mayor PAS -+ antes de la formacién de pre-
dentina- (16). .

Policard (22) menciona que MB podria presentar cuadrointin-
sulfatos asociados al material glicoproteico, v otros depdsitos de sus-
tancias, tales como carbonatos de calcio, hidroxiapatita v compues-
tos ferruginosos. Nuestros hallazgos, corroboran estas descripciones
y guardan relacién con la dentinogénesis en su etapa inicial.

Utilizando la técnica del dcido peryodico-metenamina plata,
el 4cido peryodico libera grupos aldehidos los cuales reducen
la metenamina plata a plata metdlica que finalmente precipita. Es-
ta técnica fue introducida por Gomori en microscopia Optica utii
zando el 4cido crémico. Posteriormente el icido crémico fue reem-
plazado por.el 4cido peryodico (18). Es considerada inespecifica
ya que la plata puede reducir grupos que no han sido oxidados
como por ejemplo melanina, células cebadas y células argentafines.
También reacciona con los grupos sulfidrilos (-SH) ademas de
los 1-2 glicoles, por lo que la tincién de estos dltimos se harfa ines-
pecifica. Su especifidad puedc controlarse con testigos en donde se
omite la oxidacién (25). _ : .

El tiempo de aplicacién de la metenamina plata es de 1 hora
a 60c C en la oscuridad. cuidando que no pase de un color castafio
para evitar groseras precipitaciones de la plata (25). '

Actualmente se emplea esta técnicd, para los estudios de carbo-
hidratos complejos a nivel de microscopia electrénica, (24-25).

Nuestra variante técnica del Acido peryodico 10" Schiff 15" y
metenamina plata 1 hora a 60°C, permite una visualizacion més
nitida ‘de los compuestos peryodatos reactivos. La metenamina pla-
ta potencia la reaccién a cargo del Schiff, sobre los grupos aldehi-
dos liberados. Esta interpretacién fue corroborada “ex situ” 4l mez-
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clar la metenamina al reactivo de Schiff lo que produce un rdpido
e inmediato cambio de la fucsina decolorada en coloreada.

La estrecha zona alcianofila y metacromatica préxima a la MB,
situada en la periferia de la papila podria corresponder a la deno-
minada matriz extracelular o interfase rica en colageno y GAGS-
(12-13-27-29) por su respuesta histoquimica, caracteristica que se
mantiene una vez diferenciado los odontoblastos y desaparece al
comenzar la secrecién de la matriz dentinaria. La intensa basofilia
citoplasmatica de ameloblastos y odontoblastos al comenzar la sin-
tesis de sus respectivas matrices organicas, son caracteristicas iden-
tificadas en trabajos anteriores (3-4-7) donde el ARN citoplasm4-
tico alcanza el mayor grado de apetencia tintorial detectado por ci-
toquimica y fluorotincién (acridina-orange).

La metacromasia observada en la papila y sustancia intercelu-
lar del RE, coincide con los hallazgos de Wislocki (34) en dientes
humanos en desarrollo. Esta capacidad se pone en evidencia duran-
te la organogénesis, para luego disminuir o desaparecer en la pulpa
del diente adulto (16-18-26).

Acorde a estos hallazgos podemos concluir que las etapas cro-
nolégicas desde el punto de vista morfo histoquimico en la diferen-

ciacién del érgano dental, en nuestro trabajo son las siguientes:

1) La MB futura conexién AD se observa nitidamente desde las
primeras etapas en su componente reticulinico y PAS 4. La po-
sitividad al Aldehido Fucsina se manifiesta previo a la denti-

nogénesis.

2) Aumento del nimero de capas del E. Intermedio en el sitio
que corresponderd a nivel de futuras ctispides o borde incisal.

3) Especializacién del Ep. Interno preameloblastos, Metacroma-

sia y Alcianofilia en reticulo estrellado y Est. Intermedio.

4) Metacromasia y alcianofilia en la papila sobre todo en el estre-
cho espacio Opticamente amorfo que la contornea, con diferen-

ciacién de los odontoblastos en la periferia.
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5) Déposito dentmano con sunultaneo cambio de polaudad de

los amelobldstos .

6) Odontoblastos baséfilos y matriz dentinaria con ligera meta-

cromasia, PAS + y alcianofilia.

) Ameloblastos con basofilia intensa y denésito de matriz de es-

malte que presenta ligera PAS +.
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