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ABSTRACT

Microanatomy and histogenesis of the oral apparatus of Bufo arenarum tadpoles (Anura, Bufonidae).

During the larval period of Bufo arenarum, the homy teeth of the oral apparatus are developed from column
of cells. Each column of cells is composed of a few number of epithelial cells carefully artanged and placed perpendi-

cularly either to the edge of the beak or to the labial ridge.

The beak column shows: 3 to 4 discoidal cells; 2 to 3 preconic cells; a variable number of conic cells in differents
stages of the keratinizacion process;a variable number of keratinized cells (beak tooth).
The labial ridge column shows: 1 spherical basal cell; 1 ovoidal cell; 1 odontoid (or dental) cell; 1 or 2 cells in diffe-

rent stages of keratinization process; keratinized cells (labial tooth).
There is another cell (attendant cell) that is placed beside each odontoid cells up to whole keratinization. This
attendant cell gives stability to the tooth base (or horny sheath), before the tooth appears to the tip of the labial ridge.

The columns are supported by the surou nding epithelial cells.
The horny sheath gives protection to the first group of labial teeth; allow the change of the old tooth to the next

one without affecting it; it also lodges the attendant cell.

The histogenesis process bigins in the beak at stage 21 and in the labial ridge at stage 22. The keratinization process

begins in stage 23 in both structures of the oral apparatus.

INTRODUCCION

La histogénesis de los elementos corneos del aparato bu-
cal de las larvas de anuros (dientes, segun Fiorito de Lopez y
Echeverria, 1984; keratodontos y rostrodontos, segin van
Dijk, 1966) ha sido estudiada en un escaso nimero de espe-
cies. Ejemplos de esto son los trabajos de Beaumont y Deunff
(1959) en Alytes obstetricans; Deunff y Beaumont (1959) en
Discoglossus pictus; Luckenbill (1965) y Kaung (1975) en
Rana pipiens; Tachibana (1978) en Rana japonica. En esencia
cada diente proviene de la transformacién de una célula basal
del epitelio estratificado que forma parte de la regidbn oral
(Luckenbill, 1965; Kaung, 1975).

La mayoria de los autores describen la variacion de los
caracteres morfologicos del desarrollo del pico cérneo y, en
menor grado, al proceso de queratizacién del mismo (Lu-
ckenbill, 1965; Cheng, 1964, fide de Luckenbill, 1965;
Kaung, 1975).

El procedimiento por el cual cada diente irrumpe o e-
merge al exterior ha sido poco estudiado y generalmente no

se ha prestado atencién a la primera camada de dientes fun-
cionales (Echeverria et al., 1987). Deunff y Beaumont
(1959) sostienen que los primeros dientes del pico (rostro-
dontos, segiin van Dijk, 1966) asoman al exterior desgarran-
do el epitelio. Faier (1972, fide Altigy Pace, 1974) comenta
que el diente labjal (keratodonto, segiin van Dijk, 1966) de
reemplazo atraviesa la vaina del d:ente funcional para poder
iniciar su actividad.

Los objetivos de este trabajo son poner en evidencia la
anatomia microscopica y el desarrollo del aparato bucal, y
contribuir al conocimiento de la formacion y reemplazo de
los dientes corneos.

MATERIALES Y METODOS

Los renacuajios de Bufo arenarum fueron obtenidos por
fecundacion artificial, utilizdndose los ejemplares en los esta-
dios del 20 al 29 (segiin Echeverria y Fiorito de Lépez,
1981). Estos ejemplares fueron fijados en los siguientes li-
quidos fijadores: formol al 109/o; liquido de Regaud y lf-
quido de Bouin.
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La inclusién se llevd a cabo en parafina 54-56°C. En los
casos en que la presencia de vitelo hacia friable el material
se utilizé acetato de butilo como liquido intermediario, en
lugar de benzol.

Se efectuaron cortes seriados, transversales, longitudina-
les y parasagitales entre 5 y 7 um de espesor.

Las coloraciones utilizadas fueron: hematoxilina-cosina;
hematoxilina de Carazzi-fucsina Ponceau de xilidina-azul de
anilina; hematoxilina de Carazzi-rojo Congo; APS; Mowry
(1963) (APS-azul alcian a pH 2,5).

En los casos que el pigmento impedia una buena visua-
lizacion se procedidé a despigmentar los cortes con agua oxi-
genada 20v o con permanganato de potasio al 0,250/o (se-
gin Martoja y Martoja-Pierson, 1970). .

Por otra parte, se efectuaron observaciones “in toto”
de la region bucal. Esta fue separada del cuerpo de cada re-
nacuajo, luego se coloreo con hematoxilina de Carazzi-flo-
xina al 0,25%/o y se transparent6 en glicerina. :

Algunos ejemplares fueron procesados para microsco-
pia electronica de barrido (segin Fiorito de Lopez y Eche-
verria, 1984).

