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Uso de uma técnica histologica adequada para analise
microscopica dos tecidos corono-radiculares de dentes

permanentes, variando-se a solucao descalcificadora
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Resumo

A escolha do fixador e do tempo de fixago, a técnica de descalcificagdo e as soluges usadas com esse objetivo sao fatores
importantes na obtencdo de uma preparagao correta para as mais diversas analises ao microscopio de luz. Assim, no
presente trabalho de pesquisa, foi selecionada a técnica mais adequada de preparo de cortes histologicos para dentes
permanentes, variando-se as solucBes descalcificadoras. Para tanto, 8 terceiros molares humanos recém-extraidos, divididos
randomicamente em 2 grupos de 4 dentes, foram fixados durante 7 dias em uma solugdo de Formol a 10% e, em
sequida, descalcificados por um periodo de 27 dias em uma solugio de Acido Nitrico a 4% (Grupo 1) e 42 dias em uma
solugdo de Citrato de Sodio a 20% + Acido Formico a 30%, em partes iguais (Grupo 11). As etapas laboratoriais
seguintes foram aquelas utilizadas rotineiramente e a coloracdo, segundo as técnicas da Hematoxilina-Eosina e do
Tricromico de Gomori. Os cortes histoldgicos assim obtidos foram selecionados, analisados microscopicamente e
fotografados. Pode-se, assim, concluir, a partir dos resultados obtidos pela analise microscdpica, que a técnica Histoldgica
com a solugio descalcificadora constituida pelo Citrato de Sodio a 20% + Acido Férmico a 30% obteve melhor
desempenho, pois apresentou uma preservacdo mais satisfatoria dos tecidos dentais observados.
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INTRODUCAO

Os dentes humanos sdo classificados ~ t0 na raiz, encontramos a dentina, que é com-
como braquidontes, por apresentarem porcdes ~ POsta em 70% por cristais inorganicos de

distintas denominadas de coroa e rafz. hidroxiapatita, 20% de fibras colagenas com
A coroa é revestida pelo esmalte e a raiz ~ pequenas quantidades de outras proteinas e 10%
pelo cemento. Logo abaixo, tanto nacoroaquan- ~ de peso em agua. O cemento € constituido em

45 a 50% por minerais (calcio e fosfato) e o
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restante por material organico (colageno tipo
.2

Nas duas porcdes (coroa e raiz de cada
dente) encontramos uma cavidade (pulpar),
preenchida por tecido conjuntivo, que varia do
tipo mucoso (dente jovem), ao frouxo (dente
adulto). Odontoblastos, fibroblasto, macréfagos,
linfocitos, células de Schwann, células
endoteliais, células indiferenciadas, pericitos,
capilares, veias, artérias, fibras colagenas e fi-
bras nervosas mielinicas e amielinicas também
fazem parte do tecido pulpar.t?

A constituicdo tecidual de cada dente tem
sido analisada por diversos autores. 34° Qs
tecidos duros de cada dente (esmalte, dentina e
cemento), bem como o tecido pulpar, precisam
ser bem preservados, para que o corte histolégico
seja de qualidade, oferecendo detalhes precisos
da anatomia microscopica dentaria. A escolha
do fixador e do tempo de fixacdo, a técnica de
descalcificacdo e as solu¢des usadas com esse
objetivo, a inclusdo em parafina ou em outro
meio como a historresina, a espessura do corte
histoldgico e as coloragdes utilizadas séo fatores
importantes na obtencdo de uma preparagdo
adequada para as mais diversas analises ao mi-
croscopio de luz. Tendo em vista os dados da
literatura, foram comparadas duas solucdes
descalcificadoras, objetivando a escolha da mais
eficaz na obtencdo de cortes histologicos de
qualidade dos dentes permanentes humanos.

MATERIAL E METODOS

Oito dentes humanos permanentes, com
autorizacdo prévia dos pacientes envolvidos na
pesquisa e aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisas da FORP (USP), foram extraidos e
imediatamente submetidos ao processo de fixa-
¢do em solugdo de Formol a 10% por um peri-
odo de 7 dias. Terminado o processo de fixacéo,
os dentes foram divididos randomicamente em
2 grupos de 4 dentes cada (n=4), e o Grupo |
foi submetido ao processo de descalcificagdo,
durante 27 dias, com uma solucéo de Acido
Nitrico a 4%. Para o Grupo |l, o processo de
descalcificacdo durou 42 dias, utilizando-se uma
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solucdo de Citrato de Sodio & 20% + Acido
Formico a 30%, em partes iguais.

