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Los colorantes hasicos azul de toluidina v tionina tifien muchas
celulas y substancias del cuerpo en azul, y simultaneamente de piir-
pura o rojo a otros elementos. Se trata d olorantes metacromati-

cos, y las substancias que se dejan por ell s tenir se llaman meta-
cromaticas.

Las principales substancias metacromaticas son: el acido muco-
polisacarido, incluido el moco, los granulos de las células arboriza-
das ("mast granules™), la matriz de los cartilagos hialinos v elésti-
cos, el humor vitreo vy las substancias fundamentales de una de las
variedades de tejido conectivo.

“Enfa literatura dental, la mencidén de los mucopolisacaridos o de
las substancias metacromaticas estd limitada a los periodos de des-
arrollo. Letterer (1932) refiere que la pulpa del diente en desarrollo
contiene tejido mucoide (“schleimgewebe’). Holmgrem (1940) des-
cribe muy brevemente la presencia de substancias cromotropicas (4ci-
do mucopolisacarido metacromatico) en el éreano del esmalte hu-
mano y en la papilla dental de dientes de fetos humano v en algunos
roedores. Sin embargo, no se hace mencién a la presencia de stbs-
tancias cromotropicas en el diente después del nacimiento. Sylvén
(1941) cita a Koelliker, Letterer v Holgren como habiendo descrito
ia -existencia de tejide mucoide en el estroma de la papila dental;
s embargo, se refiere en un capitulo dedicado a las substancias cro-
motropicas en el organismo adulto, proporcionando asi una falsa im-
presion del estado actual del problema.

La presente investigacion tiene por objeto demostrar la presencia
de substancias metacromaticas en el diente de feto humano, asi como
en el de adulto, en el diente de mono v en el de cerdo. En el diente
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de tfeto humano, la existencia es abundante en el reticulo estrellado

1

del organo del esmalte y en la substancia fundamental de la pulna.
b el diente de aduito humano v en el de mono sélo existe en peque-
nas proporciones en la pulpa, pero existe abundante en los tibulos
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dentinales, S embargo, en el diente del cerdo, en su constante des--
arrollo existe abundante en la pulpa y dentina. |

Fllo supone la evidencia de que la substancia metacromatica es
debida a la presencia del acido mucopolisacaride. Kl postble papel
fisiologico de estas substancias en el desarrollo del diente sera tratado
mas tarde. La presencia de mucopolisacaridos en la dentina no pa-

rece haber sido observada antes ni por los histologos ni por los qui-
1111COS. |

En adicion a la metacromasia hemos mvestigado el glicogeno v
colageno en el diente por una variedad de métodos, vy los lipidos por

la ticcion sudan negro B.

MATERTAL Y METODOS

- Material—El material humano comprende los maxilares dé un
feto de tnas diecisiete semanas aproximadamente de edad (altura co-
ronaria, 130 mmnu) y dientes humanos de adultos de catorce a cua-
renta anos de edad.

Fi4 material de monos, incluidos los de la denticion temporal, asi
como los de la permanente, todavia no eruptados, fueron obtenidos

de dos monos (Macaca mulatta) entre uno v dos anos de edad.

El material de cerdo de Guinea consiste en incisivos v molares
de dos animales adultos.

Preparacion de los cortes—Dado que el empleo de acidos para
la decalcificacion hubiera perjudicado la histoquinua del diente, en
esta investigacion se procedio sin la previa decalcificacion. l.os dien-
tes adultos humanos y de mono v cerdo fueron cuidadosamente par-
tidos, y la pulpa de algunos de ellos, retirada y fijada. las pulpas
fueron embebidas en parafina, preparandose secciones de cinco micras.

Otros dientes abiertos fueron colocados en varios fijadores. De
estos dientes fueron obtenidos cortes de 20-25 micras, que fueron te-
nidos histologicamente. Varios dientes de los sin haber eruptado, dien-
tes permanentes de mono, fueron preparados de la misma manera.

Los maxilares del feto humane {fueron fijados, embebidos en pa-
rafina y seccionados sin recurrir a la decalcificacion LEsto fué posi-
ble porque solamente existian indicios de dentina v esmalte en algu-
nos foliculos dentarios. _

Fijacion v métodos de ticcron.—Para la demostracion de los mu-
copoiisacaridos metacromaticos en los dientes fueron éstos fijados
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- tenidos con €l método de Holmeren v Wilander (1927) v el de
b S - T

Holgren (1940), modificado por Sylven (1941). Ambos métodos son

satisfactorios, pero el proceder de Sylven (1941) proporciona mejo-
res resultados. | |

Sviven recomienda.la fijacion de los tejidos en una solucion acuo-
sa al 4 por 100 de acetato de plomo basico (*) durante veinticnatro
horas, seguido de la postfijacion en formalina neutra al 10 por 1eo

durante otras veinticnatro horas. Los cortes desparafinados se tifien
en una soluciton alcoholica (6’3 a 40 por 100) de tdluidina azul (0’2
a I por 100) duranet diez a treinta minutos. Los autores han em-
pleado sistematicamente, con resultados satisfactorios, una solucién
al 0'5 por 100 de azul de toluidina preparada con alcohol al 5 por 100,
tilende los cortes en treinta minutos. . Sylven considera este método
comio especiiico para los mucopolisacaridos que contengan esteres del
acido sulfurico.