Las microfotografias se tomaron con pelicula blanco
y negro Kodak Panatomic 32 ASA y Agfapan 25 ASA.

La nomenclatura de los pliegues labiales y del pico cor-
?eo se ajusta esencialmente a la propuesta por Altig (1970),
fig. 1).

RESULTADOS

"Pico cérneo

Cada pieza (PS y PI, fig. 1) presenta un borde oral inter-
no, un borde labial externo y entre ambos se hallan las co-
lumnas formadoras de dientes (fig. 2).

El borde oral consta de un epitelio estratificado consti-
tuido por:

a) una capa de céjulas basales cilindricas de niicleo ovoi-
de central, cuya cromatina se dispone periféricamente en gru-
mos finos y con un nucléolo conspicuo;

b) dos o tres capas de células poliédricas espinosas, cuyo
nucleo esférico presenta caracteristicas semejantes a las des-
criptas en a);

¢) un nimero variable (2 a 5) de capas de células lenticu-
lares (o fusiformes, de Luckenbill, 1965) en proceso de cor-
nificacién que comienza cuando el citoplasma de dichas célu-
las presenta aspecto fibrilar;

d) un niimero variable de células cornificadas que conser-
van un resto nuclear.

El borde labial presenta un epitelio estratificado plano,
formado por un nimero reducido de capas, a saber:

a) una capa de células basales cilindricas;

b) una capa de células poliédricas espinosas;

¢) una a dos capas de células planas en proceso de corni-
ficacion;

d) una capa de células corneas.

Cada columna formadora (fig. 2) consta de una hilera de
células epidérmicas ordenadas y modificadas a partir de la ca-
pa generatriz: )

a) tres a cuatro células discoidales de niicleo central;

b) dos a tres células precdnicas de citoplasma baséfilo
con el nicleo lateral, desplazado hacia el borde externo del
pico;

¢) un nimero variable de células conicas de niicleo basal
en proceso de queratinizacién progresiva;

d) diente: la célula cdnica totalmente queratinizada, sin
rastros del nucleo celular.

fliegueé labialhes

Se presentan en niimero de cinco, En el caso de la fig. 1
se observan cuatro debido a que el plano de corte es sagitaly
pasa por la brecha del segundo pliegue labial anterior.

Cada pliegue labial estd formado por un epitelio estratifi-
cado que forma el revestimiento (externo e interno) y colum-
nas formadoras de dientes de posicidn central (fig. 3).

El epitelio estratificado presenta dos a cinco capas y esta
constituido por:

a) una capa de células basales cilfndricas de niicleo ovoi-
de con cromatina granulosa y uno o dos nucléolos;

b) nimero variable de células poliédricas espinosas con el
nucleo de forma esférica o fusiforme, cromatina periférica y
un nucléolo;

¢) células superficiales clibicas bajas o planas, con nicleo
de forma esférica o fusiforme, con un nucléolo.

Cada columna (figs. 3 y 4) se encuentra formada por cin-
co a siete células con distinta morfologfa, a saber:

a) una célula basal esférica de nucleo central con uno o
dos nucléolos; i

b) una célula ovoide de citoplasma basofilo con membra-
na apical marcada; APS positiva (fig. 9);

¢) una célula odontoidea: célula cilindrica con denticu-
los incipientes y comienzo de cornificacion apical (fig. 4);

d) .una a dos células en distintas etapas de cornificacién;

¢) una célula cornificada con restos de citoplasma y ni-
cleo;

f) diente completamente formado (figs. 3 y 7).

Deseamos destacar la presencia de una célula asocjada
con cada una de las células integrantes de la columna forma-
dora, a la cual hemos denominado célula acompafiante. Esta
célula presenta una forma semilunar, con un nicleo central
de cromatina escasa y un nucléolo conspicuo (figs. 3 y 6).

Entre las columnas formadoras se hallan células colum-
nares de citoplasma claro y nicleo ovoide excéntrico y con
la cromatina dispuesta en pequefios grumos. Estas células se
encuentran ubicadas con su eje mayor perpendicular a las
columnas formadoras (fig. 4).

En la zona de inflexidon entre el pico superior e inferior
y entre los pliegues labiales existe un epitelio de revestimien-
to estratificado que consta de dos a cuatro capas de células.
Este epitelio es de tipo polimorfo (figs. 1 y 3).