O tempo de fixa¢do para cada grupo foi
determinado, mediante a afericdo da consistén-
cia do tecido dental, com o auxilio de uma agu-
Iha. Essa analise foi realizada a cada 2 dias, pe-
riodo na qual se fazia a troca das solucdes
fixadoras.

Terminado o processo de descalcificacdo,
0s dentes foram submetidos ao processamento
histolégico de rotina: desidratatagéo,
diafanizacéo, inclusdo em parafina, microtomia
de cortes semi-seriados com 5 micrémetros de
espessura e coloragdo segundo as técnicas da
Hematoxilina-Eosina e do Tricrémico de
Gomori.

Obtidos os cortes histoldgicos, eles fo-
ram analisados através da microscopia de luz,
com aumento de 40X, considerando o aspecto
microscépico de seus tecidos e componentes
caracteristicos. Apos a selecdo dos cortes, eles
foram fotografados no fotomicroscopio, deter-
minando-se a solucdo que foi capaz de
descalcificar os tecidos dentais sem causar mai-
ores danos as estruturas submetidas a analise.

RESULTADOS

A solugio de Acido Nitrico a 4% (Gru-
po 1) foi bastante agressiva tanto para o esmal-
te, quanto para o cemento (FIGURA 1).

Os melhores resultados foram consegui-
dos com a solucdo descalcificadora utilizada no
Grupo Il (Citrato de Sodio a 20% + Acido
Formico a 30%, em partes iguais). Apesar do
processo de descalcificagdo neste grupo ter du-
rado 42 dias, esta solugdo promoveu danos
menores as estruturas analisadas. O tecido
pulpar no Grupo Il foi preservado de maneira
satisfatoria, evidenciando todos os seus elemen-
tos constituintes (FIGURA 2).

As duas solugdes descalcificadoras ndo
tiveram diferenca significativa no desempenho
guanto a descalcificacdo da dentina, permitin-
do um aspecto microscépico semelhante nos
dois grupos experimentais.
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Notas: A - Odontoblastos, com prolongamentos adentrando tabulos dentinarios (seta); B — Remanescente
pulpar, com visdo ampla dos odontoblastos e seus prolongamentos; C- Tecido pulpar remanescente,
mostrando a presenca de fibras colagenas (f); D — Tecido pulpar, evidenciando o tecido conjuntivo frouxo
(a). Vasos sanguineos no interior do mesmo, indicados pela seta. Objetiva de 40 x; Tricromico de Gomori.

Notas: A - Odontoblastos, com prolongamentos adentrando tdbulos dentinarios (seta); B - Idem A; C —
Tecido pulpar remanescente, com muitas fibras colagenas (f);D — Tecido pulpar remanescente, mostrando
vasos sanguineos (seta). Objetiva de 40x. Tricromico de Gomori.
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DISCUSSAO

Considerando a anatomia macro e mi-
croscopica dos varios tipos de dentes, a compo-
sicdo bioquimica de seus tecidos e a avaliagdo
da eficacia de um determinado tratamento
endodobntico, necessaria se faz a utilizacdo de
uma técnica que forneca detalhes histologicos
dos diversos dentes.

Em cada técnica histologica, as
especificacdes referentes as suas etapas consti-
tuintes (fixacdo, descalcificacdo, desidratagdo,
diafanizacdo, inclusdo em parafina,
desparafinizacdo, hidratacdo, coloracdo, desidra-
tacdo, diafanizacdo e montagem da laminula)
devem ser rigorosamente obedecidas. 7

A fixagdo constitui uma das etapas mais
importantes dos processamentos histolégicos,
pois depende de mecanismos fisico-quimicos
nos quais 0s componentes macromoleculares dos
tecidos e das células passam por um processo
de solubilizacdo, causando sua estabilizagdo e
inativacdo. Em Gltima analise, o processo de fi-
xa¢do bioldgica promove uma preservagéo das
caracteristicas morfoldgicas e macromoleculares
dos tecidos ou células. A fixagdo também tem
por funcdo impedir a autdlise ou degradacédo
bacteriana do material bioldgico a ser analisado
ao microscopio. °

Atribui-se também aos agentes fixadores
a funcgéo de facilitar os processamentos posteri-
ores de coloragdo, pois muitos corantes apre-
sentam maior afinidade com o substrato fixa-
do, além de promoverem um enrijecimento dos
tecidos.’