Bl acido mucopolisacarido es baséfile tanto como metacromati-
co (Dempsey, Bunting, Singer, Wislocki, 1947), v su basofilia pue-
de mvestigarse por distintos medies histoldgicos. Con este objeto se
hicieron cortes de parafina, “cortes” que fueron tefiidos con una so-
lucion de 0’35 de azul de metileno en agua después de su fijacion en
el tliudo de Zenker. Cortes de material fijado en acetato basico de
plomo o en el reactive de Zenker fueron también tenidos en solu-
ciones { “buffered”) rebajadas de azul de metileno en un pH elevado

por un procedimuento dado en detalle por estos autores.

Difirtendo de otras substancias basiofilas, muchas mucoepolisaca-
ridas, son tan fuertemente acidos que se tifien intensivamente con
azul de metileno a pH tres o menos. Ticciones de substancias en cor-
tes de tejidos con un pH mas bajo combinado con clara metacroma-
sia indica Ja presencia de acido mucopolisacarido (Dempsey).

Otras secciones de dientes fueron también tefiidas por McManus
por el procedimiento “acido periddico Schiff” (1946) y por el mé-
todo del nitrato de plata amoniacal de Pap (1g29). En los tejidos de
los mamiteros, el primero de estos métodos consiguio tefiir -glicod-

gene, algunos mucopelisacaridos (mucosa epitelial, matrices de car-
tifago hialine), colageno (especialmente reticulo y membranas basa-
les) y fibrina, ademds de otras substancias de composicién comple-
tamente desconocida. De acuerdo con Lillie (1017}, el método de-
pende o esta basado en la oxidacion de los hidratos de carbono per -
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los acrdos periodices formando aldehidos, los cuales se tifien enton-
ces con el reactivo leucofuchina de Schiff. Este es un método ex-
tremadamente sensible para pener en evidencia el glicogeno, si se
utiliza con un fijador apropiado. El método de plata de Pap fué
utilizado para teniir el colageno del reticulo v calcio, pero para el gh-
cogeno fué empleada una modificacion de éste propuesta per Mit-
chel v Wislocki (1944).

Estos tres metodos fueron usados después de varios frjadores.
incluyendo los de Zenker, Rossman (nueve partes de solucion sel. sat.
de acide picrico en abs. ale., una parte de formaldehido, anadido en
el moemento mismo de usarlo) v ¢l de Boldian ntmero 2 (18 partes
3o por 100 alc., una parte formaldehido v una parte de acide acético
olacial). El fijador de Rossman es de eleccion para la puesta en evi-
dencia del glicogeno.

El método acido-periodico Schiff de McManus (1946) fué apli-
cado a secciones desparafinadas y fueron tratadas con 1 por 100 de¢
solucion acuesa de acido durante cinco minutos, segmdo del agente
de Schifi por quince minutos, lavandole después con acido suifuroso.
L_os cortes fueron entences deshidratados en alcohol, en xvylol v mon-
tados en balsamo. Las reacciones, en el grado de ticcion, varian del
rosa (colageno) hasta el carmin oscuro (glicogeno o mucosa epite-
lial). Ei glicogeno se distingue de otras substancias asi tefiidas so-
metiendo las secciones de control a la accion de la saliva antes dc
ser tenidas, |

Ademas del empleo de los métodos de McManus v de Pap para
la investigacion del colageno y reticulo, los cortes de los dientes fue-
ron examinados tinendolos con el reactivo de Masson del tejido co-
nectivo. £l gris claro utihizado en esta composicion tine las fibras
colagenas. Una seccion de diente humane fué asimismo tenida con
e] método de Waigert, de resorcima fuchina para tejidos elasticos

El metodo de protargol de Bodian (1937), modificado por Wat-
son y Barnett (1944 ), fue aplicado a los cortes de dientes fijados con
el tijador numero 2 de Bodian. ste métode de la plata, de pH neu-
tro, no immpregna ni el reticulo ni el glicogeno. Tine celulas, fibras
nerviosas y calcio. La ticcion de dentina por este metode fueé com-
parada con el método de plata alcalina de Pap.

- También los hipidos fueron investigados en dientes humanos vy

de mwonos. Al objeto, ¢l material fué fijado en formalina neutra al
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10 por - 100 y teniao durante siete v tremta minutos en solucidon al
70 por 100 de alcohol saturade con negro sudan P. '

Examen de las seccienes o cortes—A menos de que las seccio-
nes fueran examinadas con luz amarillenta fuerte, la metacromasia
aparecia disminuida o completamente perdida. En este trabajo se uti-
lizé como tuente de luz amarillenta un condensador pancromético
Zeiss sin filtro azul.

Secciones o cortes relativamente delgados son necesarios para la
identiiicacion metacromasica. Por ejemplo, la matriz del cartilago v
la muceosa epitelial, ambas de las cuales son fuertemente metacromé-
ticas, trenden a aparecer azules en lugar de caracteristicamente ro jas
o purptireas cuando se las examina en cortes demasiado gruesos.
Como consecuencia de esta posible variabilidad de eruesos, las sec-
ciones o cortes de dientes utilizados en el presente trabajo fuéron
no siempre metacromaticas, al menos de una manera precisa.