La dermis de los pliegues esti constituida por un tejido
conectivo laxo, con escasa fibras colagenas y las células pro-
pias de dicho tejido. Cabe acotar que, en los niveles de infle-
xi6n arriba mencjonados, la dermis presenta una gran capila-
rizacion (fig. 3).
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Fig. 11. Esquema del desarrollo de la columna formadora
de dientes del pico, 21'al 29: estadio larval, Mb: limina basal;
SE: superficie externa.

La histogénesis de los dientes se resume en las figuras 11
y 12, '

El estadio 20 puede seiialarse como punto de partida
del desarrollo del aparato bucal,

A nivel de la hendidura bucal, la epidermis se torna es-
tratificada debido al aumento de las capas intermedias. Se ob-
servan figuras mitéticas en las células basales y en las inter-
medias. Asi se constituye el esbozo interno del pico cérneo.

Estadio 21 . Comienzan a formarse los esbozos de las co-
lumnas formadoras de dientes del pico que pueden identifi-
carse por el ordenamiento de las células precOnicas que los
constituyen (fig. 8).

Se establecen los engrosamientos epiteliales correspon-
dientes a los pliegues labiales, comenzando con la aparici6bn
de las células esféricas. :

Estadio 22. En los esbozos del pico aparecen, en las co-
lumnas formadoras, las células cénicas con el nicleo despla-
zado lateralmente.

En los esbozos de los pliegues labiales se observan las co-
lumnas formadoras hasta el estado de célula ovoide y cilin-
drica (fig. 9).

Estadio 23. En el pico aparecen las células preconicas y
cbnicas en proceso de queratizacion.

En los pliegues se observan coluumnas con células odon-
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Fig. 12. Esquema del desarrollo de la columna formadora
de dientes del plisgue. 21 al 29: estadio larval. Mb: Mmina
basal; SE: superficie externa. -

toideas y el comienzo de la comificacion (fig. 10).

Estadio 24. En el pico se observan células conicas comni-
ficadas totalmente que hacen saliencia al exterior, constitu-
yendo los dientes del pico.

En los pliegues existen células odontoideas con el extre-
mo apical y con denticulos queratinizados. Se hallan pocos
dientes completamente formados, sin emerger,

Estadio 25. Aparece la primera camada de dientes labia-

les. Cada diente presenta una cubierta cornea que lo acompa-
fia cuando aflora que le facilité el camino a través del tejido
del pliegue (fig. 3). Esta cubierta se desprende una vez que
el primer diente haya aflorado completamente.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El desarrollo de los dientes larvales en Bufo arenarum se
ileva a cabo a través de una serie de transformaciones que ex-
perimentan las células de la epidermis que rodea la regibn o-
ral cuyo resultado final es la formacion de piezas comifica-
das que Fiorito de Lépez y Echeverria (1984) denominaron
dientes. Estos se diferencian a partir de una columna forma-
dora. Entendemos por columna formadora al ordenamiento
celular en el epitelio de los pliegues labiales y del pico que se



halla dispuesto en un eje perpendicular a la superficie de los
mismos. Las células epitcliales basales corresponderfan a la
capa generatriz que se apoya en la ldmina basal que daria ori-
gen a las columnas y a las células de los bordes.

Las células del epitelio que circunda a las columnas for-
madoras, no experimenta el proceso de comificaciéon, esto
coincide con las observaciones de Luckenbill (1965), Bour-
ges y Bachelerie (1974) y Kaung (1975).

Bourges y Bachelerie (1974) estudiaron, en Alytes obs-
tetricans, las células epiteliales adyacentes a las columnas
dentarias, a las que denominan célule anexa al odontoide
comeo (o diente) y las consideran responsables de la forma
compleja de los dientes labiales'y de su desplazamiento per-
pendicular a la superficie.

En parte coincidimos con Bourges y Bachelerie (op. cit.)
puesto que hemos hallado en Bufo arenarum lacélula acom-
pafiante, equivalente a la célula anexa en Alytes obstetricans
Consideramos que, por lo menos en Bufo arenarum, la célu-
la acompafiante no es la tinica responsable del ordenamiento
de las columnas,

Las células poliédricas espinosas contribuiran al ordena-
miento de las columnas en sentido perpendicular al eje de la
superficie del pico o del pliegue. Estas mantendrian la cohe-
sién celular por medio de interdigitaciones de las membra-
nas celulares adyacentes o espinas. Es decir, la cohesion de
las células de las columnas formadoras se iniciarfa a nivel de
las células espinosas (en el pico y pliegues) y de las células
acompailantes (en los plie:gues). Esta cohesidn se mantendria
a lo largo de cada columna durante el periodo que compren-
de e] desarrollo de los dientes del renacuajo.