Uma andlise satisfatoria de um prepara-
do histologico depende primordialmente da
preservacdo adequada do que se pretende anali-
sar. Assim, numa fixagdo insatisfatoria, muitas
vezes, estruturas tissulares que seriam vistas por
meio de uma fixacdo adequada parecem obscu-
recidas. Existem muito compostos quimicos que
podem ser utilizados como substancias
fixadoras. Dentre elas, encontram-se os aldeidos
(formaldeido, glutaraldeido e paraformaldeido),
que sdo excelentes fixadores de proteinas, pois
promovem uma ligacdo cruzada entre as cadei-
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as polipeptidicas; o tetréxido de 6smio (efici-
ente na fixacdo de lipidios e muito utilizado,
juntamente com o glutaraldeido, em fixagdes
para microscopia eletrénica); o acido picrico, o
acido crébmico e o bicloreto de mercurio, que
sdo o6timos fixadores de proteinas.®

Na obtencdo de cortes histolégicos de
tecidos calcificados, como aqueles dos dentes,
diversas solucdes descalcificadoras tém sido uti-
lizadas, como a do acido nitrico a 5%, a do
acido cloridrico a 5%, de EDTA a 10% con-
tendo glutaraldeido em pH 7,4 ° e de citrato
de sodio a 20%, mais acido formico a 30%, em
partes iguais.®

Da mesma forma que ocorre na fixacéo, a
descalcificacdo de tecidos mineralizados é um
passo de suma importancia para a obtencdo de
cortes histoldgicos adequados para analise.

Neste trabalho, foi realizada uma analise
comparativa entre duas das solucdes
descalcificadoras mais utilizadas no
processamento histolégico de tecidos
mineralizados. Os resultados obtidos mostra-
ram que ambas sdo capazes de preservar satisfa-
toriamente os tecidos dentais.** A solucdo uti-
lizada no Grupo Il necessitou de um periodo
de tempo maior (42 dias), em comparagdo a do
Grupo | (27 dias), para promover uma
descalcificacdo adequada dos tecidos, permitin-
do o seu corte. Em contrapartida, tal solugdo
foi capaz de preservar de forma mais adequada
0s constituintes celulares do tecido pulpar re-
manescente, facilitando sua posterior analise
microscopica.

CONCLUSOES

De acordo com a metodologia aplicada,
pode-se concluir que, apesar de ambas as técni-
cas apresentarem resultados satisfatorios, a téc-
nica histolégica que utilizou a solugdo
descalcificadora constituida pelo Citrato de
S6dio a 20% + Acido Formico a 30% (Grupo
I1) superou a outra técnica, quanto a qualidade
dos cortes histologicos.
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Histological technique suitable to microscopic analysis of tissues of permanent
teeth

Abstract

The choice of the fixative, the time of fixation, the decalcification technique ant the solutions used
are important factors in order to obtain a preparation appropriate for diverse light microscopy analyses.
The objective of the present study was to identify the most adequate histological technique for recently
extracted permanent teeth by varying the decalcification solutions. For this purpose, 8 third molars were
fixed in 10% formalin for 7 days and then decalcified. Four of these teeth were decalcified in 4% nitric
acid solution (Group 1), for 27 days. The other four teeth were decalcified in a solution containing equal
parts of 20% sodium citrate and 30% formic acid (Group I1), for 42 days. The specimens were embedded
in parafinn in the horizontal position, cut into 5 micrometers thick sections with a microtome, and stained
with hematoxylin-eosin and Gomori’s trichrome. The histological sections obtained were analyzed
microscopically, selected and photomicrographed. The histological technique using 20% sodium citrate and
30% formic acid as decalcification solution provided the best results, preserving in a more satisfactory
manner the crown-root tissues of the permanent teeth analyzed.

Keywords: Dental tissues, decalcification solutions, histological technique.
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