Debe apreciarse tamb:én que las secciones no caleificadas de dien-
tes tienden a tenirse de una manera poco precisa con cualquiera de
los métodeos, siendeo algunas partes mas profundamente tefiidas que
otras. Varios factores son probablemente responsables de este hecho.
ol diterente espesor de cada una - de las partes del corte del diente es

uno de los faetores que contribuyen a ello. Ademas, la parte interna
de la dentina, vecina a la pulpa, tiende a tetirse mas profundamente
que la dentina periférica. Minalmente, s1 los tubulos. dentinales van
en el corte horizental o verticalmente al plano del corte, determina
cllo las diferentes areas v, por ende. el grado de penetracién del re-
activo. La abertura de los tubulos tfavorece la mas rapida accesibi-
lidad del reactivo. ' |

Reacciones histogquimicas del ‘diente de feto hmomano —FE!1 tefido
metacromatico del organo del esmalte y de la pulpa en los dientes de
feto humano v de algunos roedores ha sido referido brevemente por
Holmgren {1940), y el del glicogeno, por Sundberg (1924). Nuestro
propio estudio sobre el desarrollo del diente ha tenido como propd-
sito el de fanuliarizarnos nosotros mismos con la distribucion exacta
y cantidad de substancia metacromatica v ghcdgeno. |

La dentina vy el esmalte se hallan todavia escasamente extendidos
en unos pocoes de:los germenes del diente en los fetes humanos de
diecisiete semanas, de forma que nuestra descripcion corresponde

principalmente a la papila dental y al organo del esmalte. La substan-
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cia fundamental de! reticulo estrellado del érgano del esmalte es in-
tensamente metacromatico, estando lleno de un sinntmmero de eranos

purptureos. I.a metacromasia va disminuyendo y <esaparece en el es-
trato celular mtermedio. El citoplasma de las células del reticulo es-

trellado aparece libre de metacromasia alguna v no es visible ni en
tas de adentro ni mdas afuera del epitelio del esmalte. l.a papila den-
tal es menos evidente, menos metacromatica que el reticulo estreilado.
>in embargo, es menor su diferencia cuando se estudian mas intensa-
mente celulas poliédricas y se observan encapsuladas por la substan-
cia tundamental, la cual es evidentemente purplrea. Comparada en
su tltimo desarrollo, la pulpa en este estadio es excesivamente celu-
lar y contrene relativamente poca matriz. La membrana amelo-denti-

nal, frente a la parte interior del epitelio del esmalte, es elaramente
metacromatica. En fos odontoblastos v dentina, que se encuentran

-

entonces exactamente en el conuenzo de su formacion, no se aprecia
metacromasia alguna.

El glicogeno tefitdo por el método Schiff, o por la medificacidn
de Pap del Mitchell-Wislocki, es extremadamente abundante en este
estadio en las células epiteliales de la cavidad oral, lAmina dental 5
esmalte, Se encuentra en menor cantidad, pero muy apreciablemente,
en el epitelio interno y externo del esmalte y en el citoplasma de las
celulas estrelladas del reticulo. Esta presente asimismo en el epitelio
de transicion entre la parte interna y externa.del epiteloi del esmalte
(porcion cervical), donde ha sido declarado ausente por Sundbers
(1924) en material tenido por el carmin de Best. Asimismo se mues-
tra aparente en pequenas gotitas en las células de la pulpa dental,
donde unicamente se han viste trazas por Sundberg. FEstas diferen-
cias deben ser probablemente atribuidas al hecho de que los métodos
con acido periodico y la plata ponen de manifiesto el glicbgeno me-
jor que los métodos precedentes (Lillie, 1947). Esto parece demos-
trar que el ghicogeno se encuentra en el diente en desarrollo donde
—como en otros tejidos embrionarios—sirve probablemente como

una fuente de energia en potencia.

Ha de recordarse que el reactivo de Schiff-acido periddico tifie
¢l colageno y mucosa epitelial tanto como el glicégeno. Colageno te-
nido que se muestra bien de manifiesto en los dientes de feto, en los
cuales se ha desprovisto de glicogeno por su tratamiento preliminar

con sahiva. Un delicado conjunto rojizo de fibras colagenas puede
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observarse alrededor de las células pequefias de la pulpa y conden-
sadas como una membrana fundamental en la unién amelo-dentinal.
El reticulo estrellado del 6rgano del esmalte, el cual deriva su nomni-
bre de su largo proceso de anastomosis de las células estrelladas de!
ectodermo, no es un reticulo colageno y es tefiido muy diferentemen-

Aun mas: la substancia intercelular fundamental del érgano de
csmalte, la cual es fuertemente metacromatica, después de tefitda con
azul de toluidina, resulta virtual, no se tine por el método de Schiff-
acido periodico. Es esto una observacion interesante porque la subs-
tancia fundamental metacromatica es un moco epitelial derivado del
epitelio del esmalte. Esto a diferencia de otras formas de moco epi-
telial conocidas (glandulas salivares, células vasculares). el moco del

organo del esmalte no se tifie por ¢l método Schiff. Se comporta en
este aspecto como ei acido mucopolisacarido del tejido conectivo (ex-
cepto la matriz del cartilago hialino). Difiere del moco epitelial en
otro aspecto. Ast como el moco epitelial es ordinariamente visible en
as celulas y secrecion, el moco epitelial peculiar del reticulo estrella-
do no tiene antecedentes visibles en las células. En esto muestra un
parecido mayor a los mucopolisacaridos de los tejidos conectivos.
No existe explicacion razonable actualmente porque los hidratos de
carbono, ‘en algunos mucopolisacaridos como este mismo, no se po-
nen- en evidaencia con el reactive de Schiff-acide periddico.