En el pico y en los pliegues la cornificacién comienza en
el estadio 23. La basofilia es méxima en la primera célula de
la columna formadora de dientes, lo que podria indicar la
presencia de queratohialina. '

Las células cornificadas de cada columna conforman las
hileras de dientes. El pico se observa de borde aserrado debi-
do a la disposicién en empalizada de las columnas formado-

ras, El pico presenta una queratizacion superficial. En el bor-
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de labial las células planas estdn cornificadas totalmente.
En el borde oral existe mayor espesor debido a que las célu-
las son lenticulares, con una comificacion “fibrilar™, Esta
disposicion podria reforzar o proteger a la columna y/o al
mismo borde oral del que forma parte.

Bougers y Bachelerie (1974) expresan que cada diente
labial consta de tres porciones: cono de la rafz, cuello y espa-
tula. Consideramos que el cono de la raiz presenta varias fun-
ciones, a saber:

10) da proteccién al diente inmediato posterior; por ello la
denominamos cubierta cornea;

20) es el punto de apoyo de la espédtula, que es la parte prin-
cipal del diente funcional;

39) aloja a la célula acompafiante y permite estabilizar al
diente desde su base;

40) permitird el desprendimiento del diente funcional sin
afectar al de reemplazo.

El desarrollo de los dientes es continuo, desde el estadio

21 al 29, El diente de reemplazo emerge debido al empuje

que recibe desde su parte basal. La primera camada de dien-
tes labiales se desarrollan protegidos por la cubierta cornea
que se abre paso entre las células no comificadas de la epider-
mis del pliegue,

El hallazgo de un tejido epitelial polimorfo y de una der-
mis muy capilarizada, en las zonas de inflexién entre el pico
superior e inferior y en los pliegues, podria indicar que el mo-
vimiento de las partes bucales serfa efectuado, por lo menos,
debido a una variacién del flujo sanguineo.

Desde el punto de vista histoquimico queremos mencio-
nar que: a) tanto los dientes del pico (“‘rostrodontes™) como
los de los pliegues (“keratodontes’) estin constitufdos por
queratina, y que cuando se llevo a cabo la despigmentacion
parcial de las partes corneas se observaron algunos granulos
oscuros similares a los de melanina; y b) no se hallaron célu-
las APS positivo que pudieran indicar la presencia de las cé-
lulas de Merkel (Tachibana, 1978) o similares. Estos altimos
aspectos seran motivo de proximas investigaciones a nivel
submicroscopico.
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LEYENDA DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Estadio 25 (corte sagital). A-1: primera hilera an-
terior; CB: cavidad bucal; P-1: primera hilera posterior; P-2:
segunda hilera posterior; P-3: tercera hilera posterior; PI: pi-
co cbrneo inferior; PS: pico cdmeo superior. Escala 220 um,

Fig. 2. Pico inferior (corte sagital), B: capa de células ba-
sales; ¢: comnificacién superficial; CL: capa de células lenticu-
lares; CP: capa de células poliédricas; D: dermis; L: borde la-
bial; Mb: l4mina basal; O: borde oral; PL: capa de células pla-
nas. Escala: 22 um.

Fig. 3. Pliegue labial (A-1) (corte sagital), A: célula acom-
paiiante; B: capa de células basales; cc: cubierta coérnea; CP:
capa de células poliédricas; CS: célulu superficiales; d: dien-
teadrneo; D: dermis; E: cpxtelio polimorfo; Mb: ldmina ba-

sal, Eskala+ 40 pm.

Fig. 4. Plicgue labial (corte longitudinal), Columnas for-
madoras de dientes. Células cil{ndricas con dent{culos inci-
pientes (——9) y comienzo de la comificacién. cc: cubierta

. cbrnea; Mb: limina basal. Escala: 15 um.

Fig. 5. Vista sagital de un diente labial en desarrollo, CO:
célula odontoidea; cc: cubierta cornea. Escala: 2 um.

Fig. 6. Corte transversal de un pliegue labial. A: célula
acompafiante; CO: célula odontoidea; C: célula columnar.
Escala: 10 um.

Fig. 7. Estadio 27. A-1 en etapa de recambio de dientes.
cc: cubierta cornea; d: diente cdérneo; 1: diente por despren-
derse; 2: diente emergiendo o de reemplazo. Escala: 10 um.

Fig. 8. Esbozo de la columna formadora en el pico infe-
rior (PI). CB: cavidad bucal; PS: pico superior. Escala: 30 um

Fig. 9. Célula ovoide en el pliegue labial. Comienzo de
cornificacién apical: basofilia acentuada en el extremo api-
cal (—). Coloracion: APS. Escala: 2 um.

Fig. 10. Célula odontoidea, con citoplasma fibrilar pre-
vio a la comificacidon (~—s). Escala: 2 um,