REACCIONES HISTOQUIMICAS DE LOS DIENTES DE ADULTO
Y DE MONO RHESUS

Iiccion metacromatica—I.os dientes de mono Rhesus v del hom-
bre son tan parecidos en su estructura histologica v reacciones histo-

quimicas, (ue pueden estudiarse juntos. como va ha sido indicado

anteriormente, muchos acidos mucopolisacaridos que se caracterizan
por la ticcién metacromatica tanto COmo por st {fd]ﬂ{‘ldad para fijar
¢l azu! de metileno a un pH muy bajo ' o
Cuando cortes de diente adulto sin «decalcificar dientes humanos
o de mono, son expuestos al azul de toluidina seguido de la fijacién
en acetato de plomo basico, los tibulos dentinales son tefiiddos en
purpura fuertemente o en azul palido. El color es exactamente locali-
zado en la pared de los tithulos bordeando el lumen o luz. l.a zona
mas intensa de los ttihulos dentinales, designados con el nombre de
membrana de Neuwmann y descrita por Jos histélogos come compues-
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ta por una substancia fundamental libre de fibrillas. Esta membrana
se encuentra entre los lumen a luz de los tithulos dentinales v la ma-
triz fibrilar calciticada de la dentina. Esta tiltima sin teflirse. El lu-
men de los tubulos dentinales estan ocupados por una fibra de To-
mes, dentinal, sin tenir, escondiéndose dentro de la dentina, desde los
odontoblastos. Il lumen entre la mmembrana de Neumann y las 1i-
bras de Tomes han de ser consideradas como espacios virtuales mas
bien que reales. Sin embargo, debido a la contraccion de los procesos
protoplasmaticos de los odontoblastos con algunos fijadores, el lu-
men puede aparecer acentuado. Cuando los tubulos dentinales son
cortados normalmente, la ticcion metacromatica de Ja vaina de Neu-
mann adquiere la apariencia de anillos purplireos con su centro sin
tetir, v cuando son cortados oblicuamente o longitudinalmente, la
membrana se muestra como lineas paralelas rojizas. En estos relati-
vos cortes de dientes sin calcificar, no todos los tibulos aparecen te-
nidos 1gualmente, y algunos pocos de cllos pueden llenarse -de aire,
otreciendo una apariencia negra,

lLa metacromasia de la vaina de Neumann esta delimitada clara-
mente por la matriz calcificada de la dentina vecinal. Los ttbulos
dentinales dan pequenas ramas laterales, las cuales se dividen en pe-
quenas ramificaciones dentinales, dentro de todas las cuales se ex-
tienden las fibras de Tomes. Las delicadas vainas de estos ttibulos
secundarios se encuentran algunas veces tennidas metacromaticamente.

El esmalte esta libre de metacromasia, exceptuando los prismas v
husos, que llegan a la unién amelo-dentinal v se extienden por el es-
maite o dentro de él. Estas distintas estructuras hipocalcificadas con-
tienen una deébil sustancia fundamental metacromatica que continila.
aparentemente, a traves de la umon amelo-dentinal, con el material
metacromatico de los tibulos dentinales. Alla donde el proceso odon-
toblastico cruza la union amelo-dentinal v llega al esmalte, también
aparecen rodeados de delicadas vainas de material metacromatico.

En la pulpa de diente adulto de mono v hombre hay una ligera
metacromasia. L.a matriz, mas bien celular, compuesta de una mezcla
de fibras colagenas y sustancia fundamental, ofrece una ligera meta-
cromasia en algunos sitios y nada en otros. En la capa de odomto-
blastos, inmediatamente debajo, con visibles variables trazas de meta-
cromasia, mas comunmente vista en la region de la camara pulpar
que en el canal radicular o en apice. Varios dientes de mono perma-
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nentes y no en erupcion muestran ampha v prefunda metacromasia
de la sustancia fundamental de la pulpa, v con este aspecto parecen
mas bien dientes de feto que de adulto. Esta observacion pareceria

indicar que Ja metacromasia de la pulpa no deechina hasta que el des-
arrollo esta casi completado.

Las celulas de ésta se ha dicho estan ausentes de la pulpa dental
del diente humano (Orban, 1929). Nosotres hemos encontrado sola-
mente una, tras meticulosos examenes de docenas de cortes de dien-
tes humanos y ninguna en parecido numero de dientes de mono; de-
be, pues, aceptarse el -qUE estas celulas sean extremadamente raras. E
preserite meétodo muestra los granulos de las celulas de asta brillan-

temente, de modo «ue ninguna de estas celulas hubtera podido pasar
desapercibida. | _
Ticcidn basifila.—Tras la inversion de los cortes de diente hu-
mano y de mono en azul de metileno acuoso, la dentina aparece tenida
como con el azul de toluidina. Consecuentemente, su apariencia pare-
ce deducir que la sustancia metacromatica que se presenta en la pared
de los tiitbulos dentinales tiene afinidad por las tinturas basicas y es
predominantemente de naturaleza acida. I£s mas, cuando las secciones
de dientes son tefiidas con azul de 1’1161:}1{':’.110, con un pH de dos o
tres, se observa que la sustancia metacromatica v basofila que coni-
pone la vaina de Neumami ribetea la tintura basica. En el diente de
mono Ja ticcion desaparece alrededor de pH dos, y en el diente hu-
2, 5 v 3. La ticcion basdfila con este pH es caracte-
ristica de algunos mucopolisacaridos sultatados, de los cuales el moco
¢pitelial es un ejemplo (Dempsey, Bunting, Smger v Wislocky, 1947).
[.as observaciones siguientes sobre la ticcion 1’116&1{:1‘&111.@’{1(:& basofula
de la dentina indican que las paredes de los tiibulos dentinales poseen

una vaina interna clara compuesta de un acido nmcolpahmmrldo

mano, entre pH 2

I malmente debe notarse que la sustancia fundamental de la pul-
pa de diente adulto es debﬂmente basOfila y su metacromasia corres-
pondientemente reducida.

Ticcion por el wmétodo Schiff-acido periodico.—Por eate metodu
el proceso protoplasmatico de los odontablastos (fibras de "l'omes)
aparece de rojo oscuro, mientras las vainas de Neumann quedan sin
tefiir. LL.a matriz dentinal calcificada es coloreada de manera variable
hasta un maximo de ladrillo rojo. La reaccion positiva de las fibras
de Tomes no es el resultado de tratamiento previo con la saliva y si,



R
T
s

en consecuencia, debida al glicogeno. La variable ticcion de la ma-
triz dentinal puede significar una posible reaccién con el colageno.

b contraposicion con la dentina, la sustancia del esmalte no se
tine, Ademas, este procedimiento no tifie el material intersticial que
lena las uniones entre los prismas del esmalte v los husos, el cual es
tenido por los colorantes hasicos.

Las fbras colagenas en la matriz y alrededor de los vasos sangui-
necs se tinen en varios tonos de rosa. No existe glicogeno: sin em-
bargo, en un diente humano fueron encontrados trazas en el endo-
neurium de fasciculos nerviosos.

wsta composicion triaci-

Ticcron del tejido conectivo de Mas
da tifne la matriz fibrilar calcificada de la' defltilm'@n oris, v las fibras

de T'omes, en rojo-anaranjado; pero no diferencia con las vainas de
Neumann. Es decir, que tifie algunas estructuras, las mismas que fue-
ron hechas patentes en la dentina por el método anterior de Schiff:
sin embargo, el fundamento de su ticcién difiere evidentemiente. La
reconocida presencia de colageno en la matriz dentinal, mas la co-
nocida anmdad del colageno por el factor o elemento eris del reac-
tivo, mdican que la ticcion de la matriz es debida a las fibras cola-
oenas. | | |

Bl esmalte no estd generalmente tefiido; sin embargo, algunas de
sus partes ofrecen una déhil coloracion erisicea. Las células v fihras
de ia pulpa quedan bien definidas, las fibras colagenas se tifien de
gris. Las fibras asumen la forma de red neta. no obstante ligeros

amontonannentos ondulados que se ohservan.

Método de impregnacién de Pap con ol nitrato de plaia amonia-
cal —Siguiendo este método, la matriz calcificada de la dentina v el
proceso protoplasmatico de muchos odontoblastos se imipregnan con
plata, Alrededor de los tihulos dentinales se deposita la plata en ani-
flos oscuros o vainas, que sugieren.la posesion de contornos interio-
res o exteriores. Lstos depositos en anillo de plata dan a las prepa-
raciones un aspecto caracteristico. [Los anillos o vainas que se hacen
patentes por este método no son, al menos aparentemente, las vainas
de Neumann, pero rodean a ellas. Esta conclusiom se obtiene por la
comparacion de su diametro relativo con las fibras de Tomes y los
espacios que las circundan, en relacion con las vainas de Neumann v
el aparentemente limite de la dentina calcificada. A

- Orban (1926) ha descrito una matriz argirdfila en el borde in-
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terno de la dentina muy parecida a las vainas que nosotros descri-
bmios, l.o refiere a fibras argiréfilas, de consistencia precolagena.
(ue no se transforman en fbras colagenas ordinarias de la matriz
dentinal. I£sto parece nos da una razonable explicacion de estas vai-
‘;'51215_, no obstante el hecho de las distintas diferencias quimicas entre
las hibras argirofilas v las colagenas ordinarias, que pueden ser de-

p—

“:nd:;w a razones de indole fisica me jor que quimica. En cualquier caso,
las fibras argirofilas en muchas regiones deben considerarse como j6-
venes, consideracion en consonancia con la ohservacion de que ésta
zona argirofila de la matriz dentinal es la parte que ha sido descrita
mas recientemente. De estas varias consideraciones, parece evidente
qeu estas vainas fibrilares argirofilas rodean la vaina metacromatica
afibrilar de¢ Neumann. |

- Las uniones hipocalcificadas de los prismas v husos del esmalte
pueden contener cierta cantidad de plata redueida; sin embargo, es
dificii asegurar esto, dada la apariencia negruzca que ofrecen cstas
estructuras, aun sin ticcion alguna.

Kl meétodo de plata de Pap pone en evidencia gran niimero dc
itbras colagenas en la pulpa dental, pero las tifie mas bien en marrdn
que no en negro., Dado que estas fibras son, en general, muy delica-
das, entrelazandose a modo de red o reticulo fibrilar. comeo tantas
veces se ha observado, es sorprendente (ue no sean intensa y preci-
samente argirofilas. Las fibras de Von Korff v los elementos cola-
genos en las paredes de los vasos sanguineos constituven las estruc-

turas mas proiundamente plateadas.

Método de vmpregnacion de protargol, de Bodian —Fste método
se reaiiza con un pH menos alcalino que el metode de Pap v ofrece
un cuadro completamente diterente. [Los tubules dentinales son inten-
samente tenidos en todas sus ramihcaciones. Dado el relativo tamafio
de las estructuras temidas, parece evidente que el contenido total de
los tubuios, incluyendo las fibras-de Tomes v la vaina de Neumann,

hu‘

haya sido impregnado. Rodeando la mayoria de los tubulos ennegre-
cidos, existe una zona clara que corresponde a la localizacion de las
vamas colagenas argirofilas puestas en evidencia por el método de
Pap. A este respecto, debe recordarse que el método de Pap impregna
generalmente el reticulo colageno v das fibrillas, donde el método de

bOdzan no lo expone en ningun - caso, Ademas; la matriz dentinal
muestza un ptmteado *@1‘15 o ﬂeﬂruzzm de plata 1'eduuda en la ma-
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triz calcificada, parecida a la punteada ticcion con el método de Pap.
Il esmalte no se tine, con la posible excepcion de que pueda ser
depositada plata 'en las estrias del esmalte, en los primas o en los
husos.
+n la pulpa dental el método de protargol, de Bodian, pone de
manihesto las fibras nerviosas, en gran profusion y belleza. Asimis-

r'

mo, time las celulas de la pulpa con gran claridad, incluyendo el ci-
toplasma y nucleo.

LLas celulas que aparecen claramente tenidas son estrelladas o fu-
stlormmies, acabando en finas terminaciones. [La matriz colagena de la
pulpa no se revela por el método de Bodian, v el delicado proceso

celular no efrece parecido con el de las fibras colagenas densas v on-
duladas, (ue se aprecian aplicando el método de Pap o Masson. Una
descripcion detallada de los nervios de la pulpa en el hombre y ani-
males se ofrece ampha en la bibliografia (Weatherford, 1939).
Liprdos—Lil proceso de los odontoblastos se tifie con ¢l negro
sudan B, especialmente en el area donde los tubulos dentinales han

sido seccionados y el lumen o luz expuesto al reactivo. En estas con-
diciones el proceso odonteblastico muestra pequefios puntos negros o
grises. Por otra parte, ¢l campo aparece decolorado, exceptuando al-
gunas partes de la matriz dentinal, que otrecen una débilmente per-
ceptible ticcion gris. La ticcion de las fibras de Tomes indican que
este proceso odontoplasmatico contiene lipidos, vy el hecho de que

L] -

se tifien suave y uniformemente sugiere que contienen fosfolipidos
mas tacimente (ue grasas neutras. Nosotros no hemos encontrado
¢n la bibliogratia referencia alguna sobre la demostracion histolégics
de contenido de lipidos en la dentina.

la pulpa es pretundamente tenida con negro sudan, En algunos
sitios donde las secciones son suficientemente delgadas, de forma que
se pueda exanunar la célula separadamente, su citoplasma contiene
diminutas particulas negras o grises (mitocondria).

Tejrdos elasticos—Una seccion de dentina fué teniida con reac-
tivo de tejidos elasticos de Weigert, con resultado neégativo,

METACROMASIA DRI DIENTE ADULTO TN EL CERDO
Fixaminamos la dentina y pulpa en tejidos normales en el cerdo.
porque, a diferencia de los primates, el diente de cerdo contintia su
desarrollo en su vida de adulto. El examen de los tubulos dentinales
de los dientes adultos del cerdo son tefiidos metacromaticamente de
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tina Mianera muy similar a la observada en la dentina de mono ¥
hombre, v muy similar a los dientes de feto humano, por la continua
proliferacion de la pulpa dental del cerdo. que es extremadamente
metacromatica. Se observa que las células redondas de la pulpa estan
rodeadas por una sustancia dental intensamente metacromatica Nu-
merosas células de ésta se encuentran en la pulpa dental de cerdo en
fuerte contraste con su extrema rareza en el diente humano y de
i10no. |

El glicégeno se revela en abundancia en las células de la pulpa
en los dientes adultos de cerdo. Itse glicogeno probablemente repre-
senta una fueute de energia en el continuo desarrollo, como va fué
observado en el diente humano de feto. '

DiscusioN

Nosotros hemos observado metacromasia en la parte interna de
los tiibulos dentinales del hombre, mono v cerdo, incluvendo las vai-
nas de Neumann (1863). El analisis de las condiciones en las cuales
la sustancia de las vainas de Neumann reaccionan metacromatica-
mente y se tifie basofilamente, nos lleva a la conclusion de cue con-
tiene acido mucopolisacarido. Ninguno parece haber apreciado mnie-
tacromasia en la vaina de Neumann antes de haber sido sugerida su
naturaleza quimica. Si ha sido mencionado que la parte interior de
los tiibulos dentinales se tifien con hematosilina, reactivo (ue tiende
a unirse por los componentes basofilos de los tejidos. |

Hoppe (1853, 1862) tratd cortes de dentina con acido hidroclori-
co, el cual disuelve el calcio, v con agua, Ja cual, junto con el acido,
da lugar a ia hinchazon de las fibras colagenas, dando lugar a la se-
paracion de las vainas. De este resultado Hoppe saca la conclusion
de que las vainas no estan compuestas de colageno. Por medio d¢

r

hidroxido de potasio caliente, Kolliker (:852) aislo las vainas junto

-

con la membrana en la superficie interna de la dentina, a la cual se
unen, membrana de Kolliker). De acuerdo con Fleishmann (1900H).
la predentina esti compuesta de la misma sustancia, libre de fibrillas,
como la vaina de Neumann, mientras que Von Ebner (1922} afirma

que la vaina constituye la mayor parte de la porcion mtertor y, con-
secuentemente, la parte mas joven de los tbulos dentinales, repre-
sentanido, por asi decirlo, la capa de predentina de los tabulos. Lhener
y Plek (1936) consideran las vainas como equivalentes a la zona apo-
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sicional en el desarrollo del hueso o de las paredes de lagunas oseas.
Noyes (1929) subraya que estan compuestas de elastina, lo cual no
hemos podido confirmarle nosotres. Todavia otros investigadores han
negado su existencia (Hanazawa, 1917; Mever, 1926 Orban, 192
Churchill, 1934) por el hecho de su variabilidad en los fendmenos
opticos o reactivos. Rodeando las vainas de Neumaun v formando la
capa mterna de la matriz dentinal, hemos observade vainas distinti-
vas conteniendo fibras colagenas argirofilas. Esto es quiza a lo que
lordan (1947) se refiere cuando dice que “las paredes de los ttihulos
dentinales estan formadas por vainas dentinales (de Neumann) calca-
reas, extremacdamente densas”

Esta observacion indica que las vainas de Neumann: son estruc-
turas diferenciales realmente histologicas, las cuales son metacroma-
ticas y basofilas y contienen acido mucopolisacarido. Lehner v Plenk
no se refieren al sulluro como ingrediente del diente, pero en vista de
este hallazgo puede esperarse el hallarlo en la (limtma dado que otras
sustancias de comparable basofilia a bajo pIl son conocidas como

ésteres (half esters) del acido sulfirico (Dempsey v co ol., 1047).

Es regla general que el acido 11'111—*2@1}01%3:::11* df} se encuentra re-
gularmente en el estroma de los tejidos de desarrollo (Sylven, j'(,),-z-lr?),
tejidos de desarrollo ciclico, repetido (e mdm’m’rrm uterino) v tumo-
res (dylven, 1945). En el tmﬂnpc) del < -lg;naz_mllo ha 5111}-:»1*:;.‘{;_(1@ 0 es
completado, vy su diferenciacion ha tenido lugar mientras que la ma-

yor parte de los tejidos han perdido su metacromasia. Es retenide.
aparentemente en la vida . adulta solamente en sitios donde ¢l des-
arrollo persiste o. donde el acido mucopelisacarido asume funciones
especiales (matriz del car tilago, cornea, fliudo articular, etc.). En
relacion con este mm:f:pm la mas mmplﬂa desaparicion de nietacro-
masia de la pulpa del diente adulto de primate pareceria referirse al
cese de su desarrollo, de donde su existencia en el diente de cerdo
representaria una concomitancia con su continua proliferacion. Por
otro lado, la metacromasia de la vaina de Neumann sugiere que ios
mucopolisacaridos alli localizados poseen algunas epseciales propie-

dades relativas a funciones o manteninuento de la funcion dentinal

Cuando el posible papel jugado por los mucopolisacarides de las
vainas de Neumann solo pueden ser sospechados, se subrava asi la
mmportancia asignada a estas sustancias en la regulcaion de la per-
meabilidad del tejido conective en referencia a la difusion de las in-
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fecciones y a la resistencia a la enfermedad (Duran-Reinalds). Algu-
nos polisacaridos cambian su viscosidad y ofrecen una sol-gel rever-
sible bajo la influencia de hormonas o enzimas mucoliticas que son
capaces de despolimerizar varios mucopolisacaridos. alterando sus

propiedades o destruvéndolos completamente (Myer, 1946). Tales en-

zimas, lisozimas, existen en la saliva, lagrimas, secreciones nasales,
cerca de varias células bacterianas. Pero, ademas, hayv indicaciones
de que por la influencia hormonal algunos polisacaridos se hidratan

periodicamente (endometrio “sex skin”). ks extraordmnario lo que

los mucopolisacaridos representan en los tubulos dentinales, donde
banan el proceso de los odontoblastos y puedan mostrar algunas de
estas sus propiedades, jugando un papel mmportante en la nutricion
y mantenimiento de los dientes.

[La erganizacion estructural de la pulpa dental exige un comer-
tario adicional. La pulpa de los dientes de priumates dispone de tres
componentes en mayor erado: las celulas estrelladas v fusiiormes.
las hbras colagenas intersticiales y la sustancia fundamental. Durante
la vida fetal, la pulpa es mwuy celular v la matriz proporcionalmente

-

pequena. Durante el desarrollo postnatai las celulas disminuven rela-
tivaniente su numero, va que las fibras colagenas mtersticiales aumen-
tan grandemente su tamano. Acido mucopolisacarido, que abunda en
¢l pertodo de desarrollo v

s

disminuve en el tiempo de la cesacion del
desarrollo. En un diente completamente desarrollado, come conse-
cuencia de estos cambios es tenido muy poco por los tintes haschfilos,

excepto las células, de donde la matriz de las hbras colagenas mues-
tra una gran ahmidad por los reactivos actdos.

Autores alemanes refieren drecuentemente que la pulpa dental tie-
ne la consistencia de tejidos gelatmosos (Gallertgevebe, Lehner vy
Plenk, 1936), lo cual es un término descriptivo v ne una compo-
sicion quimica conocida. En. los mas recientes textos americanos se
habla de celulas embebidas en una sustancia intercclular gelatinosa
que se¢ asemmeja al tejido mucoide (Schour, 1932) o como posevendo
abundante sustancia gelatinosa baséfila similar al tejido mucoide (Ma-
ximow y Bloom, 1g42). La mnvestigacion presente indica que la sus-
tancia fundamental de la pulpa embrionaria o desarrollada del diente
contiene una sustancia, acido mucopolisacarido, cue pﬁede colocarse
definitivamente en la categoria del tejido mucoide en el diente adulto
de Primate: por el contrario, la 511»«‘1:3.1}{«13; fﬁﬂddﬂ“i&lltal pierde casi
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completamentc su acidez v basofilia, indicando asi que el acido mu-
copolisacarido ha casi desaparecido. Se extrana uno de que en estas
circunstancias por las que pasa la substancia fundamental no pueda
ser reemplazada por las fibras colagenas. Quizas se justifique admi-
tiendo que se convierten o se sustituyen en un débil acido o un muco-
polisacarido neutro. Este Gltimo se sabe existe ampliamente en el
cuerpo (acido hialurénico), la derniis v otros tejidos, y que se tifie
muy débilmente o no se tifie en absoluto (Dempsey vy col., 1947).

£

RESUMEN

Después de la fijacion en acetato de plomo basico v tefido en
azul de toluidina, el diente de feto humano muestra una marcada
metacromasia, listo ocurre con la sustancia fundamental del organo
del esmalte y en la papila dental. El glicogeno se encuentra abundan-
te en el epitelio del esmalte v en las celulas de la pulpa dental.

Dientes de adulto de hombre v del mono Rhesus muestran una
pronunciada metacromasia de las vainas de Neumann de los tubulos
dentinales y ligera y variable metacromasia en la sustancia funda-
mental de la pulpa dental. [Las sustancias de las vainas de Neumann
son muy basofilas, las cuales se unen y tinien con azul de metileno a
un pH bajo. Estas propiedades de ticcion indican que la vama de
Neumann es una estructura histologica definitiva, compuesta de un
acido mucopolisacarido. |

El coligeno de {a matriz de la dentina sin decalcificar tifie con el
acido periodico Schiff v con el reactivo de Masson. £l método de la
plata amoniacal de Pap pone en evidencia las tibras de las vamas ar-
oirGfilas de la matriz dentinal rodeando las vainas de Neumann. Fil
método da asimismo una apariencia punteada a las sales de cal de
la matriz. &1 método de protargol de Bodian impregna tambien el cal-

cio, pero no en negro las paredes de los tibulos dentinales.

Kl proceso de los odontoblastos (fibras de Tomes) se tifie cos:
sudan negro B, reacciona positivamente con el acido periddico-Schiff,
tifie con tinturas acidas y son impregnados variablemente por la plata
amoniacal de Pap. La particular ticcion con el sudin negro se cree

debida a los fosfolipidos. El método protar gol de Bodian impregna
ias tubulm dentinales y su contenido, mf_IU}EHdG las iamaa f;le Nx_u—
mann vy el proceso de los odontoblastos. |

?‘



441

LLa sustancia fundamental de la pulpa, en el diente adulto de Pri-
mate, muestra debil v variable metacromasia. Las células contienen
pequefias particulas lipidas (pmbahl&mentﬂ mitocondrial, paem 1no
glicogeno. |

El diente adulto de cerdo muestra también metacromasia de los
tubulos dentinales. La sustancia: fundamental de la pu]pa dental es
intensamente metacromatica y sus células contienen considerable gli-
cogeno. La metacromasia (Acido mucopolisacarido) v el glicdgeno en
ia pulpa adulta han de ser referidas probablenrente al CDIl}tl_ﬂu{i) des-
arrollo de los dientes de! ammal |
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